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A utilizacdo de enzimas imobilizadas (biocatalisadores) em processos biotecnolégicos tem
crescido com o passar dos anos devido a fatores como, possibilidade de aumento da estabilidade
dessa proteina, poderem ser utilizadas em processos continuos e a capacidade destas serem
reutilizadas. Com isso, visando avaliar a influéncia da hidrofobicidade dos suportes na
imobilizacdo da lipase B de Candida antarctica (CAL-B) foram preparadas particulas
poliméricas com morfologia casca-nucleo utilizando a técnica de polimerizagdo simultanea em
suspensdo e emulsdo. Foi observado que alterando a composicdo da casca é possivel obter
particulas poliméricas com diferentes polaridades e propriedades morfologicas (areas
especificas, didmetro de poro, volume de poro) que podem ser utilizadas na imobilizacdo da
CAL-B, uma vez que esta apresenta o fendbmeno da ativagéo interfacial quando em contato com
superficies hidrofébicas em ambiente com baixa forca idnica. Os parametros de imobilizacdo e
0 desempenho da enzima imobilizada foram avaliados frente as reacdes de hidrolise do p-
nitrofenil laurato e de esterificacdo de acido oleico em meio alcdolico. Enzimas imobilizadas
em suportes com maior carater hidrofobico apresentaram maiores atividades de esterificacao
embora estes foram 0s suportes que possuiram menores rendimentos de imobilizagdo
(poli(estireno-co-DVB)/PS e PS/PS). Ja as enzimas imobilizadas em suportes com maior
carater hidrofilico, apresentaram maiores atividades de hidrolise e maiores eficiéncias de
imobilizagéo e retencéo de atividade. Concluiu-se que a atividade da enzima imobilizada esta
relacionada a interac@o entre os efeitos difusionais, que levam a diminui¢édo da atividade das
enzimas imobilizadas, juntamente com as caracteristicas das particulas poliméricas utilizadas

como suportes e as caracteristicas do meio reacional (polaridade do meio).
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1. Introducéo

A utilizacdo de enzimas em processos industriais tem gerado crescente interesse comercial e
aumentado a cada ano, devido ao fato das enzimas serem catalisadores naturais que possuem alta
especificidade, seletividade e eficiéncia em condi¢Oes reacionais suaves (brandas). Além de
apresentarem eficiéncia maior que a dos catalisadores sintéticos convencionais, as enzimas vém sendo
amplamente utilizadas na inddstria alimenticia, farmacéutica, quimica, téxtil e de biodiesel, dentre
outras (CASTRO et al., 2008; DELLA-VECCHIA et al., 2004).

No entanto, ha algumas desvantagens relacionadas a utilizacdo de enzimas na forma sollvel, em
processos biotecnoldgicos, como o fato das enzimas estarem sujeitas a inativacdo por fatores fisicos,
guimicos ou biolégicos, que podem ocorrer durante a estocagem ou uso. Para que a catalise promovida
pelas enzimas seja eficiente em um determinado processo, é necessario protegé-las do meio reacional
em que se encontram, pois alguns constituintes do meio (como solventes e impurezas) podem provocar
a inativagdo, ou seja, a perda de atividade, influenciando negativamente a reacdo. Além disso, enzimas
sdo catalisadores caros, de dificil produgdo em estado puro, sendo economicamente conveniente
recuperé-las ao final do processo. Devido a esses fatos, técnicas de imobilizagdo vém sendo
desenvolvidas e aplicadas para melhorar a estabilidade e facilitar a recuperacdo das enzimas,
possibilitando a sua reutilizacdo (VILLENEUVE et al., 2000). A utilizacdo dessas técnicas vem
crescendo com o passar dos anos, resultando em novas aplicacGes industriais e desenvolvimento
biotecnoldgico na area de biocatalise. O uso de enzimas imobilizadas (biocatalisadores imobilizados)

vem crescendo principalmente na inddstria farmacéutica, de detergentes e de couro.

Nas reaces conduzidas em meio organico com enzimas imobilizadas, ndo ha usualmente a
necessidade de forte interacdo entre a enzima imobilizada e o suporte, ja que boa parte das enzimas é
insoltvel em meio apolar (SALIS et al., 2003). Métodos de imobilizacdo que ndo envolvem a formacao
de ligacdo covalente entre a enzima e o suporte sdo, por isso, muito utilizados, pois ap6s a perda de
atividade do biocatalisador imobilizado, é possivel remover a enzima do suporte e este pode ser
reciclado. Por essa razdo, a imobilizac&o de enzimas por adsorcéo fisica constitui um método bastante
apropriado para produzir biocatalisadores, por ser um método de facil realizacdo, de baixo custo e
apresentar menor risco de destruir a estrutura tridimensional da enzima, mantendo assim a sua atividade
(SALIS et al., 2003).

Para ser empregado como suporte, 0 material precisa apresentar caracteristicas basicas, como
ser insoldvel no meio, interagir com a enzima (para evitar a dessor¢do, mas ndo a ponto de inativar a

enzima), ter porosidade adequada, baixo custo de producdo e ser estavel mecanicamente.



Por conta do que foi discutido, 0 método de imobilizagdo usado no presente projeto, explora a
adsorcao fisica das enzimas nos suportes com diferentes funcionalizacBes. A enzima de interesse
utilizada no presente trabalho foi a lipase B de Candida antarctica (CAL-B), catalisa diversas reacfes
importantes, como a sintese de biodiesel, resolucdo de farmacos (separacdo de racematos), etc. Como
suportes para as imobilizagOes, sdo utilizados polimeros sintéticos de baixo custo, facil produgdo e com
caracteristicas manipulaveis (como porosidade, composi¢do e morfologia) para melhorar a interacéo
entre o suporte e a enzima (BESTET]I, 2011; PINTO, 2013). Os suportes usados tém estrutura do tipo
casca-nucleo, formados por um nucleo de poliestireno (PS) e com cascas de diferentes composicBes
produzidas com mon6meros vinilicos hidrofébicos, como cardanol, 1-octeno, benzoato de vinila,

divinilbenzeno e estireno.

Os suportes poliméricos foram sintetizados com auxilio da técnica de polimerizacao simultanea
em suspensdo e emulsdo desenvolvida por LENZI (2002) e LENZI et al. (2003). Na primeira etapa do
processo é conduzida uma polimerizagéo em suspenséo cléssica, em que um nucleo ndo poroso e vViscoso
é formado. Na segunda etapa, é realizada uma polimerizacdo em emulséo alimentada, que gera particulas
em escala nanométrica que sao capturadas pelo nucleo viscoso, dando origem a casca (BESTET], 2011).
Essas particulas que se aglomeram ao redor do nucleo levam a formagéo de poros na casca, tornando as
particulas casca-nicleo adequadas para uso como suportes poliméricos na imobilizacdo de enzima
(PINTO et al., 2004).

E importante salientar que, no presente trabalho, o termo biocatalisador corresponde a enzima

imobilizada nos suportes.

Os suportes poliméricos com morfologia casca-nucleo foram sintetizados e caracterizados no
Laboratério de Engenharia de Polimeros do Programa de Engenharia Quimica da COPPE
(EngePol/PEQ/COPPE/UFRJ). Ja a etapa de imobilizacdo com a enzima CAL- B e posterior
caracterizacdo do desempenho dos biocatalisadores (enzima imobilizada), foi realizada no Laborat6rio
de Biotecnologia Microbiana do Instituto de Quimica (LaBiM/IQ/UFRJ).

1.1. Mecanismos e Sistemas de Polimerizacéo

De acordo com ODIAN (2004), as reacbes que geram polimeros sintéticos podem ser
usualmente classificadas quanto ao mecanismo de crescimento de cadeia em polimeriza¢Ges em etapas
e em cadeia (PINTO, 2013). O mecanismo de polimerizacdo em etapas consiste na reacdo entre grupos
funcionais dos monémeros (multifuncionais) envolvidos na reacdo (ODIAN, 2004). Reacdes que sdo
regidas por esse mecanismo resultam em crescimento lento da cadeia polimérica. Ja o mecanismo de
polimerizacdo em cadeia estd normalmente relacionado a utilizacdo de uma espécie iniciadora, que

possui um centro reativo para a polimerizagdo. Essa espécie iniciadora pode ser um radical livre, um
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cation, um &nion ou um complexo metéalico (ODIAN, 2004). A espécie reativa reage com o0 mondmero
por meio do rompimento da ligacdo n, formando uma nova espécie reativa. A propagacdo do centro
reativo se da por adi¢bes sequenciais de um grande nimero de moléculas de monémeros, a partir do
centro reativo, numa reacdo em cadeia (ODIAN, 2004). A polimerizacdo em cadeia € constituida por
trés etapas: iniciagdo, propagacéo e terminagdo. Na iniciagdo, ocorre a formagéo da espécie reativa e a
adicdo dessa espécie a uma molécula de mondmero. Na propagacdo, ocorre 0 crescimento da cadeia
polimérica pela adi¢do sucessiva de moléculas de mondémero ao centro reativo da cadeia em
crescimento. Na Ultima etapa, terminacdo, ocorre a interrupcao do crescimento das cadeias poliméricas
pela destruicdo do centro reativo (ODIAN, 2004). O esquema genérico do mecanismo de rea¢ao de uma

polimerizacdo em cadeia esté apresentado na Figura 1.
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Figura 1: Esquema genérico do mecanismo de reacdo de uma polimerizacdo em cadeia envolvendo mondmero
vinilico (ODIAN, 2004).

Os processos de polimerizacdo sdo normalmente classificados em dois grupos distintos: os
processos homogéneos e 0s heterogéneos. As técnicas de polimerizagcdo em massa e polimerizacdo em
solucédo fazem parte do grupo de processos homogéneos, em que as reagdes ocorrem em uma Unica fase
(KIPARISSIDES, 1996). Ja as reacdes de polimerizacdo em lama, emulsédo, suspensdo, interfacial, em
fase solida e em fase gasosa fazem parte do grupo de processos heterogéneos. Nos processos
heterogéneos, o polimero é insoltvel numa fase continua e a reagao de polimerizagao ocorre na presenga
de ao menos duas fases (KIPARISSIDES, 1996; MANO e MENDES, 1999).

Os processos heterogéneos de polimerizagdo, sdo muito utilizados para produzir particulas
poliméricas (PINTO, 2013). Cada tipo de processo origina particulas poliméricas com diferentes
propriedades, para uso posterior em diferentes aplicagcbes (KIPARISSIDES, 1996; PINTO, 2013).
Segundo LENZI (2002, 2003), é possivel realizar a combinacéo de dois processos heterogéneos distintos
para obter particulas poliméricas com caracteristicas ainda mais peculiares. As reagdes realizadas no
presente trabalho, para obtengdo dos suportes poliméricos com morfologia casca-nucleo, sdo originadas
da combinacdo de dois processos cléssicos de polimeriza¢do: a polimerizacdo em suspensdo e em

emulsdo via radicais livres, ocorrendo de forma simultanea.



1.2. Polimerizagdo em Suspenséo via Radicais Livres

Na polimeriza¢do em suspensdo via radicais livres emprega-se, além do monémero insoltvel
em agua (a fase continua), um iniciador soldvel no monémero (constituindo a fase organica ou
monomeérica) e um agente de suspensao (tensoativos usados para estabilizar a suspensdo) como por
exemplo poli(alcool vinilico), poli(estireno sulfonado) de sddio, hidroxipropil celulose. A iniciacao das
reacGes € realizada por agentes quimicos do tipo percompostos (ex: perdxido de benzoaila) ou
azocompostos (ex: azobis(isobutironitrila)) (MANO e MENDES, 1999) através da decomposicdo

térmica, fotoquimica ou por reacdes de oxi-reducdo dos iniciadores, gerando assim os radicais livres.

A polimerizagdo em suspensdo cléssica, também conhecida como polimerizagdo em suspensdo
do tipo pérola, ocorre com a dispersao da fase organica na fase aquosa continua. A fase orgéanica, que
contém mondmero e iniciador, fica dispersa em forma de goticulas na fase aquosa, devido ao uso
combinado de agitacdo mecanica e adicdo de agentes de suspensdo. Com o passar do tempo, a reacao
de polimerizagdo ocorre no interior das goticulas de monémero, que véo se tornando cada vez mais
pegajosas e viscosas até constituirem particulas sélidas (BESTET]I, 2009), (PINTO, 2013). Para prevenir
a coalescéncia dessas goticulas de monémero, é necessario aplicar agitacdo ao meio e adicionar agentes
estabilizantes de suspensdo (ODIAN, 2004). As reacBes seguem essencialmente 0 mesmo mecanismo
de reacdo da polimerizagcdo em massa, de maneira que cada goticula de monémero se assemelha a um
micro-reator, no qual ocorrem as polimerizagdes em massa (BRAUN, 2005). Por meio desse processo
de polimerizacéo é possivel obter particulas esféricas com uma faixa tipica de distribuicdo de tamanhos
de 10 — 1000 um (KIPARISSIDES, 1996). Esse processo € usado para produzir alguns dos polimeros
mais utilizados comercialmente, como o poliestireno (PS), poli(metacrilato de metila) (PMMA) e
poli(cloreto de vinila) (PVC) (MANO e MENDES, 1999).

A polimerizacdo em suspensdo do tipo pérola foi utilizada no presente trabalho para preparar 0s
nucleos de poliestireno (PS), nas reacGes de polimerizacdo simultanea em suspensdo e emulséo, usadas
para sintese das particulas poliméricas com morfologia casca-nucleo, utilizadas como suportes

poliméricos para imobilizacdo de enzimas.

1.2.1. Fatores que Influenciam a Distribui¢do dos Tamanhos de Particulas (DTP)

A polimerizacdo em suspensdo do tipo pérola resulta em particulas poliméricas esféricas
solveis no monémero. As distribuicBes de tamanhos de particulas (DTP) geradas ao final da reacdo
dependem da distribuicdo inicial de tamanhos das gotas de monémero dispersas na fase aquosa e de

fatores operacionais que influenciam a sua evolugdo, como a velocidade de agitacdo, a quantidade de



agente de suspensdo adicionada ao meio, o tamanho e a forma geométrica do reator e do impelidor e 0

iniciador utilizado.

1.2.1.1. Agentes Estabilizantes da Suspenséo (Agentes de Suspensao)

Como ao longo da reagdo, as goticulas de monémero ficam viscosas e para evitar a coalescéncia
utiliza-se um agente suspensdo soltvel na fase continua (MACHADO et al., 2007). O agente de
suspensdo estabiliza as gotas suspensas por meio da diminuigdo da tensdo interfacial entre as gotas de
mondmero e a agua (MACHADO et al., 2007). Além disso, as moléculas do agente de suspensao
adsorvidas sobre a superficie das gotas de mondmero formam uma camada fina que evita a coalescéncia
das gotas quando ocorre a colisdo entre elas (MACHADO et al., 2007). O agente estabilizante da

suspencao usado nas reagdes de polimerizagdo simultanea foi o poli(alcool vinilico) (PVA).

1.2.1.2. Velocidade de Agitacéo

A velocidade de agitacdo é importante porque, além de facilitar a mistura dos componentes e
ajudar a prevenir a coalescéncia, também atua no controle de temperatura da reacdo. Porém, a velocidade
de agitacdo muito elevada pode causar um aumento expressivo das taxas de quebras das gotas de
mondmero, resultando na producdo de particulas poliméricas muito pequenas e também pode diminuir
a espessura da camada protetora de estabilizante na superficie da gota de mondémero, por causa da
dessorcdo de moléculas provocada pela agitacdo muito alta e pelo aumento da area superficial,
promovendo a coalescéncia das particulas (MACHADO et al., 2007). A diminuicdo da velocidade de
agitacdo resulta na producdo de particulas grandes, pois as taxas de quebra das gotas de monémero sdo
menores. Assim, a DTP do polimero final esta relacionada a um equilibrio entre as taxas de quebra e
coalescéncia das gotas de monémeros, as quais estdo diretamente relacionadas com a velocidade de

agitacdo e a natureza e concentracdo do agente estabilizante (MACHADO et al., 2007).

1.2.1.3. Forma e Tamanho do Reator e do Impelidor

Dependendo da forma e tamanho do reator e do impelidor, formam-se perfis espaciais diferentes
de cisalhamento no interior de um reator. Como resultado, modificam-se os fendmenos de quebra e

cisalhamento, levando a geracédo de diferentes distribuicdes de tamanhos de particulas (PINTO, 2013).



1.2.2. Iniciador

O iniciador utilizado na etapa de suspenséo foi um percomposto, o peréxido de benzoila (BPO),
soltvel na fase orgénica. O BPO é provavelmente o iniciador mais usado em todo o mundo para
promover reacGes de polimerizacdo por via radicalar. Nas reagdes foi utilizada a iniciagcdo térmica para
gerar as espécies reativas (radicais livres) que dao inicio as reacfes de polimerizacdo. Geralmente, a
guantidade de iniciador utilizada nas reacdes de polimerizagdo em suspensao varia de 0,1- 0,5% em
massa, em relacdo ao mondmero usado (MACHADO et al., 2007). Ao longo das reac@es, a eficiéncia
do iniciador pode diminuir por causa do “efeito gaiola” (MACHADO et al., 2007). Esse efeito resulta
do confinamento dos radicais por moléculas do solvente ou do polimero, impedindo a reagcdo com o
mondmero, ou seja, ha uma resisténcia a difusdo no meio reacional, dificultando a participa¢do do

iniciador nas reagoes.

1.2.3. Efeito Gel

O efeito gel é um fendbmeno cinético que esta relacionado ao aumento da viscosidade do meio
reacional. Durante a rea¢do quando a viscosidade do meio reacional aumenta, ocorre uma reducdo da
mobilidade das cadeias poliméricas em crescimento, de modo que a velocidade de terminacao da reagdo
cai drasticamente, resultando assim em uma auto — aceleragdo da reagdo de polimerizacéo e em alguns
casos pode também ocorre 0 aumento brusco da temperatura (MACHADO et al., 2007). Esse efeito leva

a producdo de polimeros com uma curva de distribui¢cdo de massas molares larga.

1.3. Polimerizacdo em Emulséo

Na polimerizagdo em emulsdo classica utiliza-se um mondmero insolivel em agua e um
iniciador que seja soluvel na fase aquosa (normalmente agua), de maneira que a etapa de iniciacdo ocorre
na fase aquosa. Além disso, adicionam-se surfactantes de grande poder de dispersao e que, devido a sua
concentracdo no meio, formam micelas na fase aquosa. Assim, a polimerizacdo em emulsdo ocorre no
interior das micelas, que incham com mondmero e aumentam de volume transformando-se em particulas
de latex (com dimensdes nanométricas). A taxa de polimerizacdo depende do numero de micelas
presentes no meio e da concentracdo do emulsificante (BRAUN, 2005). Por isso, a taxa e 0 grau de
polimerizagdo podem ser aumentados simultaneamente, algo que ndo ocorre na polimerizacdo em

suspensao.



A polimerizacdo em emulsdo ocorre em meio heterogéneo, em que uma dispersdo de
monbmeros é convertida via radicais livres em uma dispersdo estavel de particulas poliméricas com
tamanhos caracteristicos variando de 100- 1000 nm (KIPARISSIDES, 1996). Nessas polimerizacGes
sdo utilizados um mondmero (ou mistura de monémeros), um meio dispersante (normalmente agua,
(fase aquosa)), um iniciador soltvel na fase aquosa (como o persulfato de potéassio), agentes tamponantes
de pH e um agente emulsificante (surfactante), responsavel pela formag&o das micelas.

A polimerizagdo se inicia quando o iniciador € colocado na fase aquosa. O meio reacional
contém micelas de emulsificante inchadas com monémero, além de moléculas dissolvidas do
emulsificante, radicais livres gerados pelo iniciador e gotas de monémero. O didmetro das gotas de
mondmero é muito maior que o das micelas e a concentracdo de mondmero dentro das gotas é maior
que a concentracdo de mondmero nas micelas (BRAUN, 2005). Como a area de contato das micelas é
maior gue a das gotas de mondmero, as micelas capturam preferencialmente os radicais gerados na dgua
e a reacdo ocorre no seu interior. Com o decorrer da reagdo, as micelas vao absorvendo monémero, e
vai sendo formado o latex (polimero inchado com mondémero) (BRAUN, 2005; KIPARISSIDES, 1996).
Como o mondmero consumido nas micelas durante a polimerizacéo é reposto pelo mondémero presente
nas gotas de monbémero, as gotas funcionam como reservatérios de monémeros (BRAUN, 2005), dando
continuidade a polimerizagdo em emulsdo até que todo o mondmero seja convertido em polimero. Como
produto final da reacdo de polimerizagdo, sdo obtidas particulas poliméricas com uma distribuicéo de
tamanhos variando na faixa de 100 — 1000 nm (BRAUN, 2005). Esse processo de polimerizagdo é
usado comercialmente para produzir muitas resinas, como a borracha do tipo SBR (copolimero de
estireno e butadieno), neoprene, dentre outros (KIPARISSIDES, 1996). As principais vantagens
apresentadas por esse processo sdo o facil controle térmico, pois 0 meio reacional apresenta baixa
viscosidade, e o fato da conversdao chegar a valores proximos de 100% e com altas taxas de

polimerizacéo.

1.3.1. Iniciador

Ao contrario da polimerizagdo em suspensdo, na rea¢do de polimerizagdo em emulsdo utilizam-
se iniciadores sollveis na fase aquosa continua. Os iniciadores mais utilizados sdo percompostos, como

o persulfato de potéssio, o persulfato de amonénio e o perdxido de hidrogénio (ODIAN, 2004).



