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“Quando voa o condor
Com o céu por detras
Traz na asa um sonho
Com o céu por detras
Voa condor

Que a gente voa atras
Voa atras do sonho
Com o céu por detras”

(Oswaldo Montenegro)
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Resumo da Dissertacdo apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos

necessarios para a obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias (M.Sc.)

INFLUENCIA DE VARIAVEIS OPERACIONAIS NA MORFOLOGIA DE
SUPORTES ENZIMATICOS PREPARADOS POR POLIMERIZACAO EM
SUSPENSAO-EMULSAO

Martina Costa Cerqueira Pinto
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Denise Maria Guimaraes Freire

Programa: Engenharia Quimica

Novas particulas poliméricas foram sintetizadas com auxilio da técnica de
polimerizacdo em suspensdo e emulsdo simultaneas. O foco principal do trabalho foi a
sintese de particulas casca-nucleo de poliestireno e o0 estudo sobre como as condicdes
reacionais afetam a morfologia das particulas, procurando entender como a porosidade e
a area especifica dependem da concentracdo de iniciador, concentracdo de surfactante,
vazdo de alimentacdo e quantidade de monémero alimentada. Além disso, foi avaliado o
emprego das particulas como suporte nos processos de imobilizacdo da lipase B de
Candida antarctica, mostrando-se como a morfologia das particulas afeta os parametros
de imobilizacdo. Observou-se que todas as variaveis operacionais afetam a morfologia
dessas particulas. Percebeu-se, mais especificamente, que o aumento da area especifica
esta atrelado principalmente ao aumento da quantidade de particulas depositadas sobre o
nicleo e ndo a morfologia das particulas emulsificadas. Modelos também foram
desenvolvidos para descrever as atividades dos biocatalisadores produzidos como
funcdo da morfologia dos suportes empregados e das variaveis operacionais envolvidas

na etapa de polimerizacdo.
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INFLUENCE OF OPERATING VARIABLES ON THE MORPHOLOGY OF
ENZYME SUPPORTS PREPARED BY SUSPENSION-EMULSION
POLYMERIZATION

Martina Costa Cerqueira Pinto

March/2013
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Department: Chemical Engineering

Polymer particles were synthesized by suspension-emulsion polymerization. The
main objective of the present work was to understand how the operation conditions
affect the final particle morphology made from polystyrene, focusing on how porosity
and specific area depend on initiator concentration, surfactant concentration, feeding
flow rate and monomer load. Produced particles were employed as supports in lipase B
from Candida antarctica immobilization processes, in order to comprehend how the
morphology of the produced particles affects the immobilization parameters. It was
observed that all operating variables influence the particles morphology, but it was
noticed that the increase of the specific area depends mainly on the increase of the
amount of particles deposited on the shell and not on the morphology of the emulsified
particles. Finally, empirical models were developed to describe the performance of the

biocatalysts as a function of the support morphology and the operating variables.
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Capitulo I — Introducéo

Capitulo |

Introducao

1.1. Introducéo

As enzimas vém sendo amplamente empregadas em diferentes processos, na
industria alimenticia, téxtil, farmacéutica, na inddstria de papel e no setor agricola
(BUCHERT et al., 1994; SCHMID et al., 2002; BEILEN e LI, 2002; VELLARD, 2003;
CHEN et al., 2007¢c; ACOSTA-MARTINEZ et al., 2007; CHALAMAIAH et al., 2012).
Destaca-se também a atencdo que 0s processos enzimaticos vém recebendo por parte do
setor de combustiveis, em funcdo da busca por processos sustentaveis e por alternativas
aos compostos de origem fossil (BEILEN e LI, 2002; RIBEIRO et al., 2011). Nas
ltimas décadas, houve um crescimento expressivo na comercializacdo global de
enzimas, mercado este que devera atingir $7 bilhdes em 2013 (HASHEMI et al., 2012).
Com relacdo especificamente ao mercado de enzimas no Brasil, observa-se uma grande
defasagem em relacdo aos mercados mundiais. Em 2005, o mercado externo brasileiro
foi avaliado em 147,2 milhdes de dolares (3,7% do mercado internacional), sendo 126,6
milhdes de dolares em importacoes e 20,6 milhdes em exportacdes (BON et al., 2008).

Os processos enzimaticos, em geral, apresentam baixo impacto ambiental e
baixo custo energético, uma vez que normalmente empregam condi¢cdes operacionais
mais brandas e geram produtos mais puros, em funcdo da elevada especificidade e
seletividade das enzimas. No entanto, uma grande desvantagem desses processos reside
no custo elevado dessas proteinas. Além disso, as enzimas, em geral, séo utilizadas em
processos conduzidos em fase homogénea. Dessa forma, a cada operacdo realizada ha
necessidade de repor o catalisador perdido ao final da reacdo. Uma alternativa para este
problema consiste no emprego das enzimas na forma imobilizada (FREIRE, 1988;
MATEO et al., 2