1.3.2. Emulsificante

Os agentes emulsificantes sdo moléculas anfifilicas que possuem uma parte da cadeia com
caracteristicas hidrofilicas e outra parte com caracteristicas hidrofobicas. Em uma polimerizacdo em
emulsdo os agentes emulsificantes desempenham um importantissimo papel, pois estas moléculas sdo
responsaveis pela formacdo das micelas, onde ocorrem as reag¢6es de polimerizacdo. Micelas podem ser
definidas como “clusters® de emulsificantes, ou seja, agregados altamente organizados de moléculas de
emulsificante (KIPARISSIDES, 1996).

Em solugdes aquosas muito diluidas, os agentes emulsificantes encontram-se dissolvidos. Ja
em solugdes com mais alta concentracéo, ocorrem algumas mudancgas importantes nas propriedades da
solucdo, como na viscosidade e na tenséo superficial (BRAUN, 2005). A concentracdo a partir da qual
é possivel observar essas mudangas expressivas nas propriedades fisicas da solugdo é chamada de

concentracdo micelar critica (CMC) (BRAUN, 2005) e esta relacionada a formacgéo das micelas.

A concentracdo micelar critica (CMC) é caracteristica para cada emulsificante. Para
concentragdes de emulsificante inferiores & CMC, o emulsificante encontra-se em solugdo como
moléculas individuais. Para concentragcdes acima da CMC, o emulsificante forma micelas, em que a
parte hidrofébica da molécula fica organizada e em contato com o mondmero, enquanto a parte
hidrofilica fica espacialmente organizada e em contato com a fase aquosa (BRAUN, 2005). As micelas
formadas durante a polimerizacdo em emulsdao possuem um tamanho caracteristico de 1-10 nm
(BRAUN, 2005).

1.3.3. Aditivos

Muitos aditivos sdo comumente utilizados nas polimerizagdes em emulsdo, como coldides
protetores, agentes tamponantes de pH, reguladores de tensdo superficial, dentre outros. Nas
polimeriza¢Bes simultaneas em suspensdo e emulséo, foi utilizado como agente tamponante de pH o
bicarbonato de sddio (NaHCOs). A adi¢do de uma solugdo tampédo tem a funcdo de estabilizar as

particulas de latex em relacéo a variagoes no pH da reacdo (ODIAN, 2004).

1.3.4. Mecanismo da Polimeriza¢cdo em Emulséo

Segundo Harkins, Smith e Ewart (SMITH e EWART, 1948) o mecanismo da reacdo de
polimerizacdo em emulsdo pode ser dividido em trés etapas, como mostra a Figura 2. A etapa inicial é

conhecida como periodo de formacédo de particulas. Nessa etapa, ocorre a nucleagdo das micelas, que
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formam as particulas do latex (particulas que contém ambos polimero e monémero). O mondmero estéa
presente no interior das micelas, inchando-as por razdes meramente termodindmicas. Com o passar do
tempo, 0 mondmero é continuamente reposto pelas gotas de mondmero dispersas no meio e que

funcionam como reservatérios de mondémero que garantem a continuidade da polimerizacéo.

Com o aumento de volume das particulas de latex, moléculas de emulsificante sdo adsorvidas
da fase aquosa, levando a diminuicao da concentragcdo de moléculas de emulsificante livres ou agregado

nas micelas. Eventualmente cessa o periodo de nucleacdo, com o desaparecimento das micelas.

A segunda etapa corresponde a polimerizacdo no interior das particulas do latex com nimero de
particulas constante. Nessa etapa, as gotas de mondmero continuam tendo a funcdo de prover o
mondmero necessario para manter a reacdo nas particulas do latex. Como consequéncias o nimero de
particulas de latex e a concentragdo de monémero dentro dessas particulas (e, portanto, a taxa de

polimerizagdo) se mantém constantes.

Na terceira etapa, as gotas de mondmero presentes na fase aquosa desaparecem e todo o
mondmero residual esta localizado no interior das particulas de latex. Nesse instante, a concentracéo de

mondmero no interior das particulas diminui devido a continuag&o da reagdo de polimerizag&o.

gota de monémero
gota de mondémero
d=1-10um

emulsificante
particula de polimero , . particula de polimero - 1000 A
inchada com monémero % o R Pamcula de pol|m§ro inchada com
— 800 A inchada com monémero
- 500A ,
micela
1° Etapa 50 - 1003 20 Etapa 30 Etapa

Figura 2: Descrigdo classica das diferentes etapas do processo de polimerizacdo em emulsdo (adaptado de
KIPARISSIDES, 1996).

1.3.5. Fatores que Influenciam a Distribui¢do dos Tamanhos das Particulas

A DTP das particulas formadas na emulsdo dependem de varios fatores, como a fragdo do
mondmero dispersa o meio e as concentragdes de emulsificante e de iniciador utilizados na reagdo. A

concentracdo de sais (que controlam a viscosidade do meio) e a for¢a i6nica do meio séo fatores tambeém



importantes, pois afetam os processos de nucleacdo das particulas e influenciam os tamanhos finais
(PINTO, 2013).

A concentracdo de emulsificante apresenta papel significativo sobre a evolucéo de DTP, pois é
ela que controla os processos de nucleagdo das particulas. Assim, quanto maior for a concentracdo de
emulsificante utilizada, menores serdo os tamanhos das particulas geradas na polimerizacdo em
emulsdo. Outras caracteristicas relacionadas ao reator também podem influenciar a DTP das particulas
de emulsédo, como o tipo de impelidor utilizado e o formato do reator (RAMIREZ et al., 2005) contudo,

esses fatores sdo em geral pouco importantes nessas reagdes.

1.4.  Sintese de Particulas Casca-Nucleo a partir da Polimerizacéo

Simultéanea em Suspensdo e Emulséo

As particulas poliméricas com morfologia casca-nlcleo sdo formadas por estruturas poliméricas
gue apresentam caracteristicas diferentes em uma mesma particula. Particulas casca-nlcleo sdo
constituidas por um ndcleo e uma casca que o circunda, com diferentes propriedades fisico-quimicas e
morfol6gicas (LENZI, 2002). Assim, é possivel sintetizar particulas com nlcleo e casca que apresentam

porosidade e area especifica distintas, por exemplo.

Diferentes processos podem ser utilizados para a sintese de particulas com morfologia casca-
nacleo, visando diferentes aplicagdes. Por exemplo, na area biomédica essas particulas podem ser
utilizadas como agentes embolizantes, na liberacdo controlada de farmacos, dentre outras aplicaces
(PEIXOTO, 2007; BESTET], 2011). Particulas casca-nucleo sdo usualmente obtidas por intermédio da

combinag&o de diferentes processo de polimerizacao.

A sintese de particulas casca-nucleo por meio da polimerizacdo simultanea em suspensédo e
emulsdo foi estudada e desenvolvida por LENZI (2002) e LENZI et al. (2003). Essa técnica consiste na
combinacgdo de dois processos de polimerizacdo: a polimerizacdo em suspensdo e a polimerizacdo em

emulsdo. Na Figura 3 é possivel observar uma particula obtida por meio dessa técnica.
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Figura 3: Particula com morfologia casca-nicleo gerada da polimerizagdo simultanea em suspensdo e emulsdo
(LENZI etal., 2003).

Primeiramente, é realizada uma polimerizagdo em suspensdo para preparagdo dos nucleos.
Quando a reacdo atinge uma determinada converséo, sdo adicionados ao meio reacional os constituintes
de uma polimerizacdo em emulsao, sendo entdo considerado o inicio da polimerizacdo em emulsdo. Os
dois processos de polimerizagdo ocorrem simultaneamente dentro do vaso reacional, sem haver etapas
de separacgéo de constituintes do meio reacional. As particulas geradas durante a etapa de polimerizacéo
em emulsdo sdo capturadas pelos nucleos gerados durante a polimerizagdo em suspensdo, aglomerando
em torno dele e formando a casca, dando origem a particula casca-nicleo. Dependendo do carater
pegajoso dos nucleos, estes sdo capazes de capturar muitas ou poucas particulas resultantes da emulsao.
Segundo LENZI (2002) e LENZI et al. (2003), o carater pegajoso do nucleo esta relacionado a
conversdo. A conversao atingida no nicleo deve estar abaixo de um valor limite para que seja possivel
capturar as particulas originadas na etapa de emulsdo, ou seja, 0 nicleo tem que possuir uma conversao
baixa (ex: na polimerizagcdo em suspenséo de PS, uma conversao de 75% corresponde a uma reagdo com

2 horas de duracdo).

Foi também observado que existe uma relacdo entre o tamanho do nucleo e o grau de
recobrimento pelas particulas geradas na polimerizacdo em emulsdo. Quanto maior é o tamanho do
nucleo formado, menor é a area de contato com o meio que contém as particulas geradas na emulséo,
resultando em menor grau de recobrimento desses nucleos pelas particulas originarias da emulsdo
(LENZI, 2002).

BESTETI (2009) e BESTET I et al. (2011) realizaram estudos para obtencao de particulas casca-
nucleo com diferentes composicdes de casca e nucleo, com o objetivo de aplica-las como suportes em
imobilizac6es enzimaticas (em especial para a imobilizacdo da enzima CAL - B). Foi observado que as
diferentes composicdes das particulas influenciam as caracteristicas morfoldgicas e moleculares, como
a porosidade e a area especifica. Foi também observado que as particulas poliméricas com morfologia

casca-nucleo apresentavam uma casca porosa quando a temperatura de transigdo vitrea (Tg) do polimero
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gue constitui a casca, era maior que a temperatura do meio reacional. E quando a Tg do material da
casca era menor que a temperatura do meio reacional, a casca formada em torno do nucleo tinha aspecto
de filme (ou seja, ndo era poroso). Também foi notado que, para que houvesse um recobrimento
consideravel e uniforme do ndcleo, era necessario que houvesse compatibilidade termodinamica entre
0 material da casca e o do nlcleo. Segundo BESTETI (2009) e BESTETI et al. (2011), 0 mecanismo
que explica a formagdo de uma casca porosa esta ilustrado na Figura 4.

Inicio da
Suspensao emuls3o Coagulagao
- 2 i (o) Semreag3o e i
- . W, . Etapa1 A

Etapa 1

“\ _, Cadeiapolimérica

Particula
casca-nlcleo
porosa

Particula
casca-nucleo
nao porosa —

Ncleos
aglomerados

- - " iniciador
Monomero

Figura 4. Mecanismo para formacéo das particulas casca-nlcleo, com casca porosa. Tr € a temperatura do meio
reacional; T é a temperatura minima de formacéo de filme na casca e esta diretamente relacionada a temperatura
de transicdo vitrea (Tg) do material que a compde (BESTETI, 2009).

1.5. Lipases

As enzimas hidroliticas sdo os biocatalisadores de maior representatividade comercial, devido
a alta disponibilidade, baixo custo de producdo, condicGes suaves de reacdo e por possuirem alta
especificidade (FABER, 1997; STRAATHOF et al., 2002). Dentre as hidrolases, destacam-se as lipases
(glicerol éster hidrolalases, E. C. 3.1.1.3), que sdo capazes de catalisar reacfes de hidrdlise de
triglicerideos de cadeia longa insollveis, gerando 4cidos graxos livre, mono e diacilglicerois e glicerol.
Quando a 4gua no meio reacional é restringida, as lipases sdo capazes de exercer sua atividade catalitica
reversa, ou seja, catalisar reagdes de esterificacdo e transesterificacdo (FREIRE, 1996). Lipases sdo
capazes de catalisar essas rea¢des com elevada seletividade, estabilidade e eficiéncia (FREIRE, 1996,

1988; FREIRE e CASTILHO, 2008). Devido a essas caracteristicas, as lipases sao aplicadas em diversas
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areas, como na industria téxtil, de detergentes, farmacéutica (na resolugdo de misturas racémicas), de
quimica fina, de cosméticos, dentre outras (FREIRE e CASTILHO, 2008).

1.5.1. Fatores que Afetam a Atividade das Lipases

A atividade catalitica das lipases pode ser determinada utilizando diferentes substratos.
Dependendo do substrato utilizado, pode-se empregar diferentes técnicas para dosar a atividade da
lipase, como métodos espectroscopicos, titulométricos, dentre outros. A atividade das lipases em um
dado substrato depende de varios pardmetros, como pH do meio, temperatura, superficie de contato
enzima-substrato e teor de 4gua (BRIGIDA, 2010).

1.5.2. Lipase B de Candida antarctica

A lipase B de Candida antarctica foi a enzima escolhida para uso nos ensaios de imobilizacéo,
por ser uma enzima com grande interesse industrial, principalmente na modificacdo de lipideos para
sintese de biodiesel e na indUstria farmacéutica, para sintese de produtos e intermediarios quirais
(MANOEL, 2013). O pH 6timo para uso da CAL — B esta situado entre 7 e 8, sendo que a enzima é
bastante estereoespecifica em reac@es de hidrdlise e em sintese organica (UPPENBERG et al., 1994;
CUNHA et al., 2014).

1.6. Imobilizacdo de Lipases

Os processos que utilizam a enzima na forma soltvel apresentam algumas desvantagens, como
a dificuldade de utiliza-la em operac¢des continuas e a sua dificil reutilizacdo. Em reac6es que fazem uso
de enzimas na forma sollvel, para obter o produto final é usualmente necessario interromper a reacao
com aumento de temperatura ou mudanca do pH do meio, com objetivo de inativar a enzima. Ao realizar
procedimentos como esses, pde-se em risco a qualidade do produto final obtido (FREIRE, 1988). Além
disso, ndo é possivel recuperar a enzima na forma pura e ativa, 0 que causa aumento expressivo dos
custos. Assim, para que as enzimas possam ser utilizadas em processos industriais de grande porte, é
necessario promover o aumento da estabilidade térmica e tornar possivel o seu reuso (AL-ZUHAIR et
al., 2011; CHEN e CHEN, 2011).

Uma alternativa para solucdo dos problemas encontrados em processos homogéneos é a

utilizacdo de enzimas na forma imobilizada. Existe uma série de vantagens associadas a utilizacdo de
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enzimas imobilizadas, como a possibilidade da reutilizacdo, o uso de operagdes continuas, a melhora da
estabilidade e da atividade da enzima, a capacidade de obtencdo de produtos mais puros e a mais facil
separacdo do meio reacional (FREIRE e CASTILHO, 2008).

Entretanto, como desvantagens do processo de imobilizagdo enzimética, podemos citar a perda
de atividade da enzima devido a interagdo com o suporte, e a geracdo de possiveis impedimentos
estéricos e difusionais de produtos e substratos, que podem ser induzidos pela estrutura do suporte. Outra
desvantagem pode estar associada ao custo de obtencao dos biocatalisadores (enzimas imobilizadas) em
funcao dos custos envolvidos na sintese dos suportes e no processo de imobilizacdo. No entanto se esses
custos forem baixos, a imobilizacdo pode se tornar uma alternativa interessante para a utilizacdo de

enzimas em processos biotecnolégicos.

A imobilizag&o é um processo que consiste no confinamento da enzima, por ligagdo quimica ou
interacdo fisica, em suportes (matrizes) insoltveis em meio aquoso. Ao final do processo, é essencial
que haja boa retengdo da atividade catalitica da enzima e que o suporte imobilizado possa ser reutilizado
(BRIGIDA, 2010).

As enzimas imobilizadas, podem ser classificadas quanto ao método de imobilizagdo utilizado,
segundo mostrado na Figura 5. O método de imobilizacdo empregado depende de fatores como a
estrutura quimica e morfoldgica do suporte, as propriedades bioquimicas das enzimas e o objetivo final
para aplicacio dos suportes imobilizados. E importante ressaltar, que pode haver uma combinacao dos

métodos. Na Figura 5 sdo apresentados 0s métodos existentes.

Métodos de Imobilizagao de Enzimas

I
| |
Encapsulamento Ligacéo
\ l
[ | [ I
Em Matriz Em Membrana Adsorgéo Ligacao Covalente

- .!E.(ul

Entre No suporte Ligacdo cruzada
membranas entre as
macroscopicas I e wm enzimas

— = = e
000000
[— RN =]

Figura 5: Métodos usuais de imobilizagdo de enzimas (BRIGIDA, 2010).
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1.6.1. Imobilizacéo por Adsorcéao

A imobilizacdo de enzimas por adsor¢do consiste na ligacdo da enzima a um suporte sélido
insoldvel em meio aquoso por interacdo idnica, adsorcdo fisica, interacdo hidrofébica, ou por forcas
atrativas de van der waals. A interacdo da enzima com o suporte também pode ocorrer pela combinacao
dos vérios tipos de interacbes mencionadas anteriormente, como na imobilizacdo por adsorcéo fisica
com interacdo hidrofébica, método utilizado no presente trabalho para imobilizacdo da CAL-B nos

suportes casca-nlcleo sintetizados.

A eficiéncia da adsor¢do da enzima sobre o suporte depende de varios pardmetros, como o
tamanho da proteina (enzima) adsorvida, a area especifica, a porosidade e o didmetro médio de poros
do suporte, o pH, a forga idnica, a temperatura do meio, a concentra¢cdo de enzima, o tempo de
imobilizacéo, dentre outros fatores (DELLA-VECCHIA et al., 2004; VILLENEUVE et al., 2000). O
uso de suportes porosos € vantajoso, pois aumenta a area especifica, ja que a enzima pode ser adsorvida
no interior dos poros (BESTET], 2011).

Embora essa técnica esteja susceptivel a dessor¢do, ja que a ligacdo entre a enzima e o suporte
é de baixa energia, a imobilizacdo por adsorcdo é uma das técnicas mais utilizadas para obtencgdo de
biocatalisadores insolUveis, por ser uma técnica simples e de baixo custo. Além disso, varios materiais
podem ser utilizados como suportes na imobilizagdo. A definicdo sobre qual material deve ser utilizado
para a imobilizacdo de uma determinada enzima depende de varias caracteristicas, como a resisténcia
mecanica, a estabilidade quimica, o carater hidrofébico/hidrofilico, a capacidade de adsor¢do da enzima
e o custo (DELLA-VECCHIA et al., 2004).

1.6.2. Imobilizacdo por Ligagdo Covalente em uma Matriz

A imobilizacdo da enzima & superficie de um suporte pode ocorrer por meio da formagdo de
ligagOes covalentes entre grupamentos funcionais presentes na superficie do suporte e da enzima. Essa
técnica apresenta normalmente duas etapas: a funcionalizacdo do suporte e a imobiliza¢&o por contato

entre a enzima e o suporte, para que a reacdo ocorra (BRIGIDA, 2010).

1.6.3. Imobilizacao por Encapsulamento (ou Ocluséo)

A enzima pode ser retida no interior de uma matriz polimérica, sem haver a formacéo de ligagédo
quimica entre a matriz e a enzima, ndo ocorrendo alteragdes estruturais ou interagdes com o centro ativo

da enzima. Nesse caso, moléculas grandes (como enzimas) podem ndo conseguir difundir através da

15



membrana, embora as moléculas pequenas (como produtos e substratos) possam (BRIGIDA, 2010).
Existem trés tipos basicos de encapsulamento: em membrana (em filme), em matriz (numa rede porosa)

e 0 microencapsulamento (em particulas).

1.6.4. Imobilizagédo por Ligag&o Cruzada Intermolecular

A imobilizacdo de enzimas pode ocorrer sem a utilizacdo de um suporte. Isso pode ser feito por
meio da realizacdo de ligagdes cruzadas entre as proprias enzimas, formando agregados enzimaticos
insolveis em meio aquoso (BRIGIDA, 2010; PINTO, 2013).

1.7. Fatores que Influenciam na Perda de Atividade da Enzima Apo0s

Imobilizacéo

Quando se imobiliza uma enzima em um suporte, podem ser observadas alteracBes na
estabilidade, na atividade e nas propriedades cinéticas das enzimas, resultando na diminui¢do da
atividade do biocatalisador obtido ao final do processo de imobilizagdo (PINTO, 2013). Alguns fatores
sdo responsaveis pela redugdo ou completa perda de atividade da enzima imobilizada, como comentado

a seguir.

1.7.1. Efeito Conformacional

Apb6s a imobilizacdo da enzima no suporte, podem ocorrer modificagdes na estrutura
tridimensional da enzima e no seu centro catalitico, como resultado da forte interacdo com o suporte,

levando assim a perda de atividade.

1.7.2. Efeitos Estéricos

Como resultado de interacBes entre enzima e suporte, a enzima pode se tornar menos acessivel
a moléculas do substrato, gerando assim um impedimento estérico. Com isso, as moléculas do substrato
ndo conseguem acessar 0 centro ativo das enzimas, sendo observada a queda na atividade ou a total

inatividade da enzima.
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1.7.3. Efeitos Difusionais

Os efeitos difusionais, também conhecidos como efeitos de transferéncia de massa, sdo
observados por causa da perda de mobilidade da enzima, por estar ligada a um suporte, e das moléculas
reagentes, que tém que se movimentar para atingir os centros ativos. Com isso, a enzima perde a
acessibilidade ao substrato devido a presenca da matriz s6lida, resultando em decréscimo da atividade
enzimatica. A diminuicdo de atividade também pode ocorrer devido ao acimulo de produto nas
proximidades do sitio ativo da enzima, afetando 0 mecanismo cinético da reacdo, a velocidade de reacdo,
e 0 microambiente da enzima (CASTRO et al., 2008).

Quando a enzima esta imobilizada no suporte, o substrato precisa migrar do seio do fluido até a
superficie do biocatalisador e dai até o sitio ativo da enzima. Em seguida, quando o substrato é
transformado em produto, o produto precisa difundir do centro ativo da enzima até a superficie do

suporte e depois para o seio do fluido (PINTO, 2013).

1.7.4. Efeitos Hidrofébicos

Polimeros hidrofébicos tém sido amplamente estudados para uso como suportes para
imobilizacdo de lipases, pois muitas lipases apresentam um fenémeno de ativacao interfacial na presenca
de superficies hidrofdbicas. Essa ativacdo € relacionada a alteracdo conformacional da estrutura das
lipases, devido a interagdo com a superficie hidrofobica, que resulta na exposi¢éo do centro ativo da

enzima, antes englobado pela estrutura hidrofébica da enzima (SALIS et al., 2003).

1.8. Comentarios Finais

Segundo estudos realizados por BESTETI (2009) e BESTETI (2011), observou-se que por meio
da polimerizacdo simultanea em suspensdo e emulsdo € possivel obter particulas poliméricas com
morfologia casca-nlcleo porosas e com diferentes composicdes de casca e ndcleo. E que, variando a
composicdo da casca é possivel obter particulas com caracteristicas morfol6gicas e moleculares
distintas, como area especifica e porosidade. Foi visto que devido a essas caracteristicas apresentadas,
as particulas podem ser utilizadas como suportes para imobilizagdo enziméatica e que essas

caracteristicas influenciam na atividade e na eficiéncia de imobilizacao das enzimas.

Viu-se também que a CAL-B é uma enzima de grande interesse, pois é aplicada em diversos
processos biotecnoldgicos (FREIRE e CASTILHO., 2008). Com isso, é interessante utilizar a enzima

na sua forma imobilizada para protegé-la de componentes presentes no meio reacional que podem, por
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ventura, provocar a inativacéo e com isso, queda no rendimento de catalise. Estudos realizados com a
CAL-B (SALIS et al., 2003) mostraram que esta € uma enzima que apresenta um fenémeno de ativagéo
interfacial quando em contato com superficies hidrofobicas. Devido a esse fator, o presente trabalho tem
como objetivo imobilizar a enzima CAL-B em suportes poliméricos com diferentes composicoes,
explorando os efeitos de interagdo hidrofébica entre enzima e suporte e avaliar quais os fatores que
afetam no processo de imobilizagéo.
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2. Objetivo

O presente trabalho tem como objetivo, avaliar a influéncia que o grau de hidrofobicidade da
superficie das particulas poliméricas com morfologia casca-nicleo causa nos parametros de
imobilizacdo e na atividade da lipase B de Candida antarctica (CAL-B) quando imobilizada. Para isso,
foi necessario produzir particulas poliméricas com morfologia casca-nicleo com diferentes
composicdes e graus de hidrofobicidade na casca, e que foram utilizadas como suportes na imobilizacao.
As particulas foram produzidas por meio da técnica de polimerizagdo simultdnea em suspensdo e

emulsao e entdo foram caracterizadas.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Polimerizagdo Simultanea em Suspensédo e Emulséo

3.1.1. Materiais

Unidade de Polimerizacao

As reacOes de polimerizagdo simultdnea em suspensdo e emulsdo foram conduzidas em um

unidade de polimerizacdo a presséo atmosférica. Essa unidade reacional esté ilustrada na Figura 6.

Figura 6: Esquema da unidade de polimerizacéo utilizada para sintese das particulas de polimero com morfologia
casca-nucleo. Figura adaptada de (LENZI, 2002).

Na Figura 6, a unidade de polimerizacdo consiste de um reator encamisado de vidro
borossilicato de capacidade de 1L (4), equipado com agitador mecénico (5) de haste reta e impelidor do
tipo hélice plana, banho de aquecimento com temperatura controlada e que utiliza como fluido circulante
uma mistura 1:1 em volume de etilenoglicol e dgua destilada (8), banho de resfriamento com temperatura
controlada e que utiliza como fluido circulante uma mistura 1:1 em volume de etilenoglicol e &gua
destilada (7), um condensador de refluxo do tipo espiral (6), uma bomba dosadora (3) e uma proveta
(1), usada como reservatério da mistura de monémeros utilizada na alimentagdo na etapa de emulséo

alimentada. A tampa do reator é feita de aco inox e contém cinco orificios. A abertura central conecta-
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se ao agitador mecanico. As demais aberturas sdo utilizadas para conectar o condensador, a mangueira

de saida da bomba dosadora e para fazer a adi¢do dos reagentes.

3.1.2. Reagentes

Os reagentes empregados na sintese das particulas poliméricas foram utilizados como recebido

e ndo passaram por etapas de purificacdo ou tratamento prévio. Os regentes sdo apresentados a seguir:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Poli(alcool vinilico) (PVA), fornecido pela Vetec Quimica Fina com 85% de grau de hidrélise
e massa molar média (Mw) de 78.000 g/mol. Utilizado como agente de suspensdo na etapa de
polimerizagdo em suspensao;

Peroxido de Benzoila (BPO), fornecido pela Vetec Quimica Fina, fornecido com pureza minima
de 99% e contendo teor maximo de umidade de 25%. Utilizado como iniciador na etapa da
reacéo de polimerizagéo em suspensao;

Estireno, fornecido pela Sigma-Aldrich, com pureza minima de 99%. Utilizado como
mon6mero na etapa de polimerizacdo em suspensao (formag&o do nicleo) e como co-mondémero
na etapa de polimerizagdo em emulséo com vazéo de alimentag&o controlada;

Lauril sulfato de sddio (SLS), fornecido pela VVetec Quimica Fina, com pureza minima de 90%.
Utilizado na etapa de polimerizagdo em emulséo como emulsificante da reacdo;

Persulfato de potassio (K2S:0g), fornecido pela Vetec Quimica Fina, com pureza minima de
99%. Utilizado como iniciador da reacdo de polimerizacdo em emulséo;

Bicarbonato de sddio (NaHCQO3), fornecido pela Petroquimicos, com pureza minima de 99,7%.
Utilizado como tampdo na reacdo de polimerizagdo em emulséo;

Hidroquinona, fornecido pela Vetec Quimica Fina, com pureza minima de 99%. Utilizado com
inibidor nas anélises gravimétricas para medida da conversdo das reacdes de polimerizagdo
simultaneas em suspensdo e emuls&o;

Agua destilada, utilizada na preparacdo das solugdes aquosas de PVA (agente de suspens&o),
SLS (agente emulsificante), NaHCO; (tampéo) e K.S;Og (iniciador da polimerizacdo em
emulsdo);

Divinilbenzeno (DVB), fornecido pela Merck, com pureza minima de 99%. Utilizado como

comondmero na reagao de polimerizacdo em suspensdo e emulsao;

10) 1-octeno, fornecido pela Merck com pureza minima de 97%. Utilizado como comonémero na

reacdo de polimeriza¢do em suspensao e emulsao;

11) Benzoato de vinila, fornecido pela Aldrich com pureza minima de 99%. Utilizado como

comondmero na reacdo de polimerizacdo em suspensao e emulsao;
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12) Cardanol, fornecido pela Resibras, com pureza minima de 95,40%. Utilizado como

comondmero na reacgdo de polimerizacdo em suspensédo e emulsao.

3.1.3. Metodologia Experimental

3.1.3.1.  Polimerizagdo Simultdnea em Suspenséo e Emulséo

O procedimento utilizado para a sintese das particulas casca-ntcleo foi desenvolvido por LENZI
(2002) e LENZI et al. (2003) e consiste em uma etapa de polimerizagdo em suspensdo, para a formacao
do nucleo das particulas, seguido de uma etapa de polimerizacdo em emulsdo alimentada, para a
formacé&o da casca porosa. As condi¢des experimentais empregadas nas etapas de obtencdo do nucleo e
da casca das particulas foram as mesmas utilizadas por BESTETI (2009). Como mon6mero da etapa da
polimerizacdo em suspenséo foi utilizado o estireno. Na etapa de polimerizagdo em emulsdo foram
utilizados divinilbenzeno/estireno, cardanol/estireno, 1-octeno/estireno, benzoato de vinila/estireno e
estireno. A composic¢do do nucleo ndo foi variada, ou seja, todas as particulas casca-nlcleo produzidas

possuem nucleo de poliestireno.

3.1.3.1.1. Etapa de Polimeriza¢ao em Suspenséo

As reacOes de polimerizacdo em suspensdo tém como objetivo a prepara¢do do nucleo de
poliestireno (PS) das particulas casca-nlcleo. Essas reagfes foram conduzidas em batelada. As
condicbes reacionais, assim como as quantidades dos reagentes utilizados, estdo apresentados na Tabela
1.

Primeiramente, preparou-se uma solucéo de agente de suspens&o. Para isso, 3 g de PVA foram
solubilizados em 370 g de &gua destilada por 24 h. Em seguida, adicionou-se ao reator, sob uma agitacéo
de 100 rpm, a solucdo de PV A preparada previamente. Quando a temperatura do meio reacional atingiu
85 °C, foi realizada a adi¢do da massa do iniciador (BPO) solubilizada na massa de mondmero (estireno).

A velocidade de agitacdo entdo foi aumentada para 970 rpm.

A adicdo ao reator da solugdo iniciador/monémero, marca o inicio da polimerizacdo em

suspensdo. A etapa de polimerizacdo em suspensao foi sempre conduzida por 2 horas.
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Tabela 1: Condigdes reacionais empregadas na etapa de polimerizagcdo em suspensao para obtencdo dos nlcleos
de estireno das polimerizagdes simultaneas em suspensdo e emulséo.

Condigdes da Polimeriza¢do em Suspensdo

Componente Massa (g) Funcéo

Agente de

PVA 3 suspensdo

p . Fase

Agua Destilada 370 continua

BPO 4 Iniciador
Estireno 100 Monbmero

Velocidade de Agitacdo do Meio Reacional 970 £ 20 rpm
Temperatura de Reacéo 85 °C
Tempo de Reagéo 2 horas
3.13.1.2. Etapa de Polimerizagdo em Emulséo

Ao término das duas horas de reacdo da etapa de polimeriza¢do em suspensdo, os ntcleos de PS
estdo formados, dando-se inicio a etapa de polimerizacdo em emulsdo para a produgdo da casca porosa.
Faz-se entdo a adicdo dos reagentes necessarios para a polimerizacdo em emulsdo. Ao final da
polimerizacdo em suspenséo, os ndcleos formados estdo com alta viscosidade (ou seja, pegajosos), sendo
entdo capazes de capturar as particulas produzidas na polimerizagdo em emulséo, ocorrendo entéo o
recobrimento do nucleo e levando & formagédo da casca (LENZI, 2002; BESTETI, 2009).

As reagdes em emulséo foram conduzidas no mesmo reator em que foram realizadas as rea¢oes
em suspensdo, sem que houvesse separacao de quaisquer componentes do meio reacional ao término da
etapa de polimerizacdo em suspensdo. Os reagentes e as respectivas quantidades dos mesmos sdo

apresentados na Tabela 2.

As solucbes de emulsificante, tampéo e de iniciador foram preparadas 30 minutos antes do inicio
da etapa de polimerizacdo em emulsdo. Para o preparo dessas soluces, utilizaram-se 50 g,31ge 31 g
de &gua destilada, para solubilizar as massas de emulsificante, tampdo e iniciador, respectivamente. A
reacdo de polimerizagdo em emulséo foi realizada em semi-batelada no mesmo reator em que foi
realizada a etapa de suspensdo e sem que 0s componentes do meio reacional da suspensdo fossem

separados.
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Tabela 2: Condic6es operacionais empregadas na etapa de polimerizacdo em emulsdo, com vazdo de alimentacéo
controlada, para formacéo da casca ao redor do nlcleo produzido na suspensao.

Etapa de Polimerizacdo em Emulsao

Componente Massa (g) Funcéo
. - Agente
Lauril Sulfato de Sodio (SLS) 2,5 emulsificante
Bicarbonato de Sédio (NaHCO3) 0,3 Tampéo
Persulfato de Potassio (K2S20s) 0,3 Iniciador
Agua Destilada 115 Fase continua
Estireno (carga inicial) 30 (30% em massa) Monbmero
Emulsdo Alimentada
Componente Massa (Q) Funcéo
Estireno 65 (65% em massa) Mondmero
Estireno, DVB, Benzoato de vinila, 5 (5% em massa) Comondmero
1-octeno, cardanol
Vazdo de alimentagao 0,04 L/h (ou 35g/h)
Tempo de emulsdo alimentada 2 horas
Temperatura de Reagéo 85°C
Velocidade de Agitacdo do Meio Reacional 970 £ 20 rpm
Tempo Total de Reacéo 4 horas

Terminada a etapa de suspensdo, foram adicionados ao reator na seguinte ordem: solugdo de
emulsificante, solucdo tamp&o de bicarbonato de sodio e 115 g de &gua destilada. O intervalo de tempo
entre a adi¢do dos componentes da emulsdo foi de aproximadamente 2 minutos. A massa de &gua

destilada adicionada ao reator teve como objetivo completar o volume reacional.

Apos a temperatura do meio reacional voltar a 85 °C, foi adicionada ao reator uma carga de 30
g de monbémero (estireno). Em seguida, foi feita a adicdo da solucdo de iniciador e conectou-se a
mangueira de alimentacdo de mondmero (estireno) ou da mistura de mondmeros (estireno/DVB,
estireno/cardanol, estireno/1-octeno, estireno/benzoato de vinila) ao reator. Por fim, ajustou-se a bomba
para uma vazdo de alimentacdo de 0,04 L/h. O inicio da polimerizagcdo em emulsdo é considerado no
instante em que se conecta a mangueira de alimentacdo do monémero (ou da mistura de mondmeros),
ao reator. A reacdo de polimerizacdo em emulsdo com vazdo de alimentacdo controlada teve sempre a

duracdo total de 2 horas.

Ao término da etapa de emulsdo alimentada, a rea¢do de emulsdo prosseguiu por mais 2 horas,
para garantir o recobrimento das particulas, totalizando assim 4 horas da etapa de emulsdo. Assim, a
polimerizacdo simultanea em suspensdo e emulsdo ocorre por um tempo total de 6 horas: 2 horas da
etapa de suspensdo, 2 horas de emulsdo alimentada e 2 horas de emulsdo. Terminada a reacdo de

polimerizacdo simultdnea, ajustava-se a temperatura do reator para 25 °C. Ao atingir essa temperatura,
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o0 reator era desmontado e separava-se 0 sobrenadante da fase decantada (polimero casca-nucleo). O
polimero formado era entdo filtrado a vacuo e lavado com agua destilada. Em seguida, o polimero era
levado a estufa a véacuo, por uma semana, para secar. Os mondmeros utilizados nas reagbes de
polimerizagdo simultdnea em suspenséo e emulsdo foram o estireno, divinilbenzeno (DVB), cardanol,

benzoato de vinila e 1-octeno.

3.1.3.2.  Polimerizacdo em Massa

Antes de iniciar as rea¢0es para obtengdo das particulas casca-ndcleo, foi necessario avaliar a
reatividade do estireno com os comondmeros selecionados e que iriam constituir a composicao da casca.
Para avaliar se 0s comondmeros copolimerizavam com o estireno de forma eficiénte, foram realizados
estudos cinéticos de reagBes de polimerizagdo em massa, variando o percentual em massa do

comondmero na receita. Para isso, foram testados percentuais em massa de comonémero de 1% e 5%.

As polimerizag8es em massa foram realizadas em 12 tubos de ensaio, cada tubo correspondendo
a um reator em que ocorria a polimerizacdo em massa. Para 0 acompanhamento do comportamento
cinético da reacdo, a reacdo em cada tubo era interrompida em tempos especificos com a adi¢do de 15
gotas de uma solucdo alcéolica de hidroquinona (1% (p/v)), que tem a funcdo de interromper a reacéo
de polimerizacdo. Os tempos em que as rea¢des foram interrompidas foram: 10 min, 20 min, 30min, 40
min, 50min, 1h, 1h30, 2h, 2h30, 3h, 3h30 e 4h. As condicdes reacionais empregadas nas polimerizacbes

em massa estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3: Condigdes reacionais empregadas para estudo cinético das reacoes de polimerizagdo em massa entre 0
estireno e os comondmeros: DVB, 1-octeno, benzoato de vinila e cardanol. Mistura reacional (de monémero e
iniciador) preparada para 12 tubos de ensaio.

Reagentes Quantidades
Peréxido de Benzoila (BPO) 69
100% em massa: 150 g
Estireno 95% em massa: 142,5 g
1-octeno

Divinilbenzeno (DVB)

0 .
Benzoato de vinila Sy Bl RS 7.5

Cardanol
Temperatura de reagdo 85 °C
Tempo de reacgéo 4 horas
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Como cada tubo de ensaio corresponde a um reator onde ocorre a polimerizagdo em massa, e
cada reator corresponde a um determinado tempo na curva de conversdo, foi entdo preparada
inicialmente uma solucdo de iniciador (BPO) solubilizada no mondmero ou na mistura de monémero e
comondmero. Preparada a solucdo, esta foi distribuida igualmente em 12 tubos de ensaio, de modo que
cada tubo contivesse o mesmo volume. Em seguida, os tubos foram colocados em um banho de
aquecimento a 85 °C, contendo etileno glicol. A adi¢do dos tubos ao banho marcou o inicio da
polimerizacdo em massa, pois o iniciador (BPO) s6 ¢ ativado termicamente. Apds 10 minutos do inicio
da reacdo, pesava-se rapidamente o tubo de ensaio que continha o meio reacional, adicionava-se a
solucéo de hidroguinona e anotava-se novamente a massa. Esse procedimento foi repetido para todos os

tubos de ensaio nos respectivos tempos de reagéo.

3.2. Téecnicas de Caracterizacdo das Particulas Poliméricas

3.2.1. Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

A Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) foi utilizada para determinagdo das massas
molares ponderais médias e numéricas médias (Mw e Mn, respectivamente) e do indice de polidisperséo
(IP) dos materiais produzidos. A massa molar ponderal média (Mw) leva em consideracdo a massa molar
de todas as cadeias poliméricas presentes no produto final. Assim, a massa molar de cada fracéo
produzida contribui de maneira ponderada para o célculo da massa molar ponderal média
(CANEVAROLO, 2002). A massa molar numérica média (Mn) é a massa molar de todas as cadeias
poliméricas, tomando-se como referéncia o nimero total de cadeias presentes na mistura. A razao entre
a massa molar ponderal média e a massa molar numérica média (Mw / Mn) corresponde ao indice de
polidispersdo (IP). O IP é uma medida do grau de dispersdo das cadeias poliméricas em uma amostra;
quando esse valor € igual a 1, todas as cadeias possuem 0 mesmo comprimento e o polimero € dito
monodisperso. Quando IP é maior do que 1, a amostra polimérica possui cadeias com comprimentos
diferentes e o polimero é polidisperso. A distribuicdo de massas molares pode ser larga ou estreita.
Quando o IP é proximo de 1, diz-se que a distribuicdo é estreita, caso contrario, diz-se que a distribui¢do

é larga.

A técnica de GPC é amplamente utilizada para determinacdo da distribuicdo de massas molares
e de massas molares médias de uma amostra polimérica. Ela é baseada no fracionamento de uma amostra
solubilizada em um solvente (chamado de fase mdvel). A solugdo é injetada em colunas empacotadas,
que contém um recheio de resina porosa (também conhecida como “gel”), com distribui¢do de tamanhos
de poros bem definida (BRAUN,2005). Normalmente é utilizado como recheio da coluna (fase

estacionaria) um copolimero de poli(estireno-co-divinilbenzeno) (CANEVAROLO, 2002). A técnica
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de GPC difere de outras técnicas de cromatografia porque néo é a interacdo entre as moléculas do analito
solubilizado e a fase estacionaria que é responsavel pelo fracionamento da amostra, mas s&o os diferentes
volumes hidrodindmicos das moléculas com diferentes massas molares que permitem o fracionamento
(BRAUN, 2005).

Ao injetar a solucdo de amostra na coluna, esta é eluida pelo mesmo solvente em que foi
solubilizado. As moléculas de menores massas molares (volume hidrodindmico pequeno) permeiam a
coluna, difundindo-se pelos poros do recheio (fase estacionaria) e pelos intersticios (volumes
intersticiais entre uma particula do recheio e outra), percorrendo assim um caminho maior que o
percorrido pelas moléculas que possuem um maior tamanho. As moléculas maiores percorrem a coluna
pela parte de fora do recheio pois, por possuirem um tamanho maior que o didametro dos poros da fase
estacionaria, ndo conseguem penetra-los, resultando em um tempo de retengdo menor. Assim, as cadeias
poliméricas de maior tamanho (massas molares elevadas) séo eluidas e detectadas antes das cadeias de
tamanhos menores (menores massas molares), que possuem um tempo de retengdo maior (BRAUN,
2005). Pode-se conseguir uma separacdo efetiva das moléculas com diferentes massas molares, que
constituem uma amostra polimérica, com a escolha correta da distribuicdo dos tamanhos dos poros da

fase estacionaria.

Para detectar as massas molares das cadeias poliméricas eluidas da coluna cromatogréafica, sao
necessarios detectores localizados ap6s a saida da coluna. Esses detectores contabilizam quantas
moléculas de polimero deixam a coluna em um dado intervalo de tempo. O detector utilizado nas
analises foi o de indice de refracdo (IR), que mede a diferenca de indice de refragdo entre o solvente
puro e a solugcdo que contém as macromoléculas (BRAUN, 2005). Na Figura 7 esta representado um

esquema simplificado de um equipamento GPC.

Fluxo

i |

Injecao

Figura 7: Esquema simplificado da cromatografia de permeacdo em gel (GPC) (CANEVAROLO, 2002).

Como a técnica de GPC ndo é uma técnica absoluta, é necessario calibrar o equipamento para

determinar a distribuicdo de massa molar da amostra. A calibracdo ¢ realizada utilizando-se padrbes
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com uma distribuigdo de massa molar estreita e conhecida. O equipamento usado no presente trabalho
foi calibrado com padrdes de PS com massas molares diferentes e definidas. A curva de calibragéo das

colunas é gerada com os padrdes e usada para calcular a massa molar da amostra polimérica.

Para conduzir as andlises, foi necessario solubilizar 3 mg das particulas poliméricas em 3 ml de
THF (tetrahidrofurano), para obter uma solucdo de concentragdo 1 mg/ml. Em seguida, as solucgdes dos
polimeros eram filtradas com membranas de teflon com tamanho de poro de 0,45 pm. 200 ul dessas
solucdes filtradas eram injetadas no cromatégrafo GPC Max - Viscotek (VE 2001), equipado com um
detector refratométrico Viscotek (VE 3580) e com duas colunas Phenomenex com recheio de
poli(estireno-co-divinilbenzeno). O equipamento foi calibrado utilizando padrbes de PS com massas
molares na faixa de 500 a 3x10°® Da. As analises foram conduzidas a 40 °C, utilizando THF como fase

movel. A vazdo de injecdo das amostras analisadas foi de 1 ml/min.

3.2.2. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A técnica de calorimetria diferencial de varredura (DSC) analisa transi¢cdes térmicas quando
uma amostra polimérica é exposta a ciclos de aquecimento e resfriamento sob atmosfera inerte. Esta
técnica foi utilizada para avaliar as transi¢des térmicas dos suportes produzidos. Como resposta, sao
obtidas a temperatura de fusdo cristalina (Tm), a temperatura de cristalizacdo (Tc) e a temperatura de
transicdo vitrea (Tg) do material, que é a temperatura a partir da qual as cadeias poliméricas da fase
amorfa adquirem certa mobilidade e tornam-se mais flexiveis e elastdmericas. A temperatura de
transicdo vitrea (Tg) € um parametro que depende da natureza quimica do polimero, da configuracao,
do grau de cristalinidade, do comprimento da cadeia lateral e do grau de ramificacdo da cadeia (BRAUN,
2005).

A técnica de DSC consiste na utilizagdo de duas capsulas de aluminio (também chamadas de
panelas), em que sdo colocadas a amostra polimérica e a referéncia (no caso, vazia). Essas capsulas sdo
entdo postas em um forno programado para garantir que as duas cdpsulas sejam aquecidas com uma
mesma taxa de aquecimento, tendo em vista que a capsula que contém a amostra requer mais calor para
manter o aumento de temperatura & mesma taxa da cépsula de referéncia (BRAUN, 2005). Como
resultado da analise, é gerado um gréfico (termograma) de diferenca de fluxo de calor entre a amostra e

a referéncia, como funcgéo da temperatura.

Polimeros amorfos apresentam um termograma com apenas uma temperatura caracterisitca de
transicdo vitrea. Os polimeros semicristalinos apresentam termogramas que contém picos de

temperatura de fuséo cristalina e de cristalizacdo (Tm e Tc, respectivamente), além da transi¢do vitrea
(Tg).
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A transicdo vitrea é classificada como uma transi¢cdo de segunda ordem, pois, durante o
processo, ndao envolve mudanca verdadeira de estado da amostra. As transi¢des caracteristicas de fusdo
e cristalizacdo, e que envolvem o desenvolvimento de calor latente, s&o classificadas como transigdes
de primeira ordem (BRAUN, 2005).

Para padronizar a determinagdo da Tg, Tm e Tc, € necessario primeiramente, submeter a amostra
a ciclos de aquecimento e resfriamento, para apagar a memoria térmica do material, pois a posi¢ao dos
picos referentes a essas temperaturas dependem do histérico térmico da amostra. SO a partir do segundo

ciclo de aguecimento e resfriamento é que sdo obtidos 0s valores desses parametros.

As andlises de DSC, usada para a determinacdo das Tg dos suportes com morfologia casca-
nucleo, foram conduzidas em um calorimetro DSC Perkin Elmer (8500). Para essa analise,
aproximadamente 10 mg de cada amostra foram adicionadas em capsulas de aluminio. Em seguida,
essas capsulas foram fechadas e seladas. Como referéncia, utilizou-se uma capsula de aluminio vazia
(sem amostra). As capsulas contendo a amostra e a referéncia foram entdo submetidas a ciclos de
aquecimento/resfriamento na faixa de temperaturas de 0 °C a 200 °C, com uma taxa de aquecimento de
10 °C/min. Sé apds o primeiro ciclo de aquecimento/resfriamento, que tem como objetivo apagar a
memoria térmica do material, € que os termogramas das amostras foram obtidos (ou seja, no segundo

ciclo de aqguecimento/resfriamento).

3.2.3. Andlise Termogravimétrica (TGA)

A anadlise termogravimétrica (TGA) é uma analise destrutiva, utilizada para estudar a
estabilidade térmica de uma amostra sob condi¢des inertes (como no caso da degradacdo espontanea da
cadeia.) e sob a presenca de oxigénio (como na oxidacdo). A técnica de TGA é também utilizada para
avaliar a presenca de solvente, mondmero residual ou outro componente volatil que esteja presente na
amostra polimérica (BRAUN, 2005). Em nossos estudos, essa analise foi utilizada para identificar se os
mondmeros selecionados (estireno, divinilbenzeno, benzoato de vinila, 1-octeno e cardanol)
copolimerizavam em reacfes de polimerizacdo em massa, para que pudessem ser utilizados como

comondmeros nas reagdes de polimerizacdo simultanea em suspensdo e emuls&o.

O principio da técnica de TGA é o monitoramento da perda de massa de uma amostra em
condigdes controladas, em funcdo do aumento da temperatura durante a anélise. O equipamento que
realiza essa andlise consiste de um forno, uma balanca de precisdo, um cadinho feito de material inerte
(no caso, platina) onde é colocada a amostra, termopares que fazem o monitoramento da temperatura e
um sistema de passagem de gas (NETO, 2013). A analise de aproximadamente 10 mg de cada amostra

foi conduzida em um equipamento Perkin ElImer STA 6000, com temperatura variando de 50 °C a 700

29



°C com uma taxa de aguecimento de 10 °C/min sob atmosfera inerte de nitrogénio (N2). A massa de cada

amostra analisada foi colocada no cadinho e este era posto na balanca de alta precisao.

Muitos fatores podem afetar os resultados das analises de TGA, como a taxa de aquecimento e
o tamanho da amostra (BRAUN, 2005). O tamanho da particula da amostra, sua morfologia e a taxa do
fluxo do gas podem afetar a analise, pois 0s gases presentes durante a analise podem ou néo reagir com
a amostra, resultando em efeitos diretos nas variagbes de massa (NETO, 2013). Como resposta de

analise, é fornecido um gréafico de massa (termograma) como funcéo da temperatura.

3.2.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada com o objetivo de avaliar
as caracteristicas morfoldgicas dos suportes casca-nucleo produzidos nas reagfes de polimerizacéo
simultdnea em suspensdo e emulsdo. Essa é uma técnica que tem como principio a utilizacdo de um
feixe de elétrons que varre a superficie da amostra e transmite o sinal do detector a uma tela catddica,
cuja velocidade de varredura € sincronizada com a varredura do feixe incidente (DEDAVID et al., 2007).
A imagem que é formada na analise é consequéncia da interacdo do feixe incidente com a superficie da
amostra, que resulta na producéo de elétrons e fétons que sdo coletados por detectores para formar um
sinal de video (imagem) (DEDAVID, et al., 2007). Diferentes sinais sdo emitidos pela amostra para
formar a imagem gerada pela analise de MEV. Os sinais mais utilizados para a geracdo de imagens sao
0s sinais originarios dos elétrons secundarios ou dos elétrons retroespalhados. Os elétrons secundarios
(SE), séo elétrons de baixa energia (< 50eV) e que formam imagens de alta resolugdo (3nm - 5nm). Eles
sdo resultado da interacdo do feixe eletrobnico com o material da amostra. Os elétrons retroespalhados
(BSE) sdo elétrons com energia que varia entre 50 eV e a energia do elétron primario. Os elétrons
retroespalhados de alta energia, por resultarem de colisdes elasticas, sdo provenientes da camada
superficial da amostra e, por esse motivo, ndo fornecem informag6es sobre a profundidade da imagem.
O sinal dos elétrons retroespalhados resulta de interacdes que ocorrem no interior da amostra e a imagem
gerada por esses elétrons fornece informagdes sobre o contraste, como imagem topografica (contraste
em funcdo do relevo) e imagem sobre composicdo (contraste em fun¢do do numero atdbmico dos

elementos presentes na amostra) (DEDAVID et al., 2007).

As anélises dos suportes produzidos foram conduzidas em um microscopio eletrdnico de
varredura Fei Company, modelo Quanta 2000, operando com tensdo maxima de 30kV, alto vacuo e com
detector de sinais, para geracao de imagem a partir de elétrons secundarios (SE). Para a analise no MEV,
as amostras, apds secas em estufa a vacuo, foram depositadas sobre uma fita dupla face de carbono. Essa
fita que continha a amostra foi fixada em um suporte de aluminio (“stub”). Apds a fixagdo no suporte

de aluminio, as amostras passaram por um processo de metaliza¢cdo com ouro, para que pudessem ser
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analisadas no MEV. As micrografias geradas foram processadas em um analisador de imagens Fei
Company (BESTETI, 2009; PINTO, 2013). As condicGes de operagdo utilizadas para obtengéo das
imagens como, tamanhos de “spot”, distancia de trabalho (WD) e amplia¢oes das regides observadas,

podem ser observadas nas legendas das micrografias que se encontram no Capitulo 4.

3.2.5. Microscopia Optica (MO)

Assim como no caso da andlise de MEV, a técnica de microscopia 6ptica (MO) foi utilizada
com o0 objetivo de caracterizar morfologicamente as particulas poliméricas casca-nucleo produzidas.
Para tal, foi utilizado um microscépio 6ptico binocular Nikon, modelo SMZ800, com capacidade de
ampliacdo de 50x, acoplado a uma cadmera digital Nikon Coolpix 995, que permite a digitalizacdo das

imagens para uma melhor visualizacdo da morfologia das particulas.

3.2.6. Distribuicéo de Tamanho de Particula (DTP) - Malvern

Para determinacdo da distribuicdo de tamanhos das particulas poliméricas obtidas na
polimerizacdo simultanea em suspenséo e emulsdo foi utilizado o equipamento Malvern Mastersizer
2000 com modulo de analise por via tmida Malvern Hydro 2000S, que possui faixa de limite de detecgdo
de 0,02 — 2000 um. A técnica tem como base a medida da intensidade da luz espalhada causada pela
passagem de um feixe de laser por uma amostra dispersa (MALVERN PRODUCTS, 2013). Para
realizacdo desta andlise, uma determinada massa de amostra polimérica foi inserida em um
compartimento do equipamento (até obter uma obscuridade minima de 15%) que continha agua
recirculante. Um sistema de agitacdo garantia a dispersdo e homogeneizacdo das particulas da amostra
no meio. Por intermédio de uma bomba, as particulas dispersas em agua eram conduzidas até os
detectores posicionados no interior do equipamento, onde eram realizadas as leituras (Pinto, 2013). Para

cada suporte enzimatico produzido, as analises de DTP foram realizadas em triplicata.

3.2.7. Distribuicdo de Tamanhos de Particula (DTP) - ZetaSizer-Nano

Para determinar as distribuicdes de tamanhos de particulas presentes nos sobrenadantes ao final
das reacdes, foram realizadas analises em triplicata no equipamento Malvern Zetasizer- nano ZS, que
possui como limite de deteccdo, particulas com didmetros na faixa de 0,3 nm-10 um. Essa técnica tem

como principio o espalhamento dindmico da luz devido a difusdo das particulas que se movem seguindo
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um movimento Browniano. Através da medida do espalhamento da luz, calcula-se o tamanho e a
distribuicdo de tamanho da particula pela aplicacdo da relacdo de Stokes-Einsten (MALVERN
PRODUCTS, 2013). A andlise foi realizada utilizando-se 1 gota do sobrenadante de cada reacdo, que
era adicionada a uma cubeta contendo &gua destilada e microfiltrada. A cubeta era entdo inserida no
equipamento, dando inicio & analise. Cada sobrenadante foi analisado em triplicata.

3.2.8. Angulo de Contato

A determinacdo do angulo de contato dos suportes enziméaticos em relagdo a &gua foi realizada
com o objetivo de avaliar o grau de hidrofobicidade das particulas com diferentes composicOes de casca
produzidas. As anélises foram conduzidas em um tensidmetro KrussProcessor K100. Para determinagéo
do angulo de contato, foi necessario primeiramente preparar pastilhas das amostras, utilizando uma
prensa hidréaulica. As pastilhas eram entdo acopladas a balanca do equipamento por intermédio de uma
pingca metalica. Como solvente da andlise foi utilizada dgua destilada, que era adicionada a um recipiente
cilindrico de vidro e entdo colocada na plataforma elevatéria do equipamento. A analise foi realizada
com uma velocidade de medicdo de 1 mm/min e velocidade de deteccdo de superficie de 3 mm/min,
com profundidade de imersdo de 10 mm. Essa técnica utiliza 0 método da placa para determinagédo da
tensdo superficial, que consiste na utilizacdo de um liquido com uma tensao superficial conhecida (em
Nosso caso, agua) e uma placa feita do material a ter seu angulo de contato investigado. A analise inicia-
se assim que o disco feito do material da amostra (placa) entra em contato com o liquido de tenséo
superficial conhecida. A medida que o liquido entra em contato com a placa, a tensdo (F, forca) é
registrada pela balanca. Como o didmetro do disco (placa) (D), a largura () e a tensdo superficial do
liquido (o) séo conhecidos, é possivel entdo calcular o angulo de contato do material (0) pela Equagéo
1.

F
C059:((2><l+2><D))><a o

Equacéo 1: Equaco utilizada para calculo do angulo de contato.

Por defini¢do, quando o angulo de contato é maior que 90° (6 > 90°), ndo ocorre a molhabilidade
do sdlido pelo liquido e a superficie é considerada hidrofébica. Quando o angulo de contato é menor
que 90° (6 < 90°), o sdlido é ao menos parcialmente molhado pelo liquido e a superficie é considerada
hidrofilica (LUZ et al., 2008).
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3.2.9. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR

A técnica de espectroscopia no infravermelho é uma importante ferramenta utilizada para
caracterizacdo de amostras poliméricas, pois permite a analise tanto de polimeros sollveis quanto de
polimeros reticulados e insollveis. A técnica é sensivel a composicdo estrutural, pois permite a
identificacdo de grupamentos funcionais caracteristicos de uma determinada molécula, grupos terminais

e composicdo de copolimeros (BRAUN, 2005).

A energia dos fotons que constituem o feixe de infravermelho é da ordem de 1.6 a 0,001eV,
suficiente para promover movimentos vibracionais nas moléculas, porém insuficiente para induzir
transi¢Oes eletronicas (BRAUN, 2005). Como as transi¢Oes vibracionais séo ativas no infravermelho
apenas quando ocorre uma variagdo do momento de dipolo da molécula causada durante 0 movimento
vibracional, a intensidade da interagdo entre a molécula e a radiacdo no infravermelho depende da

estrutura da molécula, da sua simetria e de sua distribuicdo eletronica.

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi utilizada para
determinagdo da composicdo dos suportes casca-nlicleo sintetizados e para avaliar se de fato a
copolimerizagcdo havia ocorrido. As analises foram realizadas em estado sélido e na temperatura
ambiente no espectrémetro Thermo Scientific, Nicolet 6700, equipado com detector MCT/B Smart
Orbit.

3.2.10. Area Especifica, Didmetro Médio de Poro e Volume Especifico de Poros -
Isoterma de BET

Para a determinacdo da éarea especifica, didmetro médio de poro e volume especifico de poros
das particulas poliméricas foi utilizado o método desenvolvido por Brunauer, Emmett e Teller (BET),
que consiste na determinacdo das isotermas de adsorcdo fisica de gases (BESTETI, 2009). Esse método
permite determinar a quantidade de gas adsorvido para formar uma monocamada sobre a superficie da
particula medida. A partir da isoterma de BET, o nimero de moléculas do adsorvato (gas) necessarias
para que se possa formar a monocamada pode ser determinado. Como a area ocupada pela molécula do
gas é conhecida (ou pode ser estimada), é entdo possivel calcular a area especifica das particulas
poliméricas (SANTANA et al., 2012). A técnica de BET ¢ utilizada para determinag&o da area na faixa
de mesoporos (20 A a 500 A) e microporos (< 20 A), empregando o nitrogénio (N,) como adsorvato
para formagdo da monocamada (Salis et al., 2003). Para a determinagéo do didmetro medio e do volume
especifico de poros, utilizou-se 0 método de BJH, baseado na equacdo de Kelvin, que admite o
esvaziamento progressivo dos poros cheios de liquido com a diminuicéo da pressao (TEIXEIRA et al.,
2001).
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Para realizar as anélises de BET, pesaram-se aproximadamente 1 g de cada amostra polimérica
em um baldo, que foi vedado e acoplado ao equipamento. Em seguida, a amostra foi submetida a um
pré-tratamento térmico de 60 °C a véacuo, com o0 objetivo de eliminar quaisquer impurezas volateis
presentes na superficie das particulas. Ao término da etapa de pré-tratamento, a massa da amostra foi
novamente pesada, para determinar a massa exata do polimero. O baldo contendo entdo a massa de
amostra pré-tratada foi novamente acoplada ao equipamento, sendo entéo resfriado por intermédio de
um dewar contendo N liquido (PINTO, 2013). Nessa etapa, era feita a ativacdo do sistema de vacuo e
iniciava-se a injecdo Nz, promovendo entdo a adsorcao do gas na superficie das particulas. Ao final da
analise, utilizando-se um programa computacional especifico, eram determinados os valores de area
especifica, distribui¢do e tamanho médio de poros (PINTO, 2013). As andlises de BET foram realizadas

no equipamento Micrometics, modelo ASAP 2020.

3.2.11. Andlise Gravimétrica para Determinacéo da Converséao e do Teor de Sélidos

Anélises gravimétricas foram usadas para avaliar 0 comportamento cinético da reagcdo do
mondmero ao longo da corrida, assim como determinar o teor de sélidos presentes nos sobrenadantes e

o rendimento final de cada reagé&o.

Para 0 acompanhamento da cinética das reacGes de polimerizagdo, aliquotas do meio reacional
foram recolhidas em tempos especificos com a utilizagdo de um “eppendorf” preso a ponta de uma haste.
Essas aliquotas foram entdo vertidas em cépsulas de aluminio contendo 8 gotas de uma solugdo aquosa
de hidroquinona (1% (m/v)), que foi previamente preparada. Em seguida, as capsulas foram conduzidas
a uma estufa de recirculacdo com temperatura de 40 °C até atingirem massa constante. A conversao
correspondente a cada tempo de reacdo analisado foi calculado através da Equacgdo 14 apresentada no
Anexo A

O teor de sdlidos foi calculado por meio da analise gravimétrica do sobrenadante ao final da
reacdo de polimerizacdo. Para tal, ao término da reagdo, o conteddo reacional foi retirado do reator e
vertido em um bécher de vidro. Aguardaram-se alguns minutos, até que as particulas poliméricas
decantassem, e retirou-se uma aliquota do sobrenadante (15 gotas), que foi colocada em uma cépsula de
aluminio contendo 10 gotas de solugdo aquosa 1% (m/v) de hidroquinona (solucdo inibidora). Em
seguida, a capsula foi levada & estufa de recirculacdo a 40°C até massa constante. As andlises foram

realizadas em triplicata. O teor de solidos foi calculado com auxilio da Equagéo 2
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Mseca — Mceapsula — Mhidroquinona (2)

Teor de sélidos =
Mymida — Mcapsula — Msol.hidroquinona

Equacdo 2: Utilizada para calculo do teor de sélidos.

Onde Mseca € @ massa da capsula com a amostra seca; Meapsular€ @ Massa da capsula de aluminio; Midroguinona
é a massa de hidroquinona contida na solu¢do aquosa; Mamida € @ massa da capsula contendo a amostra

Umida; Msol. nidroquinona € @ Massa da solucgdo de hidroquinona adicionada a capsula.

O mesmo procedimento utilizado para o estudo cinético das polimeriza¢des simultaneas em

suspensdo e emulsdo, foi utilizado para o estudo cinético das polimeriza¢cGes em massa.

3.3. Etapa de Imobilizacdo Enzimética por Adsorcao Fisica

Obtidos os suportes poliméricos, estes foram utilizados para imobilizar a enzima comercial
lipase B de Candida antarctica, para dar origem ao biocatalisador (enzima imobilizada). O

procedimento experimental utilizado, assim como os materiais utilizados, sdo descritos a seguir.

3.3.1. Materias

3.3.1.1.  Unidade experimental

Para realizar a imobilizagéo da enzima nos suportes poliméricos casca-nucleo, foi montada uma
unidade experimental com um bécher, uma placa de aguecimento com agitacdo magnética, uma barra
magnética e uma cuba, utilizada para manter a temperatura de imobilizagcdo em torno de 4 °C. O esquema

da unidade experimental utilizada durante os ensaios de imobilizag&o esta apresentado na Figura 8.
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Figura 8: Esquema da unidade experimental utilizada para a imobilizag&o dos suportes (PINTO, 2013).

3.3.1.2. Reagentes

Os reagentes utilizados para imobilizacdo da lipase sobre os suportes estdo apresentados a

seguir. Os reagentes foram utilizados como recebidos do fabricante e ndo passaram por henhuma etapa

de purificagéo.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Agua destilada, utilizada no procedimento de lavagem dos suportes e utilizada também para o
preparo das solucdes utilizadas na imobilizagao;

Etanol P.A fornecido pela Vetec Quimica Fina, com pureza minima de 99,8%. Utilizado no
procedimento de lavagem dos suportes e na determinacdo da atividade de esterificacdo dos
biocatalisadores;

Fosfato de s6dio monobasico P.A (NaH.PO,) fornecido pela Vetec Quimica Fina, com pureza
minima de 99%. Utilizado para o preparo da solu¢do tampdo de concentragdo 25 mM e 5 mM.
Usado na imobilizacdo, lavagem dos suportes e na dosagem da atividade de hidrélise do
biocatalisador (suporte imobilizado);

Hidroxido de sodio P.A fornecido pela Vetec Quimica Fina, com pureza minima de 99%.
Utilizado na preparacdo da solugéo de concentracéo 0,25 M (para neutralizar a solucdo tampéo
de fosfato de sédio 25 mM empregada na etapa da imobilizagdo) e no preparo da solugédo de
concentracdo de 0,02 M (necesséria para a determinacdo da atividade de esterificacdo dos
biocatalisadores);

p-nitrofenil laurato, fornecido pela Fluka, com pureza minima de 98%. Utilizado no preparo da
solugdo de substrato utilizada na etapa de imobilizagdo dos suportes;

Dimetil sulfoxido (DMSO), fornecido pela Tedia Company Inc., com pureza minima de 99,9%,
grau UV/HPLC. Utilizado como um dos constituintes da solucdo de substrato da etapa de

imobilizacdo dos suportes;
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7) Acetonitrila, fornecida pela Vetec Quimica Fina, com pureza minima de 99,9%, grau
UV/HPLC. Utilizado como um dos constituintes da solucdo de substrato da etapa de
imobilizag&o;

8) Lipozyme® CALB L, Lipase B de Candida Antarctica (CAL B), na forma soluvel, fornecida
pela empresa Novozymes. Enzima utilizada na imobilizada dos suportes;

9) Acido oleico P.S, fornecido pela Vetec Quimica Fina, utilizado na determinagio da atividade
de esterificacdo dos biocatalisadores;

10) Solucdo de Bradford, fornecido pela empresa Bio Rad, utilizado na cinética de imobilizacéo
baseada na dosagem de proteina presente no sobrenadante colhido ao longo do tempo durante
as imobilizagoes;

11) Albumina do soro bovino (BSA) (2 mg/ml), fornecido pela Bio Rad. Utilizada para construcéo
da curva padrdo no espectrofotdmetro, no comprimento de onda (A) de 595 nm para analise da

cinética de imobilizacdo baseada na dosagem de proteina;

3.3.2. Metodologia Experimental (Imobilizacéo)

Para imobilizacdo da CAL-B por adsorcdo fisica nos suportes poliméricos casca-nucleo,
primeiramente 0s suportes passaram por um pré-tratamento conduzido para facilitar a penetracdo da
suspensdo enzimatica no interior do suporte no momento da imobilizacdo, diminuindo o grau de
hidrofobicidade do mesmo (PINTO, 2013). Esse pré-tratamento consistiu na lavagem dos suportes com
etanol e agua. Para tal, 1 g de cada suporte foi colocado em contato com 10 ml de etanol contidos em
um bécher, por um periodo de 30 minutos. Terminado o periodo de 30 minutos, o etanol foi retirado
com auxilio de uma pipeta pasteur. Em seguida, os suportes foram lavados com um volume de 10 ml de
agua destilada até a completa remocéo de etanol, indicado pela auséncia do odor tipico no suporte. Por
fim, os suportes foram lavados com solucgdo tampéo de fosfato de sédio 5 mM previamente preparada e
filtrados. Apos a lavagem, os suportes foram guardados em tubos tipo falcon na geladeira até o momento

em que iriam ser utilizados na imobilizag&o.

Terminada a etapa de lavagem dos suportes, foram preparadas as seguintes solucdes utilizadas
na imobilizacéo: (i) solugdes tampéo de fosfato de sddio, com pH 7, nas concentracfes de 25 mM e 5
mM (esta Ultima obtida através da diluicdo da solugcdo tampdo de concentragdo de 25 mM); (ii) solucdo
de hidréxido de sodio a 0,25M, para ajustar o pH da solucéo tampé&o de fosfato de sodio até pH 7 e (iii)
solugdo de substrato de p-nitrofenil laurato. As condigdes utilizadas no preparo da solugédo de substrato

empregada na imobilizacao estdo indicadas na Tabela 4.
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Tabela 4: Condigdes utilizadas para o preparo da solucdo de substrato empregada na etapa de imobilizacdo dos
suportes.

Solucé&o de Substrato

Constituintes Quantidades Volume final da
solucéo
p-nitrofenil laurato 0,016 g 20 ml
DMSO 10 ml
Acetonitrila 10 ml

Para dar inicio ao processo de imobilizacdo da lipase sobre os suportes, foi necessario
primeiramente, medir a atividade inicial da enzima comercial (extrato de CAL-B comercial), por
intermédio do método espectrofotométrico, em que se adicionava a uma cubeta de quartzo de 1,00 mm
de caminho éptico, 2,2 ml de tampéo fosfato de sédio 25 mM, pH 7, e 0,25 ml da solugdo de substrato.
Essa cubeta foi acoplada ao espectrofotdmetro e entdo era feita a linha de base por até 0,5 min no
comprimento de onda de 412 nm. Apos esse tempo, adicionavam-se a cubeta 0,05 ml da suspensao do
extrato comercial diluida 500 vezes, prosseguindo-se com a leitura no UV-vis. Esse procedimento inicial
teve como objetivo preparar 10 ml de uma suspenséo diluida da enzima comercial com atividade inicial
de 100 U (U ou Ul corresponde a unidade de atividade enzimatica) para ser imobilizado em 1 g de
suporte. Para o preparo da suspensdo diluida de 100 U/Qsuore, COlheu-se uma aliquota da enzima
comercial concentrada (extrato comercial) que foi diluida em um volume determinado de tampdo de
fosfato de sddio de concentragdo 5mM e pH 7. As imobilizag¢6es foram realizadas em meio com baixa
forca idnica, meio que continha tampéo fosfato de sddio 5 mM e pH 7, pois segundo FERNANDEZ-
LAFUENTE et al. 1998, sob baixa forca iénica, a velocidade de imobilizacdo de lipases € maxima. Em
seguida, 10 ml da suspensdo diluida do extrato, com atividade inicial de 100 U/ gsuporte, foram adicionados
a um bécher contendo 1 g de suporte, sendo entdo a agitacdo magnética ligada. Esse momento foi
considerado o inicio do processo de imobilizacdo. O sistema era mantido sob baixa e constante agitacao
por 25 horas a uma temperatura de aproximadamente 4 °C. A imobilizacdo foi realizada a baixa

temperatura para prevenir a desnaturagdo da enzima.

Em tempos especificados (0 min, 30 min, 1h, 2h, 3h, 6h e 25h) foram colhidas aliquotas do
sobrenadante para acompanhar a cinética de imobilizacdo por meio da medicéo da atividade da enzima
presente no sobrenadante. Cerca de 1 minuto antes de colher as aliquotas, a agitacdo era desligada para
garantir a decantacdo das particulas poliméricas (PINTO, 2013). Ao término das 6 horas do processo de
imobilizacdo, interrompia-se a agitacdo e retirava-se o bécher que continha as particulas poliméricas e
a suspensdo enzimatica do banho de gelo, levando-o a uma camara frigorifica com temperatura de 4 °C,
onde era mantido em uma placa agitadora, com agitacdo baixa, até completar as 25 horas de
imobilizacdo. Ao final do processo de imobilizacdo, os suportes imobilizados com a enzima (agora

chamados de biocatalisadores) eram lavados e filtrados com agua destilada, para remocgéo das possiveis
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enzimas nao adsorvidas no suporte. Em seguida, os biocatalisadores eram levados ao dessecador, onde
permaneciam por aproximadamente uma semana, até a secagem total das amostras. ApGs secos, 0s
biocatalizadores eram guardados em tubos de vidro, devidamente vedados, e levados a geladeira até o
momento de caracterizagdo (PINTO, 2013).

3.3.2.1. Avaliacdo da Cinetica de Imobilizacdo Baseada na Atividade de Hidrolise

da Enzima Soltvel

A cinética do processo de imobilizagdo foi acompanhada (0 min, 1 h, 2 h, 3 h, 6 h e 25 h) por
meio da medida da atividade de hidrélise da enzima soltvel ainda presente no sobrenadante durante a
imobilizacdo. A atividade de hidrélise da enzima soltvel foi determinada por meio do método
espectrofotométrico, pela formacao do p-nitrofenol, um cromoforo de coloragdo amarela resultante da
reacdo de hidrélise do p-nitrofenil laurato catalisada pela enzima (CAL-B) na forma solGvel como
mostrado na Figura 9. Assim, a quantidade de p-nitrofenol formada pode ser relacionada a quantidade

de enzima presente no meio.

O
/\/\/\/\'/\)LO_<i>_wo2 +HO —» + /\/\/\/\/’\)LOH

OH

Figura 9: Reacdo de hidrdlise do p-nitrofenil laurato.

Para a utilizacdo do método espectrofotométrico, foi necessario primeiramente realizar a
construcdo de uma curva padréo de p-nitrofenol, que relaciona solugdes de diferentes concentracGes (em
tampéo fosfato de sddio 25 mM a 30 °C) com suas respectivas absorbancias. O fator linear obtido com

a construcao da curva padrao realizada no comprimento de onda (A) de 412 nm foi de 0,102641 umol/ml.

Para determinacdo da atividade de hidrdlise da enzima sollvel, adicionam-se a uma cubeta de
quartzo de 1.00 mm de caminho éptico 2,2 ml de solugdo tampé&o de fosfato de sédio (25 mM, pH 7) e
0,25 ml da solugdo de substrato. Inseria-se a cubeta no espectrofotdmetro, mantido a 30 °C, para correr
a linha de base por aproximadamente 0,5 min. Em seguida, adicionaram-se a cubeta 0,05 ml do
sobrenadante da imobilizagdo, iniciando-se a reacdo de hidrélise que leva a formacdo da espécie
croméfora p-nitrofenol. O progresso da reacéo foi acompanhado no espectrofotdmetro pela variacao da
absorbancia no comprimento de onda de 412 nm. Esse procedimento foi realizado em triplicata para

cada aliquota do sobrenadante colhida durante a imobilizacdo dos suportes.
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Por meio desse procedimento, foi possivel calcular a atividade de hidrolise da enzima solavel
para cada ponto ao longo de uma imobilizacdo e construir um gréfico de atividade como funcdo do
tempo, representando a cinética de imobilizacdo. A medida que a enzima é imobilizada no suporte, a
atividade do sobrenadante diminui. A Equacéo 3 foi utilizada para o calculo das atividades de hidrolise
da enzima soluvel.

(Abs/ min) X Veinar X f

Vamos tra

(3)

Ahidrolise da enzima solivel =

Equacéo 3: Atividade de hidrdlise da enzima soltvel (PINTO, 2013).

onde, Anidrolise da enzima solavel € @ atividade de hidrolise da enzimas soltavel (Ul/ml) ou (Ul/gsuporte), S€ 0 valor
em Ul/ml for multiplicado por 10, que corresponde ao volume de suspenséo enzimatica que foi utilizado
na imobilizacdo de 1g de suporte; Abs/min € o coeficiente angular da curva experimental de absor¢ao
em 412nm; Viina € 0 volume final do meio reacional (ml); f é o fator obtido da curva padrdo de p-
nitrofenol em tampao fosfato de sédio 25 mM, pH 7 e a 30°C (0,102641umol/ml); Vamostra € 0 Volume

da amostra retirada do sobrenadante (ml).

A unidade internacional (Ul) é definida como a quantidade de enzima necessaria para formar
1,0 umol de p-nitro fenol por minuto, nas condigdes do ensaio (BESTETI, 2011). Através da analise
cinética baseada na atividade da enzima solUvel, é também possivel obter a eficiéncia de cada

imobilizacdo, como mostrado na Equagéo 4.

_ Apeo X 100

,onde Ao = A4, — As (4)
Ae

Equacéo 4: Calculo para o eficiéncia de imobilizagdo (PINTO, 2013).

Onde, 7 € a eficiéncia de imobilizagdo (%); Awo € a atividade da enzima adsorvida ao suporte (Ul/gsuporte);

A é a atividade da suspensdo enzimatica no inicio do processo de imobilizagdo (Ul/Qsuporte); As € @

atividade da enzima presente no sobrenadante ao final do processo de imobilizagdo (Ul/gsuporte)-
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3.3.2.2.  Atividade de Hidro6lise do Biocatalisador

Os biocatalisadores, foram também caracterizados quanto a atividade para reagdes de hidrolise.
Para tal, foi utilizado o método espectrofotométrico. Esse método, como no caso da determinacao da
atividade de hidrélise da enzima sollUvel, consiste ha dosagem da quantidade de p-nitrofenol formado
atraves da reacdo de hidrdlise do p-nitrofenil laurato catalisado pelo biocatalisador. O produto dessa
reacdo, como ja mencionado anteriormente, é um composto de coloracdo amarela. As reacdes de
hidrolise foram conduzidas em um reator onde eram adicionados 9 ml da solucdo tampao de fosfato de
sodio (25 mM e pH 7) e 1 ml da solucéo de substrato (solugéo de p-nitrofenil laurato). Em seguida, eram
adicionados 10 mg do biocatalisador em cada reator. Esse momento era considerado como o inicio das
reacOes de hidrolise. Essas reagGes eram conduzidas com temperatura controlada de 30°C e com
agitacdo constante moderada (PINTO, 2013). Ao longo da reacdo, foram retiradas aliquotas de 1 em 1
minuto até aproximadamente 8 minutos. Cada aliquota foi adicionada em uma cubeta de quartzo, de
1.00 mm de caminho Gptico, que foi por sua vez acoplada rapidamente a camara do espectrémetro, que
estava acoplada a um banho de aquecimento a uma temperatura de 30 °C. As leituras de absorbéncia
foram realizadas no comprimento de onda (A) de 412 nm. As reagoes de hidrolise foram realizadas em

triplicata. A equacdo utilizada para o célculo de atividade esta apresentada na Equacao 5.

E importante lembrar que uma unidade de atividade enzimatica (1Ul ou 1U) corresponde &
quantidade de enzima necessaria para formar 1 umol de p-nitrofenol por minuto nas condi¢des do ensaio
utilizadas (PINTO, 2013).

(Abs/min) X Vfinal X f

mamostra

(5)

Aniarslise biocat. =

Equacdo 5: Equacdo utilizada para calculo da atividade de hidrélise dos biocatalisadores (PINTO, 2013).

onde, Anigrelise biocat. € a atividade de hidrdlise do biocatalisador (Ul/genzima imobil); Abs/min é o coeficiente
angular da reta obtida do ensaio de atividade de hidrélise do biocatalisador; Vrina € 0 volume final do
meio reacional (ml); f é o fator obtido da curva padrdo de p-nitrofenol em tampéo fosfato de sodio (25
mM, pH 7) a 30 °C (0,102641umol*Abs*ml™?); e Mamestra € @ Massa do biocatalisador (enzima

imobilizada) (g).

Pela determinacéo da atividade de hidrolise dos biocatalisadores foi possivel determinar outro
pardmetro de imobilizacdo, que é a retencdo de atividade. A equacdo utilizada para esse célculo

encontra-se na Equacéo 6.
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R = Aniarsiise biocat. X 100
a =
Ateo

,onde Ao = A, — As (6)

Equacdo 6: Equacéo para calculo da retencéo de atividade do biocatalisador (PINTO, 2013).

onde R, € a retencdo de atividade do biocatalisador (%); Anidrsiise biocat. € @ atividade de hidrélise do
biocatalisador ( enzima imobilizada) (Ul/Qenzima imobit.); Ateo € a atividade tedrica da enzima que ficou
adsorvida ao suporte (Ul/gsuorte); Ae € a atividade da suspensdo enzimatica no inicio da imobilizagdo
(Ul/gsuporte) € As € a atividade da enzima presente no sobrenadante (forma soltvel) ao final da
imobilizacdo (Ul/gsuporte)-

3.3.2.3.  Atividade de Esterificacdo do Biocatalisador

Os biocatalisadores foram também avaliados quanto a atividade de esterificagdo. Para tal, foi
utilizado como substrato 10,1 ml de &cido oleico e 1,9 ml de etanol. Esses reagentes que compunham o
substrato foram vertidos e homogeneizados (por agitagdo magnética) em um reator de vidro encamisado,
com temperatura estabilizada de 40 °C. Em seguida, adicionaram-se ao reator 0,2 g de biocatalisador.
Esse momento era considerado como o inicio da reagdo de esterificacdo. Nesse instante, o reator foi
tampado com uma rolha de vidro esmerilhada para evitar perdas por evaporacao de constituintes volateis
do meio reacional. Todas as rea¢fes foram realizadas na temperatura de 40 °C e com agitagdo magnética
de aproximadamente 250 rpm (PINTO, 2013).

Ao longo das reacOes de esterificagcdo foram retiradas aliquotas (em triplicata) de 100 ul do
sobrenadante do meio reacional. Os tempos em que as aliquotas foram colhidas foram iguais a 0 min,
10 min, 20 min, 30 min, 40 min e 60 min (PINTO, 2013). Cada aliquota retirada do meio reacional era
adicionada a um bécher de plastico contendo 40 ml de uma mistura (1:1 em volume) de etanol e acetona.
Essa mistura de etanol e acetona foi utilizada para extrair o acido oleico presente no meio reacional,

para que este pudesse ser dosado por titulagdo com solugdo NaOH (0,02 M) como solucéo titulante.

Os bécheres de plastico foram entdo conduzidos a um titulador automatico, onde o acido oleico
do meio era dosado. Como o produto da reacdo de esterificacdo € um éster (oleato de etila), a medida
que o éster se forma, o pH do meio reacional vai se tornando mais alcalino; ou seja, a acidez do meio
diminui com o consumo de &cido oleico do meio. Assim, com o passar do tempo, o volume da solucéo
do titulante (NaOH 0,02 M) gasto na dosagem diminui. A Figura 10 mostra a reacdo de esterificacdo do

acido oleico.

42



o 0

= ~ N
OH + /\\ —
OH + H,0

2

Figura 10: Reacdo de esterificacdo do acido oleico.

Devido a reducdo do volume de hidroxido de sodio utilizado na titulagdo, é possivel determinar
a atividade de esterificacdo da enzima imobilizada (biocatalisador) (PINTO, 2013). Também é
importante lembrar que uma unidade de atividade enzimética (1 Ul ou 1 U) corresponde a quantidade
de enzima que forma 1 pmol de oleato de etila (éster resultante de reacdo de esterificacdo do &cido
oleico) por minuto nas condigdes reacionais utilizadas. A equacéo utilizada para o célculo da atividade

de esterificagdo dos biocatalisadores € apresentada na Equacao 7.

(Vwaorg) — Viaong ) X [NaOH]exp, X V; X 1000

(7)

Aesterificagéo biocat. = Val’quota X t X Mpieat
f .

Equacéo 7: Equacdo utilizada para o calculo da atividade de esterificacdo dos biocatalisadores (PINTO, 2013).

onde, Aesterificacao biocat. € @ atividade de esterificacdo do biocatalisador (Ul/Qenzima imobit., OU Seja, atividade
enzimatica de 1g de biocatalizador (enzima imobilizada); Vnaor() € 0 volume de solucdo de hidréxido
de sddio gastos na titulacdo da aliquota do meio reacional coletada no tempo de 0 minutos (Ml); Vaor()
é 0 volume de solucdo de hidroxido de s6dio gastos na titulagdo da aliquota do meio reacional coletado
no tempo t (ml); [NaOH]ex. € a concentracdo da solucgdo de hidroxido de sodio apds padronizacdo com
solucdo de biftalato de postassio (M); Vs é o volume final do meio reacional (ml); Vaiiquota € 0 Volume da
aliquota retirada do meio reacional e utilizada na titulagdo (ml); t € o tempo em que cada aliquota foi

retirada do meio reacional (min) e myiocar. € @ Massa do biocatalisador utilizada na reagéo de esterificagdo

(9)-

3.3.2.4.  Cinética de Imobilizacdo Baseada na Dosagem de Proteina

A cinética de imobilizacdo baseada na dosagem de proteina presente nas aliquotas dos
sobrenadantes colhidos durante a etapa de imobilizacdo enzimaética foi avaliada pelo método de
Bradford, que utiliza albumina do soro bovino (BSA) como padrdo (PINTO, 2013). Os dados foram

usados para comparar e confirmar os dados de atividade enzimatica obtidos anteriormente.
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Primeiramente foi necessario realizar a construgdo de uma curva padrdo de BSA que relaciona
solugdes de diferentes concentragdes com suas respectivas absorbancias no comprimento de onda (A) de
595 nm (PINTO, 2013). As concentracfes das solucbes de BSA utilizadas para construgdo da curva
padrdo foram de 1000 ppm, 800 ppm, 600 ppm, 400 ppm, 200 ppm, 0 ppm. O fator obtido da curva
padréo de BSA foi de 0,769 mg/ml * Abs. Em seguida, 190 pL da solucdo de Bradford e 10 pL dos
sobrenadantes colhidos durante as imobilizagdes foram adicionados as depressdes de uma placa de Petri
de acrilico. Essa placa era levada ao espectrofotdmetro, onde as leituras de absorbancia eram feitas no
mesmo comprimento de onda em que foi realizada a construgdo da curva padrao (A = 595 nm). A
dosagem de proteina foi realizada em triplicata para cada aliquota de sobrenadante colhido durante as
imobilizagdes (PINTO, 2013).

A equacdo utilizada para calcular a quantidade de proteina presente no sobrenadante é

apresentada na Equacdo 8.

Py = (Absamostra(t) - Absbranco) X fgsa (8)

Equacdo 8: Equacdo utilizada para célculo da concentracdo de proteina presente nos sobrenadantes ao longo da
imobilizacdo (PINTO, 2013).

onde Pg) é a concentracdo de proteina presente nos sobrenadantes (mg/ml); AbSamostraq) € @ absorbancia
da aliquota do sobrenadante colhido durante a imobilizagdo; AbsSpranco € @ absorbancia do branco de

referéncia e fzsa € 0 fator obtido da curva padrdo de BSA (0,769 mg/ml * Abs).

Para determinar a quantidade de proteina que ficou retida em cada suporte, foi utilizada a

Equacédo 9.

Pretida no suporte — (Ab5t=0min. - Ab5t=25h.) x 10 X fBSA (9)

Equacéo 9: Equacdo utilizada para calcular a quantidade de proteina retida no suporte ao final de cada imobilizacéo
(PINTO, 2013).

Onde Pretida no suporte € @ quantidade de proteina retida no suporte; Abs: =omin. € @ absorbancia da aliquota do
sobrenadante colhido no inicio do processo de imobilizacdo (em t= 0 min.); Abs;=2sn. € a absorbancia da
aliquota do sobrenadante colhido no final do processo de imobilizagdo (em t=25h) e fgsa € 0 fator obtido
da curva padrdo de BSA (0,769 mg/mi*Abs);

A Equacdo 9 é multiplicada por um fator de 10 devido ao fato de que foram utilizados 10ml de

suspensdo enzimatica na imobilizacdo de 1 g de cada suporte polimérico produzido (PINTO, 2013).
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4. Resultados e Discussoes

O presente capitulo apresenta os resultados obtidos da caracterizagdo das particulas poliméricas
com morfologia casca-ndcleo, com diferentes composicdes e graus de hidrofobicidade na casca, obtidas
por meio da polimerizagdo simultdnea em suspenséo e emulsdo, e que foram utilizadas como suporte
para imobilizacdo enzimética da lipase B de Candida antarctica (CAL — B). Além disso, este capitulo
também avalia 0 comportamento da atividade enzimética e dos parametros de imobilizacdo quando essas

particulas poliméricas sdo utilizadas como suportes para imobilizagdo enzimatica.

4.1. Polimeros com Morfologia Casca-Nucleo

Para avaliar a influéncia que a composi¢do da casca dos polimeros casca-nucleo causa na
imobilizacdo da lipase B de Candida antarctica (CAL — B), foram produzidas particulas poliméricas
contendo cascas com diferentes composigdes e graus de hidrofobicidade, tendo em vista que as lipases
mostram-se cataliticamente mais ativas em ambientes hidrofébicos, por deixarem seus centros
cataliticos mais expostos (DELLA-VECCHIA et al., 2004).

Primeiramente, as reatividades e concentracdo dos comondmeros hidrofdbicos, escolhidos para
copolimerizar com o estireno e assim compor a casca, foram avaliados em ensaios de polimerizacdo em
massa. Os resultados obtidos estéo apresentados no Anexo B. A andlise dos resultados permitiu observar
que as reacdes que continham a concentracdo de 5% em massa do comonémero atingiram sempre
conversdes altas. Por isso, para sintetizar os suportes casca-nucleo foram utilizadas as composicoes de
5% em massa do comondmero hidrofobico na casca. A despeito disso, observa-se em todos 0s casos a
desaceleracdo da reagdo na presenga do comondmero (com excecdo do divinilbenzeno), devido a menor

reatividade dos comondmeros.

As particulas casca-nucleo foram obtidas por meio da técnica de polimerizacdo simultanea em
suspensdo e emulsdo desenvolvida por LENZI (2002) e LENZI et al. (2003). As particulas sintetizadas
possuem nucleo de PS e casca de: PS; poli(octeno-co-estireno); poli(divinilbenzeno-co-estireno);
poli(benzoato de vinila-co-estireno); poli(cardanol-co-estireno). Na Figura 11, sdo apresentados 0s

nucleos de poliestireno (PS) produzidos por PINTO (2013) na etapa de suspensao.
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Figura 11: Ndcleos de PS produzidos na polimerizagdo em suspensdo com duracgdo de 2 horas de reagdo. A régua
possui dimensdo de 1000 um (PINTO, 2013).

A composicdo do nucleo de PS foi escolhida de acordo com os estudos realizados anteriormente
por LENZI et al. (2003) por basicamente dois motivos: por ser um material que possui boas propriedades
mecanicas e por ser possivel alcancar elevados valores de conversao (ou seja, pela reatividade alta do
mon6mero estireno). Na Figura 11, é possivel observar que na etapa da polimerizagdo em suspensao sao

formados nucleos de PS com morfologia completamente esférica.

No que diz respeito a composicdo da casca, 0s materiais foram escolhidos de modo a formar
uma casca porosa com diferentes hidrofobicidades, tornando possivel avaliar o desempenho dos
polimeros casca-nucleo obtidos como suportes poliméricos para imobilizacdo enzimatica. As cascas
foram copolimerizadas com estireno para que os comondmeros selecionados, com diferentes
hidrofobicidades (octeno, cardanol, benzoato de vinila e divinilbenzeno), fossem reativos e
participassem da polimerizacdo. As micrografias das particulas casca-nicleo sintetizadas estdo

apresentadas a seguir (Figura 12 a 16).
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Figura 12: Micrografias eletrénicas por varredura (MEV) de particulas casca-nlcleo de PS/PS. A) particula
recoberta; B) casca vazia gerada na emulsdo alimentada. Micrografia mostra que o nicleo das particulas casca-
nlcleo é composto na realidade pela aglomeragéo de varios nucleos gerados no processo de polimerizagdo em
suspenséo.

As particulas casca-nucleo de PS/PS foram produzidas para serem utilizadas como um padrao
de comparacdo, com a finalidade de entender como a mudanga na composicdo da casca, através da
adicdo de comondmeros com hidrofobicidades distintas, afeta as caracteristicas da casca formada e,
posteriormente, 0 processo de imobilizacdo de enzimas. VVé-se claramente na Figura 12 que a particula
formada tem estrutura porosa e € maior que os nucleos originais, por conta do processo de aglomeracéao

controlada das particulas originadas na etapa de rea¢do de polimerizagdo em emulsdo.

A andlise das micrografias apresentadas nas Figuras 12, 13, 14, 15 e 16 mostra que as particulas
casca-nucleo obtidas apresentam uma morfologia floculenta, devido & presenca de uma casca porosa
formada durante a etapa de emulsdo alimentada e ao processo de aglomeracdo controlada dos nucleos
durante a etapa em emulsdo. As particulas formadas por poli(cardanol-co-estireno)/PS (Figura 13)
apresentaram aparentemente um menor recobrimento; ou seja, as particulas geradas na etapa de emulséo

ndo foram capturadas com eficiéncia pelo nucleo de PS produzido na etapa de suspensao.

As demais particulas poliméricas apresentaram um recobrimento do nidcleo mais uniforme,
embora algumas particulas com casca de poli(benzoato de vinila-co-estireno) apresentassem um
recobrimento parcial, como é possivel observar na Figura 14. Mudancas de eficiéncia de recobrimento
podem ser relacionadas as areas especificas, como mostrado posteriormente. Do ponto de vista

pragmatico pode-se considerar que todas as particulas produzidas tém a morfologia desejada.
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Figura 13: Micrografias eletrbnica por varredura (MEV) de particulas casca-nicleo de Poli(cardanol-co-
estireno)/Poliestireno. A) particula parcialmente recoberta; B) Baixa quantidade de particulas recobertas.
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Figura 14:Micrografias eletrdnicas por varredura (MEV) e 6tica (MO) de particulas casca-ntcleo de poli(benzoato
de vinila-co-estireno)/poliestireno. A) particula parcialmente recoberta; B) Superficie da casca de poli(benzoato
de vinila-co —estireno) formada; C) micrografia 6tica de particulas casca-nucleo de poli(benzoato de vinila-co-

estireno)/poliestireno, tamanho da régua de 1000um.
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Figura 15: Micrografias eletronica por varredura (MEV) de particulas casca-nicleo de Poli(octeno-co-
estireno)/Poliestireno. A) particula totalmente recoberta; B) Particulas com recobrimento uniforme; C) superficie
das particulas constituidas de nano esferas geradas na etapa de emulséo.
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Figura 16: Micrografias eletrnicas por varredura (MEV) de particulas casca-ntcleo de Poli(divinilbenzeno-co-
estireno)/Poliestireno. A) Particula totalmente recoberta; B) Superficie da casca da particula; C) Micrografia 6tica
das particulas casca-nucleo; D) Particula contendo maltiplos ndcleos, gerados na etapa de polimerizagdo em
suspensdo, agregados e que estdo recobertos pelas particulas da polimerizagdo em emulséo.

Como observado por BESTETI (2009), a duracdo da etapa de suspensdo é um dos parametros
de maior relevancia para a obtencdo de uma particula com uma casca uniforme formada em torno do
nucleo. O tempo de 2 horas de reacdo em suspensao, nas condi¢bes definidas no presente trabalho,
produz particulas poliméricas esféricas, com carater pegajoso e viscoso, capazes de capturar com maior
eficiéncia as particulas provenientes da etapa subsequente de emulsdo alimentada (BESTETI, 2009).
Desse modo, como todas as particulas casca-nuicleo sintetizadas no presente trabalho foram obtidas com
uma etapa de suspensdo com duracao de 2 horas para formagédo dos nicleos de PS, a menor eficiéncia
da formacdo da casca de poli(cardanol-co-estireno) é devido a maior hidrofilicidade e as menores

compatibilidade e reatividade do cardanol na copolimerizacao, como confirmado adiante.

As curvas de conversdo das polimerizagdes simultdneas em suspensdo e emulsdo sdo

apresentadas na Figura 17.
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Observam-se as menores conversdes para os comondmeros cardanol e benzoato de vinila, o que

ajuda a explicar as piores eficiéncias de recobrimento para esses comondmeros.
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Poli(octeno-co-estireno)/PS

Figura 17: Curvas de conversao das polimerizac¢fes simultdneas em suspensdo e emulsdo de: PS/PS; poli(cardanol-
co-estireno)/PS; poli(octeno-co-estireno)/PS; poli(divinilbenzeno-co-estireno)/PS; poli(benzoato de vinila-co-
estireno)/PS.

A reacdo de polimerizagdo realizada na presencga de cardanol, ao final de 6 horas de reacéo
resulta nas menores conversdes, quando comparadas com as conversdes das demais reacfes, como
também observado nas reacBes em massa do Anexo B. A mais baixa reatividade do comonémero
cardanol indica a necessidade de um maior tempo para que as particulas produzidas atinjam conversoes
comparaveis as das demais reacdes, ou a utilizacdo de uma maior quantidade de iniciador na condicéo
reacional utilizada. Os demais comondmeros (benzoato de vinila, octeno, divinilbenzeno) mostraram-
se mais reativos, ndo atrapalhando a cinética da polimerizacdo simultanea em suspensdo e emulsdo
(Figura 17). A reacdo para producdo de particulas casca-nucleo de PS/PS e de poli(divinilbenzeno-co-
estireno)/PS foram as que apresentaram uma maior conversao, como nas polimeriza¢cGes em massa. Por

introduzir mais grupos vinilicos, as reagcdes com divinilbenzeno sdo inclusive um pouco mais rapidas.

Para um melhor entendimento das propriedades das particulas formadas no processo de emulséo
alimentada, o sobrenadante ao final de cada polimerizacdo simultanea foi analisado. Na Tabela 5 sdo
apresentados os valores de didmetro médio e teor de solidos do sobrenadante. As curvas de distribuicao

de tamanhos de particulas dos sobrenadantes estdo apresentadas no Anexo C.

51



Tabela 5: Valores de diametro médio de particula e teor de sélidos de amostras dos sobrenadantes das reagdes de
polimerizacdo simultdnea em suspensdo e emulsao.

Diametro Médio de

Particula do Teor de Sélidos

Particula casca-nucleo

3 0]
(sobrenadante da reacéo) Sobrenadante (nm) (%)
PS/PS 199,45 + 0,35 8,6+0,3
Poli(octeno-co-estireno)/PS 372,65+ 1,63 39+0,1
Fase
do 478,95 + 378,66 4,86 + 0,07
Poli(cardanol-co-estireno)/PS topo
Fase
do 3,19 x 10*+ 7488,3 13,17 + 3,44
meio
Poli(benzoato de vinila-co-estireno)/PS 565,15 + 26,38 05+0,1
Poli(divinilbenzeno-co-estireno)/PS 718,55 + 119,00 1,0+04

Na polimerizagdo com cardanol foi observado a separacéo do sobrenadante em duas fases. A
fase do topo constituida por particulas com diametro médio de 478,95 + 378,66 nm e a fase do meio por
particulas com diametro médio 3,19 x 10*+ 7488,3 nm. A fase do topo apresenta um menor teor de

particulas comparado a fase do meio.

Os valores de diametro médio das particulas presentes nos sobrenadantes das reacdes sao tipicos
de particulas originadas de polimerizacdo em emulséo, pois encontram-se na faixa de 100-3000nm
(ODIAN, 2004), exceto o valor de 3,19 x 10* + 7488,3 nm referente ao diametro médio de particula do
sobrenadante da reacdo de producéo de particulas de poli(cardanol-co-estireno)/PS. Esse valor € tipico
de particulas provenientes de polimerizacdes em suspensao (50-500um (ODIAN, 2004); logo, pode ser
devido a presenca de residuo de polimero (ndcleo de PS com baixissimo recobrimento) presente na
aliquota do sobrenadante colhida para analise. O cardanol possui propriedades surfactantes e pode
estabilizar particulas maiores, o que é corroborado pelos altos conteidos de sélidos dos sobrenadantes

obtidos na reacdo com cardanol.

Os teores de sdlidos presentes no sobrenadante indicam a eficiéncia de formagdo da casca e a
compatibilidade e reatividade do ndcleo com a composi¢do das particulas originarias do processo de
emulsdo, além da capacidade de captura dessas particulas pelo ndcleo. Esse resultado confirma a
observacao visual de que as particulas que possuem menores recobrimentos sdo as que contém casca de
poli(cardanol-co-estireno) (4,86 + 0,07 % (fase do topo) e 13,17 + 3,44 % (fase do meio)). Para as demais
reacOes de copolimerizacgao, o recobrimento obtido parece ser satisfatorio, com base no teor de sélidos

no sobrenadante. Portanto, parece ser possivel afirmar que as particulas sdo compativeis com o nucleo,

52



ocorrendo a captura e copolimerizacdo dessas com as particulas do nudcleo, formando uma casca mais
uniforme. A casca s6 permanece formada sobre o ndcleo se houver uma interacdo entre o material da
particula da emulsdo e o material da particula do nucleo (copolimerizacdo). Foi possivel também
perceber que os polimeros casca-nucleo formados com os mondmeros divinilbenzeno, 1-octeno e
benzoato de vinila apresentaram baixos teores de sdlidos no sobrenadante e maiores didmetros médios
de particulas produzidas no processo de emulséo, quando comparados com o polimero casca-nucleo de
PS, indicando provavelmente a menor afinidade com o meio aquoso. E importante observar que as
mudancas de tamanhos das particulas presentes no sobrenadante sugere a variacdo dos diametros de

poros, ja que a casca e formada pela aglomerag&o das particulas produzidas na emuls&o.

As distribuigcdes de massas molares dos materiais produzidos estdo ilustradas na Figura 18. Os
valores dos indices de polidispersdo (IP) e das massas molares ponderais médias (Mw) sdo apresentados
na Tabela 6.
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Figura 18: DistribuicGes de massas molares das particulas casca-nucleo.
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Tabela 6: Valores de massa molar ponderal média (Mw), indice de polidispersao (IP) e temperatura de transi¢do
vitrea (Tg) das particulas casca-nucleo sintetizadas. Parametros obtidos através da analise de GPC (Mw e IP) e
DSC (Tg).

Particula Mw IP Tg
Casca-Nucleo (Da) (Mw/Mn) (°C)
Poli(cardanol-co-estireno) / PS 49.415 1,58 101,01
PS/PS 44.646 1,66 99,77
Poli(octeno-co-estireno) / PS 41.636 1,50 98,91
Poli(divinilbenzeno-co-estireno) / PS 32.784 145 e
Poli(benzoato de vinila-co-estireno) / PS 32.627 1,30 94,08

Para todas as particulas casca-nucleo obtidas, a distribuicdo de massas molares é unimodal,
caracteristica de polimerizagOes de estireno em suspensdo. As massas molares ponderais médias (Mw)
e os indices de polidisperséo sdo relativamente baixos, caracteristicos das polimerizaces de estireno
em suspensdo, ndo caracterizando & combinagdo dos dois processos de polimerizagdo em suspensdo e
emulsdo. Os valores de Mw caracteristicos de uma polimerizagdo em suspensdo estdo em torno de
30x10°% Da (ODIAN, 2004). Isso mostra a forte interacdo quimica existente entre as fases nlcleo e casca

formadas ao longo do processo, como discutido por BESTETI (2009).

Na Figura 18 é possivel observar um deslocamento das curvas, referente as particulas com casca
de poli(divinilbenzeno-co-estireno) e poli(benzoato de vinila-co-estireno), para menores valores de
massa molar. No caso das particulas com divinilbenzeno (DVB), esse desvio pode ndo ser
representativo, pois 0 DVB causa reticulacdo, de maneira que parte do polimero é insoltvel. Por isso, é
importante salientar que o valor de Mw para as particulas com casca de poli(divinilbenzeno-co-estireno)
corresponde a fracdo que foi solvel no solvente THF, que é a fase movel utilizada nas analises de GPC.
O aumento de massa molar no caso das particulas contendo cardanol provavelmente reflete 0 maior
tempo da reacdo em emulsdo, dado o maior teor de sélidos no sobrenadante. Nos outros casos, as

menores massas molares refletem a menor reatividade do comonémero.

Em relacdo aos valores de temperatura de transicédo vitrea (Tg) dos polimeros obtidos, é possivel
perceber que, quando comparado com o valor de Tg das particulas casca-nucleo de PS (99,77°C), ha
uma diminuicéo nos valores de Tg referentes aos polimeros casca-nucleo de poli(octeno-co-estireno)/PS
e de poli(benzoato de vinila-co-estireno)/PS (98,91°C e 94,08°C respectivamente). Esse deslocamento

da Tg para menores valores é um indicativo de que ocorreu uma copolimerizagéo entre 0 monémero
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estireno e os comondmeros benzoato de vinila e 1-octeno. Logo, pode-se dizer que foi possivel obter
materiais com diferentes composigdes da casca.

A Figura 19 mostra também que existe uma correlagdo forte entre a Tg e 0 Mw das amostras
avaliadas.
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Figura 19: Relacéo entre temperatura de transicdo vitrea (Tg) e massa molar ponderal média (Mw) das particulas
casca-nucleo.

A transicdo vitrea ndo foi observada na amostra que contém casca de poli(divinilbenzeno-co-
estrireno), o que indica que o polimero esta muito reticulado. No polimero com casca de poli(cardanol-
co-estireno) ndo houve uma mudanca significativa no valor da Tg (99,77°C), quando comparado ao
polimero casca-nucleo de PS (101,01°C), o que indica um teor de casca formada muito baixo, como foi

constatado anteriormente nas anélises de teor de sélidos do sobrenadante e nas micrografias.

Na Tabela 7, sdo apresentados os valores de diametro médio das particulas casca-nucleo

preparadas e na Figura 20 so apresentadas as distribuicGes de tamanhos dessas particulas.
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Tabela 7: Valores de diametro médio de particulas casca-nlcleo obtidos através da andlise de distribuigdo de
tamanhos de particulas.

Particulas Diametro médio de particulas
Casca-Nucleo (1m)
PS/PS 821,4 £ 100,2
Poli(divinilbenzeno-co-estireno) / PS 381,3+£182,9
Poli(cardanol-co-estireno) / PS 200,4 £ 10, 4
Poli(benzoato de vinila-co-estireno) / PS 1375+ 12,7
Poli(octeno-co-estireno) / PS 130,7 £ 8,1

As particulas de PS/PS apresentaram diametro médio de 821,4 + 100,2 um, enquanto as
particulas de poli(divinilbenzeno-co-estireno)/PS apresentaram diametro médio de 381,3 + 182,9 um.
Esses altos valores sdo caracteristicos da aglomeracao controlada das particulas durante a polimerizacao
em emulséo, indicando uma combinacao entre os processos de polimeriza¢do em suspensdo e emulséo.
Quando comparados com os diametros médios das demais particulas, os altos valores de diametro
indicam um alto grau de agregacdo das particulas, o que pode ser observado nas micrografias das Figuras
12 e 16, e que as reagdes de polimerizagdo simultanea que as originam, fornecem particulas com uma
grande dispersdo de tamanhos (como indicado pelo alto valor de desvio padréo, iguais a 100,2 e 182,9
um, respectivamente). Essa agregacdo de particulas é causada provavelmente pela aglomeracao de
nucleos de poliestireno produzidos na polimeriza¢do em suspensao, e que sdo posteriormente recobertos
pelas particulas geradas no processo de polimerizagdo em emulsdo, resultando assim, em particulas com
didmetros grandes. A natureza da casca afeta o processo de aglomeragao, 0 que constitui uma ferramenta

interessante para controle das propriedades morfologicas finais das particulas.
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Figura 20: Distribuicbes de tamanhos das particulas casca-nlcleo: (A) PS/PS; (B) poli(divinilbenzeno-co-
estireno)/PS; (C) poli(octeno-co-estireno)/PS; (D) poli(benzoato de vinila-co-estireno)/PS e (E) poli(cardanol-co-

estireno)/PS.
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A andlise de éarea especifica e diametro médio de poro apresentados na Tabela 8, mostrou que
de fato ocorreu a formacdo de uma casca porosa em volta do nucleo, com diferentes graus de
recobrimento, e que a temperatura de transicdo vitrea (Tg) dos componentes que formam a casca
influenciam na obtencéo de uma casca porosa. Como constatado por BESTETI (2009), forma-se uma
casca porosa quando a Tg do material que compde a casca e que se deseja copolimerizar com o nucleo

possui um valor maior que a temperatura do meio reacional (no caso considerado, 85 °C).

Tabela 8: Resultados de area especifica, diametro médio de poro e volume de poro, das particulas casca-ntcleo.

Poli(divinilbenzeno-co-estireno) / PS 18,3 217,8 0,112
Poli(octeno-co-estireno) / PS 5,6 292.6 0,040
Poli(cardanol-co-estireno) / PS 3,2 264,8 0,023
PS/PS 1,6 357,5 0,013

Poli(benzoato de vinila-co-estireno) / PS 1,2 378,0 0,019

A érea especifica e o didmetro médio de poro também mostram uma certa relagdo com o teor de
solidos presentes nos sobrenadantes ao final das polimerizagdes simultaneas. A particula casca-nucleo
possui uma maior area especifica quando as particulas produzidas no processo de polimerizacdo em
emulsdo séo capturadas e apresentam maior compatibilidade com o material que constitui o ndcleo,
resultando em um menor teor de s6lidos presentes no sobrenadante. A area especifica corresponde a
area da particula como um todo, ou seja, leva em consideragdo o nucleo e a casca porosa (BESTETI,
2009).

E possivel também notar que existe uma relacdo inversa entre a area especifica e o didmetro
médio de poro (Figura 21). O aumento da area especifica de uma particula casca-nucleo resulta na
diminuicdo no diametro médio dos poros devido a nucleacdo e compactacdo das particulas geradas na
fase da polimerizac&o em emulséo sobre os nlcleos gerados na fase da polimerizacdo em suspenséo. E
possivel também perceber a existéncia de uma relagéo entre a dimensédo das particulas gerada durante a

polimerizacdo em emulsdo (diametro médio de particula do sobrenadante) e diametro médio de poro,
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como mostrado na Figura 22, confirmando a idéia de que as particulas se agregam umas sobre as outras
(BESTET]I, 2009), além da aglomeragdo das particulas ha também o efeitos de contragdo do volume a
medida que o polimero é formado (PINTO, 2013).
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Figura 21: Relagdo entre didmetro médio de poro e area superficial das particulas casca-nucleo.
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Figura 22: Relagdo entre diametro das particulas geradas pela polimerizagdo em emulsao e diametro médio de
poros das particulas casca-nucleo.
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Além da éarea especifica das particulas casca-nucleo estar relacionada ao didmetro médio das
particulas geradas na emulsdo, é também possivel notar uma relagdo com o volume de poros como
mostrado na Figura 23, corroborando a teoria de que 0 aumento da area especifica das particulas ocorre
principalmente em funcéo da quantidade de particulas depositadas sobre o nicleo e nao a morfologia
dessas particulas (PINTO, 2013).

20
18
16
14
12
10

Area especifica (m?/g)

o N B O

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Volume de poros (cm3/g)

Figura 23: Relacdo entre area especifica e volume de poros das particulas casca-nucleo.

Como o objetivo era produzir particulas com morfologia casca-nicleo contendo casca com
diferentes composicdes e graus de hidrofobicidade, foi entdo avaliado qudo hidrofébicas eram as
composicOes da casca. Para tal, foi medido o angulo de contato das particulas em relagdo a &gua
(solvente polar). Na Tabela 9 sdo apresentados os valores de angulo de contato para cada particula em

relagdo a agua.

Tabela 9: Valores de angulo de contato das particulas com diferentes composi¢Ges na casca em relacdo a agua.

Particula Casca-Nucleo Angulo de Contato (0)
Poli(divinilbenzeno-co-estireno) / PS 840+1,7°
Poli(octeno-co-estireno) / PS 71,9+0,9°
Poli(cardanol-co-estireno) / PS 784+ 1,7°
PS/PS 91,8+0,7°
Poli(benzoato de vinila-co-estireno) / PS 71,3+2,3°
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De acordo com a técnica utilizada na anélise, a Ginica amostra que apresentou uma composi¢ao
hidrofébica (6 > 90°) foi o polimero casca- nucleo de PS/PS, apresentando angulo de contato igual a
91,8 + 0,7°. As demais amostras apresentaram um certo caracter hidrofilico, pois os valores do angulo

de contato para essas particulas foi menor que 90° (6 < 90°).

A estrutura da composicdo da casca justifica alguns dos resultados de &ngulo de contato
encontrados. Das amostras analisadas, o polimero com casca de poli(benzoato de vinila-co-estireno) é
0 que possui o carater mais hidrofilico (polar, 6 = 71,3 £ 2,3°), fato que pode ser explicado pela presenca
de um grupamento éster ligado a um radical benzila, que permite a deslocalizacdo de carga estabilizada
por ressonancia entre o anel benzénico e a carbonila do éster. A presenca de um grupamento fenélico
nas particulas com casca de poli(cardanol-co-estireno) diminui a hidrofobicidade da particula, devido a
deslocalizacdo da carga estabilizada por ressonancia no anel benzéncio. A amostra que contém casca de
poli(octeno-co-estireno) apresentou o carater muito hidrofilico (71,9 + 0,9°), contrapondo-se as
expectativas. Era esperado um carater hidrofébico devido a presenca de uma longa cadeia
hidrocarbénica apolar proveniente do comondmero 1-octeno. Um possivel motivo para ndo observar um
angulo de contato alto foi a técnica utilizada para caracterizar as particulas. A metodologia consistia na
medida do angulo de contato de uma pastilha feita da amostra; ou seja, a amostra era prensada por uma
prensa hidraulica. Porém, ao fazer a pastilha, a estrutura da amostra floculenta e porosa pode ser é
destruida. Assim, a metodologia utilizada pode ndo permitir a avaliacdo correta da hidrofobicidade
dessas amostras, pois a estrutura delas € modificada para determina¢do do &ngulo de contato. Desse
modo, para obter melhores resultados acerca da hidrofobicidade das particulas casca-nucleo, pode ser
necessario utilizar uma metodologia que ndo altere a estrutura morfoldgica das particulas. As estruturas

moleculares dos copolimeros formados nas casca estdo apresentados na Figura 24.

A despeito do que foi discutido na udltimo paragrafo, € possivel que as medidas de
hidrofobicidade sejam muito afetadas pela presenca de emulsificante (surfactante). Isso pode explicar o
fato da maior parte das amostras ser hidrofilica, mesmo nos casos em que nao parece haver justificativa
para isso. Sabe-se que esse aspecto da polimerizacdo em emulsdo € critico, sendo muito dificil remover

emulsificante de amostras de polimero. Isso deve ser mais bem investigado no futuro.
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Figura 24: Estrutura dos copolimeros presentes nas cascas das particulas com ndcleo de poliestireno (PS).

As particulas também foram caracterizadas quanto & composic¢do utilizando a técnica de FTIR.
Porém, como essa espectroscopia é uma técnica de baixa sensibilidade, ndo foi possivel observar as
alteracOes de composi¢do da casca. As mudancgas na composicao da casca é devido, em parte, as baixas
concentracdes de monémero em relacdo a massa de polimero, iguais a cerca de 1-5% em massa no caso
de conversao completa. Como a conversdo ndo é completa e como 0s comondmeros S80 menos reativos
gue o estireno, a composicdo deve ser ainda menor requerendo assim a utilizacdo de técnicas mais
sensiveis para caracterizacdo da composi¢do das particulas, como € o caso da técnica de RMN. Os

espectros de FTIR estdo apresentados no Anexo D.

Embora ndo tenha sido possivel determinar a composicao das particulas poliméricas pela técnica

utilizada, pode-se afirmar que foram produzidas particulas poliméricas com diferentes composi¢des na
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casca porque foi possivel observar alteracbes de propriedades pelas técnicas que foram utilizadas para
caracterizacao dos suportes, como area especifica, MEV, GPC, DTP e angulo de contato. Além disso,
os dados de imobilizacdo da enzima mostrados nas proximas se¢des mostram que cada tipo de particula

interage de maneira diferente com a enzima.

4.2.  Imobilizacdo Enzimatica

Apos a sintese e caracterizacdo das particulas casca-nucleo, estas foram utilizadas como
suportes para a imobilizacdo da lipase B de Candida antarctica. Apos a imobilizacéo, a atividade da
enzima imobilizada foi avaliada quanto a eficiéncia para catalisar reacdes de hidrélise e de esterificacao.
A enzima (CAL — B) foi imobilizada nos suportes casca-ntcleo utilizando o método de imobilizacéo
por adsorgdo fisica, que explora os efeitos de interacdes hidrofobicas entre o suporte casca-nucleo, com
composicdes de casca com diferentes graus de hidrofobicidade, e a enzima, como ja relatado.

A cinética do processo de imobilizagao foi acompanhada por meio da dosagem da atividade de
hidrélise da enzima, em sua forma sollvel, presente no sobrenadante e ao longo da imobilizacdo. Os

perfis cinéticos dos processos de imobilizacdo estdo apresentados nas Figuras 25 e 26.

=== PS/PS == poli(divinilbenzeno-co-estireno)/PS
poli(cardanol-co-estireno)/PS =3¢=poli(benzoato de vinila-co-estireno)/PS
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Figura 25: Perfil cinético da imobilizacdo da CAL-B nos suportes casca-nucleo. Cinética acompanhada pela
medida da atividade de hidrélise da enzima presente em sua forma soltvel no sobrenadante ao longo do processo
de imobilizacao.

63



=@=PS/PS == poli(divinilbenzeno-co-estireno)/PS
poli(cardanol-co-estireno)/PS =3¢=poli(benzoato de vinila-co-estireno)/PS

=X¥==poli(octeno-co-estireno)/PS

100

10 -

% Atividade hidrolitica presente no sobrenadante
(U/g de suporte)

1 T T 1
0,1 1 10 100

Tempo de imobilizagdo (horas)

Figura 26: Gréfico, Log Log da cinética do processo de imobilizagéo baseada na atividade de hidrélise da enzima
soltvel presente no sobrenadante ao longo da imobilizacao.

As curvas cinéticas do processo de imobilizagdo apresentadas nas Figuras 25 e 26 s&o similares,
apenas mudou-se a escala para permitir a melhor analise dos dados. Pela andlise das curvas cinéticas,
observa-se que o suporte casca-ntcleo de poli(octeno-co-estireno)/PS resultou em maior velocidade de
adsorcdo da enzima nos instantes iniciais de imobilizagdo. Ja o suporte de poli(benzoato de vinila-co-
estireno)/PS foi o que apresentou o maior eficiéncia de imobilizacdo, seguido dos suportes
poli(cardanol-co-estireno)/PS e poli(octeno-co-estireno)/PS, como indicado na Figura 27. 1sso mostra
gue a existéncia de grupos pendentes nas cadeias de poliestireno permitem o aumento da eficiéncia de
adsorcao, a despeito das maiores areas especificas dos copolimeros que contém divinilbenzeno (DVB).
Os resultados foram ainda melhores no caso da existéncia de grupos pendentes polares, dada a natureza
hidrofilica da CAL- B.
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Figura 27: Eficiéncia de imobilizacdo dos suportes casca-ndcleo com diferentes composic¢des de casca.
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Também foi possivel acompanhar a variagdo da concentracdo de proteina presente no meio ao

longo das imobilizagdes. Na Figura 28, sdo apresentados os resultados da dosagem de proteina realizada

ao longo do processo de imobilizagdo. No Anexo E, € apresentada a curva padrdo de BSA utilizada para

a determinacédo da concentracéo de proteina presente no meio.
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Figura 28: Perfil cinético de imobilizagdo baseado na quantidade de proteina presente no meio, ao longo da

imobilizacéo.
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Observa-se em todos 0s casos que aproximadamente 60-70% da proteina (enzima) foram
adsorvidas nas primeiras horas do processo de imobilizagdo nos suportes casca-ndcleo. Um valor
discrepante para suportes de PS/PS também pode ser observado na Figura 28. Os valores obtidos para a
dosagem de proteina ndo sdo compativeis com os perfis cinéticos do processo de imobilizagdo baseados
na atividade de hidrdlise do sobrenadante, como pode ser visto nas Figuras 25 e 26. Tendo em vista
esses fatores, a dosagem de proteina no sobrenadante do processo de imobilizagdo com suporte de PS/PS
deve ser novamente analisado. A despeito disso, a analise de dosagem de proteina mostra que a atividade
da enzima diminui, ndo por causa de desnaturacdo, mas por causa da incorporag¢ao nos suportes. Como
a enzima foi imobilizada a 30 °C, admite-se que a perda de atividade foi minima devido a preservagéo

de sua estrutura quaternaria.

Segundo MOJOVIC et al. (1998), as lipases podem ser consideradas esferas com didametro na
faixa de 50 a 70 A. Assim, para que particulas poliméricas sejam utilizadas como suportes de enzima,
um dos muitos requisitos é que os diametros dos poros devem possuir dimensdes um pouco superiores
as dimens0es caracteristicas das enzimas. Na imobilizagdo da enzima em suportes que possuem poros
com didmetros pequenos, pode ocorrer a deformacdo da enzima adsorvida e também podem ocorrer
problemas de transferéncia de massa, ou seja, dificuldade de difusdo de substratos da reacéo e de
produtos devido aos poros estreitos do suporte. Em contrapartida, poros muito grandes favorecem a
dessorcdo da enzima imobilizada (BESTETI, 2011). Em todos os suportes analisados, 0s poros séo

grandes o suficiente para conterem as enzimas.

A eficiéncia de imobilizacdo esta atrelada as caracteristicas morfoldgicas e moleculares dos
suportes em que a enzima foi imobilizada. Como os suportes possuem diferentes composi¢fes na casca,
possuem também diferentes graus de hidrofobicidade (polaridade), areas especificas e didmetros médios
de poro. Tendo em vista esse fato, essas caracteristicas dos suportes foram avaliadas quanto a influéncia

na eficiéncia de imobilizacéo.

Nas Figuras 29, 30, 31 e 32 estdo apresentadas as influéncias que algumas propriedades dos

suportes causam no comportamento da eficiéncia de imobilizacéo.

E possivel perceber a existéncia de uma relacéo entre a polaridade da casca do suporte e a
eficiéncia de imobilizag&o, assim como em relacéo a &rea especifica. Nessas relagdes é possivel perceber
uma tendéncia para aumento da eficiéncia de imobilizacdo quando se utilizam suportes com um caréater
mais hidrofilico (polar) (Figura 29). Esse fato pode ser explicado pelo fato do ambiente em que sdo
realizadas as imobilizagdes ser polar (meio aquoso), pois nesses suportes a solucdo enzimatica (que esta
em meio aquoso) consegue penetrar os poros com mais facilidade. E possivel também perceber que a
eficiéncia de imobilizacdo, além de ser influenciada pela hidrofobicidade dos suportes, também pode
sofrer a influéncia das areas especificas (Figura 30) e dos didmetros médios de poro (Figura 31), embora

a correlacdo parece mais forte com a hidrofobicidade.
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Figura 29: Relacdo entre eficiéncia de imobilizacdo  Figura 30: Relacdo entre eficiéncia de imobilizacdo e
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Figura 31: Relagdo entre eficiéncia de imobilizacdo e diametro médio de poro.
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Observa-se que, embora o suporte de PS/PS seja mais hidrofébico que o suporte de
poli(divinilbenzeno-co-estireno)/PS, a eficiéncia de imobilizagao no suporte de PS/PS é maior, pois ele
possui um maior didmetro médio de poro, permitindo maior difusdo da solucéo enzimatica que o suporte
de poli(divinilbenzeno-co-estireno)/PS. Pode-se assim concluir que parece haver interacdo entre os trés
parametros para que seja possivel determinar qual suporte vai imobilizar mais ou menos a enzima em

solucéo (Figura 32).
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Figura 32: Interacdo entre eficiéncia de imobilizacdo, area especifica e angulo de contato.

Apos as imobilizagdes, o desempenho dos biocatalizadores foi avaliado quanto & capacidade de
catalisar reagdes de hidrolise do p-nitrofenil laurato e de esterificacdo de &cido oleico em meio alcodlico.

Na Figura 33 estdo apresentados os resultados da atividade de hidrolise dos biocatalisadores.
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Atividade de Hidrdlise dos Biocatalisadores
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Figura 33: Atividade de hidrélise dos biocatalisadores (enzima imobilizada).

Segundo os resultados apresentados na Figura 33, todos os biocatalisadores, apresentaram baixa
atividade de hidrolise, confirmando os resultados obtidos por PINTO (2013) para suportes de
poliestireno. Essa baixa atividade hidrolitica é resultado das proprias caracteristicas da enzima (lipase B
de Candida antarctica (CAL-B) da Novozymer que é comumente empregada para catalisar reacdes de
esterificacdo. Dos biocatalisadores analisados, a enzima suportada em poli(cardanol-co-estireno)/PS, foi
0 que apresentou a maior atividade de hidrélise. E interessante observar que ndo hé correlacio forte
entre a atividade de hidrdlise e a eficiéncia de imobilizacdo, mostrando que as atividades da enzima nos

diferentes suportes séo diferentes.

Como visto anteriormente, o suporte casca-nucleo de poli(cardanol-co-estireno)/PS é o polimero
que apresenta 0 menor recobrimento (menor casca), quando comparado aos demais suportes. Assim, é
possivel admitir que nos suportes em que o recobrimento ndo é uniforme (nicleos mais expostos devido
a uma menor casca) ocorre a minimizacdo dos efeitos difusionais provocados pela morfologia e
composicao da casca porosa. Assim, nesses suportes a enzima interage com o nucleo hidrofébico e com
o0 copolimero da casca, deixando o centro ativo mais exposto aos substratos da reacdo, apresentando
assim uma atividade de hidrolise mais elevada, em comparagdo aos suportes mais recobertos. Os

suportes mais recobertos, por sua vez, parecem apresentar um maior efeito difusional.

Resultados observados por PINTO (2013) corroboram os resultados observados para 0s suportes
sintetizados neste presente trabalho, pois PINTO (2013) notou que as enzimas imobilizadas nos nucleos

de poliestireno, com areas especificas muito baixas, apresentaram uma das maiores atividades de

69



hidrolise (~ 5,8 Ul/Qenzimaimobil), quando comparadas a outros suportes (porosos) com morfologia casca-
nucleo de poliestireno produzidos.

Os suportes que apresentam maior grau de hidrofilicidade facilitam a difusdo do meio reacional
(polar) para o interior do suporte, exibindo desse modo maior atividade de hidrolise. Assim, para
entender melhor a influéncia que os suportes desempenham sobre a atividade da enzima imobilizada,
foi avaliada a relacdo entre a atividade e os graus de hidrofobicidade das cascas e as areas especificas.
Essas relacOes estdo apresentadas nas Figuras 34, 35 e 36.
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Figura 34: Relagdo entre atividade de hidrolise da Figura 35: Relagdo entre atividade de hidrélise da
enzima imobilizada e a hidrofobicidade dos suportes enzima imobilizada e a area superficial especifica dos
casca-nucleo. suportes casca-nucleo.

De acordo com as Figuras 34 e 35, é possivel observar que ndo é apenas 0 grau de
hidrofobicidade da composicdo da casca dos suportes que influencia a atividade da enzima em catalisar
reacOes de hidrdlise. A area especifica também desempenha um papel importante na atividade da enzima
imobilizada, pois é possivel perceber maior atividade nos suportes com um carater mais hidrofilico e
maior atividade em suportes com carater hidrofébico com menores areas, como no caso do suporte de
PS/PS (Figura 35). Ou seja, ndo hd uma relagdo direta entre atividade de hidrolise e hidrofobicidade,
assim como entre atividade de hidrdlise e area especifica. Logo, € uma interagdo entre essas trés

varidveis que influencia a atividade de hidrolise da enzima imobilizada (Figura 36).
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Figura 36: Relagdo entre area especifica, &ngulo de contato na atividade de hidrdlise da enzima imobilizada.

Nota-se que nos suportes que possuem composicao com carater mais hidrofilico, a atividade de
hidrélise da enzima imobilizada é alta, o que indica uma maior facilidade de difusdo do substrato (polar)
para dentro do suporte, ja que muito provavelmente o centro ativo da enzima ndo esta tdo exposto quando
estaria em um suporte hidrofébico. Nesses suportes, a area especifica também é menor, com diametro
de poros maiores, 0 que também facilita a difusdo do meio para dentro do suporte. E possivel também
observar que existe uma tendéncia no aumento da atividade de hidrélise relacionada ao aumento da
hidrofobicidade dos suportes, aliado as baixas areas especificas. Nesses ambientes 0s centros ativos das
enzimas estdo mais expostos e o0 meio polar consegue difundir melhor para dentro dos suportes, pois 0s
didmetros dos poros sdo maiores (area especifica menor), como no caso do suporte casca-nlcleo de
PS/PS. Ou seja, embora seja um suporte hidrofébico, ele exibe uma atividade de hidrolise consideravel,
quando comparada com as demais, pois o diametro dos poros minimiza os efeitos difusionais de

transporte de massas.

Os biocatalisadores também foram avaliados quanto a retencdo de atividade de hidrolise para
sabermos o percentual de enzima que foi imobilizada e que permanece ativa, apds o processo de

imobilizacdo sob os suportes. Esses valores sdo apresentados na Figura 37.

Os resultados séo similares aos observados para a atividade de hidrolise, indicando que os

biocatalisadores mais ativos sdo aqueles que mais retém a atividade.
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Figura 37: Retenc¢do de atividade de hidrolise dos biocatalisadores (enzimas imobilizadas nos suportes).

Para entender a influéncia da interagdo entre 0s suportes e as enzimas sobre a retencdo de
atividade, avaliou-se a retencdo de atividade como fungdo do grau de hidrofobicidade e de area

especifica.

Pela anélise dos gréaficos nas Figuras 38, 39 e 40 é possivel perceber que a retencédo de atividade

depende tanto da area especifica do suporte quanto da polaridade de sua casca.

Outro fato que também pode ser notado é que, embora um suporte tenha resultado em maior
imobilizac&o de enzimas (maior eficiéncia de imobiliza¢do), ndo significa que ele também resultara em
uma maior atividade de hidrolise e uma maior retencdo de atividade, como no caso apresentado pelo
biocatalisador de poli(octeno-co-estireno)/PS. Para esses casos, outros fatores devem ser levados em
conta, como os efeitos difusionais; ou seja, para que um biocatalisador apresente atividade frente a uma
reacdo, é necessario que os substratos consigam difundir do seio do meio reacional para dentro do
suporte, e dai para dentro da enzima, onde irdo encontrar o centro ativo e transformar substratos em
produtos. Esses produtos precisam ser capazes de fazer o caminho inverso para ser possivel a dosagem
da atividade do biocatalisador. Caso o produto apresente alguma dificuldade ou impedimento de difundir
para fora do suporte, pode ocorrer uma queda de atividade do biocatalisador, pois o centro ativo da

enzima pode ficar saturado com o produto, impedindo a catalise.
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Figura 40: Influéncia da retencdo de atividade de hidrélise com a &rea especifica e a hidrofobicidade (polaridade)
dos biocatalizador.

O desempenho dos biocatalisadores também foi avaliado quanto a atividade em promover
reacOes de esterificacdo. Os resultados das atividades de esterificacdo para cada biocatalisador, séo
apresentados na Figura 41.

73



Atividade de Esterificacao dos Biocatalisadores

2500

2000
o
AT
o
g3
& o 1500
o E
D o©
ol =
3= 1000
o £
T %
° =
=2 500
=]
) i e

0 X .
Biocatalisadores
m PS/PS W Poli(divinilbenzeno-co-estireno)/PS
Poli(cardanol-co-estireno)/PS m Poli(benzoato de vinila-co-estireno)/PS

H Poli(octeno-co-estireno)/PS

Figura 41: Atividade de esterificacdo dos biocatalisadores (enzima imobilizada).

A enzima imobilizada nos suportes casca-nucleo de poli(divinilbenzeno-co-estireno)/PS e
PS/PS (casca-nucleo de poliestireno) foram os que apresentaram a maior atividade de esterificacéo,
quando comparado aos demais biocatalisadores. De acordo com as andlises de angulo de contato,
realizadas dos suportes antes da imobilizacdo, é possivel perceber que existe uma relacdo entre o grau
de hidrofobicidade do suporte e a atividade de esterificagdo. Os biocatalisadores que apresentaram a
maior atividade de esterificacdo correspondem aos suportes mais hidrofobicos (Tabela 9).

Assim como na atividade de hidrélise, também é possivel perceber a influéncia causada pelos
efeitos difusionais nas atividades de esterificagdo dos biocatalisadores; contudo, esse efeito é
relacionado ao decréscimo da atividade da enzima imobilizada e est presente nos suportes com carater
mais hidrofilico (Tabela 9). Nesses casos, 0 meio reacional (substrato), que tem carater apolar, tem
dificuldade de difundir através dos poros para o interior do suporte e do interior do suporte até o centro
ativo da enzima. Quando imobilizada em superficies hidrofilicas, a enzima apresenta menor exposic¢éo

do seu centro ativo.

Novamente foi possivel notar que o desempenho da enzima imobilizada, tanto na atividade de
hidrélise quanto na atividade de esterificacdo, depende da interacdo entre a enzima e suporte. Essa
interacdo esté relacionada a propriedades morfoldgicas dos suportes produzidos, como a rea superficial

especifica, o diametro médio de poro e o angulo de contato. Desse modo, como feito para as atividades
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de hidrolise, os pardmetros caracteristicos dos suportes foram analisados, relacionando-os com as

atividades de esterificacdo. Os resultados sdo apresentados nas Figuras 42, 43 e 44.
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Figura 42: Relacdo entre atividade de esterificacdo e Figura 43: Relacdo entre atividade de esterificacdo e
area superficial especifica dos suportes casca-nlcleo.  hidrofobicidade dos suportes casca-nucleo.

Observa-se que nos suportes que possuem um carater mais hidrofilico, a atividade de
esterificacdo da enzima imobilizada é minima, enquanto que nos suportes que possuem uma casca mais
hidrofébica, caso dos suportes com casca de poli(divinilbenzeno-co-estireno) e de PS, a atividade de
esterificacdo mostra-se mais elevada. Isso indica que 0s centros ativos das enzimas podem estar mais
expostos nos suportes hidrofébicos (Figura 43). Nas reagdes de esterificacdo a dgua ndo atua como
reagente, como é o caso da reacdo de hidrdlise, e sim como um inibidor competitivo. Deste modo,
suportes mais hidrofébicos possivelmente mantém a agua mais afastada do sitio ativo aumentando a
atividade de esterificacdo da enzima (atividade em condic¢Bes aquo-restrita). Na Figura 42 ndo é possivel

observar a existéncia de uma relacdo direta entre a area especifica e a atividade de esterificacéo.

Por meio da interagdo simultanea entre area especifica e grau de hidrofobicidade dos suportes,
é possivel observar a existéncia de uma relagdo com a atividade de esterificacdo da enzima imobilizada.
Como observado na Figura 44, suportes hidrofébicos, quando imobilizados com a enzima, apresentaram

uma maior atividade de esterificacdo, quando comparados a suportes mais hidrofilicos.
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Figura 44: Relacdo entre atividade de esterificacdo por area especifica e grau de hidrofobicidade dos suportes
casca-nucleo.

As enzimas imobilizadas nos suportes que possuem maior carater hidrofébico, PS/PS e
poli(divinilbenzeno-co-estireno)/PS, foram os suportes que imobilizaram uma menor concentragéo de
enzimas, segundo os dados apresentados na Figura 27. Contudo, foram os suportes que apresentaram o
melhor desempenho frente as reacdes de esterificacdo. Esse resultado corrobora com o fato de que as
caracteristicas morfoldgicas e de composicdo dos suportes estdo totalmente relacionadas com o
aparecimento dos efeitos difusionais, efeitos esses que sdo responsaveis pelas atividades apresentadas
pelos biocatalisadores.
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5. Conclusao

Foi possivel produzir polimeros com morfologia casca-nicleo com diferentes estruturas por
intermédio da técnica de polimerizacdo simultdnea em suspensao e emulsdo. Foi possivel copolimerizar
monbémeros com diferentes hidrofobicidades na casca, produzindo particulas casca-nucleo com
diferentes composicgdes, que puderam ser aplicados como suportes nas imobilizacfes da lipase B de
Candida antarctica.

Para determinacdo da composi¢cdo da casca é necessaria a utilizagdo de uma técnica mais
sensivel e elucidativa, como a analise de RMN de 13C e 'H. Foi observado que 0s comondmeros
selecionados resultaram em materiais menos hidrofébicos do que se imaginou. Por exemplo, o suporte
polimérico que continha 1-octeno em sua composicao, apresentou um carécter hidrofilico, contrapondo-
se com as expectativas, pois era esperado que a copolimerizagdo desse mondmero na casca viesse a
aumentar a hidrofobicidade das particulas poliméricas. Por isso, é possivel que o agente emulsificante
utilizado na receita da polimerizacdo em emulséo afeta a hidrofilicidade dos suportes de forma ainda

pouco compreendida.

O suporte de poli(cardanol-co-estireno)/PS resultou no menor recobrimento do ndcleo de PS e
na menor casca. A formagédo da casca é fungdo da reatividade e compatibilidade entre o material que
constitui o nacleo e o material da casca. O polimero com divinilbenzeno na composicdo da casca

apresentou a maior area especifica.

Observou-se que as propriedades morfoldgicas dos suportes poliméricos, como area especifica,
diametro médio de poros, volume de poros e grau de hidrofobicidade, sdo caracteristicas resultantes das
diferentes composicdes dos polimeros que compdem a casca. Observou-se ainda que esses parametros
influenciam de maneira distinta o desempenho cinético dos biocatalisadores (enzimas imobilizadas nos
suportes) nas reacdes de hidrolise e de esterificacdo, além de influenciarem também os pardmetros de

imobilizacdo, como a eficiéncia de imobilizacéo e a retengdo de atividade.

Sobre o desempenho dos biocatalisadores sintetizados, foi possivel notar que nas reacdes de
esterificacdo, os polimeros com carater mais hidrofobicos apresentaram as atividades mais elevadas,
como no caso dos biocatalisadores de PS/PS e os de poli(divinilbenzeno-co-estireno). Contudo nas
reacOes de hidrdlise, os biocatalisadores que possuem carater mais hidrofilico apresentaram uma maior
atividade, como o caso dos suportes de poli(cardanol-co-estireno)/PS e poli(benzoato de vinila-co-
estireno)/PS. Essas observaces estdo relacionadas ao fato de que em suportes mais hidrofobicos existe
uma maior interagéo entre as enzimas e o suporte, o0 que resulta em maior exposi¢do dos centros ativos
das enzimas. Ja nos suportes com maior carater hidrofilico, os centros ativos ndo estdo tdo expostos,

resultando em atividades mais baixas.
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Foi possivel observar que logo no inicio da imobilizacdo, ocorreu a adsorcdo de

aproximadamente 70% de enzima.

Das analises feitas em relacdo a interacdo das propriedades dos suportes (porosidade, area e
polaridade) com os pardmetros de imobilizacdo e com os resultados de atividade, foi possivel concluir
que o fato de um suporte resultar em uma alta eficiéncia de imobilizagdo ndo significa que esse
biocatalisador vai apresentar obrigatoriamente uma atividade alta. Esse fato foi observado nos
biocatalisadores contendo casca de poli(divinilbenzeno-co-estireno) e de PS. As enzimas suportadas
nesses suportes, embora ndo tenham imobilizado com rendimento elevado, foram biocatalisadores que

apresentaram a maior atividade de esterificacéo.

Assim, a atividade dos biocatalisadores esta relacionada a interagao entre os efeitos difusionais,
que levam a diminuicao da atividade das enzimas imobilizadas, e entre as caracteristicas das particulas
poliméricas utilizadas como suportes, como o didmetro dos poros, area especifica e hidrofobicidade das
particulas, juntamente com as caracteristica do meio reacional em que ocorrem as rea¢des de catalise

(se 0 meio é polar ou apolar).

5.1. Sugestdes para Trabalhos Futuros

Para trabalhos futuros, sugere-se realizar mudangas na metodologia utilizada nos processos de
imobilizac&o dos suportes, substituindo agitagdo magnética por um modo de agitacdo que néo altere a
morfologia casca-nlcleo das particulas poliméricas. Foi observado durante as imobilizagcBes que
variagdes na velocidade de agitacdo magnética causavam a quebra de algumas particulas. Existe uma

forte relacéo entre os pardmetros de imobilizacéo e a estrutura morfoldgica e moléculas das particulas.

Novas polimerizac¢Ges simultaneas devem ser realizadas aplicando mondmeros com alto e baixo
grau de hidrofobicidade para estudar a influéncia das propriedades desses suporte na imobiliza¢do

enzimatica.

A influéncia na diminuicdo da polaridade superficial das particulas poliméricas devido a
possivel presenca de agente emulsificante, empregados nas reacGes de polimerizacdo simultaneas em

suspensdo e emulsdo, devem ser avaliados. Tendo em vista que é uma espécie de dificil remocéo.

Finalmente, propfe-se avaliar as atividades dos biocatalisadores, obtidos nesse presente
trabalho, apds serem utilizados para catalisar reac6es de hidrélise e de esterificacdo. Ou seja, avaliar a

estabilidade apds o uso.
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Anexo A

As equacges utilizadas nesse presente trabalho para calcular as conversdes das reagOes de
polimerizacgdo simultaneas em suspensdo e emulsdo foram elaboradas por PINTO (2013). A seguir séo
mostradas as etapas necessarias para calcular a conversdo associada aos tempos de amostragem ao longo

das reac0es.

Primeiramente calcula-se a massa de monémero alimentada entre os intervalos de tempo de

amostragem, segundo a Equacdo 10.

AMygon aiim. = [V X (ty41 — ty) X p]

Equacdo 10: Massa de mondmero alimentada na etapa de emulsdo alimentada entre cada tempo de amostragem.

onde: Amyon a1im. € @ massa de mondmero alimentada na etapa de emulséo alimentada entre cada tempo
de amostragem; ¥V é a vazdo média entre dois tempos de amostragem; t, € o tempo de amostragem;
ty+1 € 0 tempo de amostragem no instante seguinte; p é a densidade dos monémeros alimentados
(Pestireno = 0,906 g/ml; Pbenzoato de vinita = 1,07 g/ml; P1-octeno = 0,715 g/ml;
Paivinitbenzeno = 0,913 g/mle pcaraanot = 0,9 g/ml).

Ao somar as massas de mondmero alimentadas entre os tempos de amostragem, é possivel
determinar a massa de mondmero que foi alimentada até o instante analisado Equagéo 11.
Mpyon.total.alim(N+1) = Mmon.alim.(N) + AMpyon.atim.

Equacdo 11: Massa total de mondmero alimentada até o instante N+1 na etapa de polimerizacdo em emulsao
alimentada.

onde: Muon totar.atim(n+1) € @ Massa total de monémero alimentada até o instante N+1; mMy0n qiim.(v)

é a massa de monémero alimentada até o instante N € Am ;o a1im. € @ Massa de mondmero alimentada

na etapa de emulsdo alimentada entre os tempos de amostragem N e N+1.

Em seguida € necessario calcular a porcentagem massica de cada componente presente no meio

reacional no tempo N+1. Para isso utiliza-se a Equagéo 12.
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My
%X =
mtotal(N+ 1)

Equacédo 12: Porcentagem massica de cada componente presente no meio reacional.

onde: % X é a porcentagem massica de cada componente presente no meio reacional no tempo N+1; m,.
€ a massa de cada componente no meio reacional e m,q;(v+1) € @ Massa total de reagentes presentes

no reator no instante N+1 e X corresponde a cada componente presente no meio reacional: iniciador da
etapa de polimerizacdo em suspensdo, agente de suspensdo, agente emulsificante, iniciador da etapa de

polimerizagdo em emulsdo, 4gua e bicarbonato de sodio.

Para calcular a massa total de reagentes presentes no reator no instante N+1, foi utilizada a
Equacéo 13.

Meotai(N+1) = Mmon.alim.(N+1) T Mmon.susp. T Mag.susp. T Minic.susp. T Mcarga mon. T Minic.emul.

+ memulsif. + memulsif. + Mpicarp. + mégua

Equacgdo 13: Massa total de reagentes presentes no meio reacional no tempo N+1.

onde, Moqi(v+1) € @ Massa total de reagentes presentes no reator no tempo N+1; Myon aiim.(v+1) € @
massa de mondmero alimentada até 0 tempo N+1; my,on sysp. € @ Massa de mondmero adicionada na
etapa de suspensdo; m,  sysp. € @ Massa de agente de suspensdo adicionada; Mmpc sysp. € @ Massa de
iniciador adicionada na etapa de suspensao; Mcqrga mon. € @ Carga inicial de mondémero adicionada na
etapa de emulsdo alimentada; m;,;cemyu; € @ Massa de iniciador adicionado na etapa de emulsdo;

Memuisis. € @ Massa de emulsificante usada na polimerizagdo em emulsdo; my;cq.p, € @ Massa de
bicarbonato usada na etapa de emulsdo; mgg4,, Massa de agua adicionada a reagdo, incluindo a

guantidade utilizada no preparo das solu¢des aquosas.
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Assim, para calcular a conversao nos intervalos analisados (N+1), foi utilizado a Equacéo 14.

Chy1 =
mseca_mhidroq._(mumidax % Ag.susp.)—(Mymiga X % Bicarb.)—(Mgmidax %Iemuls.)_(nltlmida_>< %Isusp.)_(mumidax Y%Emulsif.)
(1— %Isusp.— % Bicarb.— % Ag.susp.— %Agua—%Iemyis — NEMUlSif.)XMymida

Equacao 14: Calculo de conversdo para cada intervalo de tempo analisado.
onde, mg,., € @ massa da amostra seca depois de estabilizada, desconsiderando a massa da céapsula;
Mpiaroq. € @ Massa de hidroguinona presente na solugéo aquosa de hidroguinona 1%(p/Vv); Mgmiqq € @

massa da amostra apos retirada do reator e C,,, 1 € a conversdo em cada instante de tempo analisada.
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Anexo B

Nas figuras a seguir sdo apresentadas curvas cinéticas das reacdes de copolimerizagdo em massa
do mondmero estireno com 0s comondmeros 1-octeno, benzoato de vinila, cardanol e divinilbenzeno.
Também sdo apresentadas as curvas de distribuicdo de massas molares correspondentes as reacfes de

polimerizacdo em massa. O percentual dos comondmeros nas receitas sao de 1% e 5% em massa.
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—@— PS —@— Poli(estireno-co-1-octeno(1%) Poli(estireno-co-1-octeno(5%)

Figura 45: Cinética da polimerizacdo em massa do poli(estireno-co-octeno) comparadas com a cinética de
polimerizagcdo em massa do poliestireno (PS). Concentracdes do mondmero 1-octeno de: 1%, 5% em massa.
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Figura 46: Curvas de distribuicdo de massas molares das copolimerizagcdes em massa de estireno com 1% e 5% de
1-octeno.
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Figura 47: Cinética da polimerizacdo em massa do poli(estireno-co-benzoato de vinila) comparadas com a cinética
de polimerizacdo em massa do poliestireno (PS). Concentragfes do monémero benzoato de vinila de: 1% e 5%
em massa.
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Figura 48: Curvas de distribuicdo de massas molares das copolimeriza¢Ges em massa de estireno com 1% e 5% de
benzoato de vinila.
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Figura 49: Cinética da polimerizacdo em massa do poli(estireno-co-cardanol) comparadas com a cinética de
polimerizacdo em massa do poliestireno (PS). Concentra¢Ges do monémero cardanol de: 1% e 5% em massa.
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Figura 50: Curvas de distribui¢do de massas molares das copolimeriza¢cbes em massa de estireno com 1% e 5% de
cardanol.
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Figura 51: Cinética da polimerizacdo em massa do poli(estireno-co-divinilbenzeno) comparadas com a cinética de

polimerizacdo em massa do poliestireno (PS). Concentragdes do monémero divinilbenzeno (DVB) de: 1% e 5%
em massa.
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Figura 52: Curvas de distribui¢do de massas molares das copolimerizagdes em massa de estireno com 1% e 5% de
divinilbenzeno.
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Anexo C

A seguir sdo apresentadas as curvas de distribuicdo de tamanhos de particulas dos sobrenadantes
das reacOes de polimerizagdo simultdnea em suspenséo e emulséo.
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Figura 53: Distribuicdo de tamanhos de particulas do sobrenadante da reacio de PS/PS. Andlise realizada em
duplicata.
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Figura 54: Distribuicdo de tamanhos de particulas do sobrenadante da reagdo de poli(octeno-co-estireno)/PS.
Anélise realizada em duplicata.
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Figura 55: Distribuicdo de tamanhos de particulas do sobrenadante da reacdo de poli(divinilbenzeno-co-
estireno)/PS. Analise realizada em duplicata.
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Figura 56: Distribui¢do de tamanhos de particulas do sobrenadante da reacdo de poli(cardanol-co-estireno)/PS
(fase do topo). Andlise realizada em duplicata.
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Figura 57: Distribuicdo de tamanhos de particulas do sobrenadante da reacdo de poli(benzoato de vinila-co-
estireno)/PS. Analise realizada em duplicata.
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Anexo D

Sao apresentados os espectros de FTIR das amostras dos polimeros casca-nucleo.
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Figura 58: Espectros de FTIR das particulas poliméricas usadas nas imobilizaces da CAL-B.
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Anexo E

Curva de padrdo de albumida de soro bovino (BSA) realizada no UV-vis no comprimento de

onda (M) de 595 nm utilizada nos ensaios de cinética de imobiliza¢do baseada na dosagem de proteina.
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Figura 59: Curva padrdo no UV-vis de BSA, utilizada para dosagem de proteina presente nos sobrenadantes
colhidos durante as imobilizacdes.
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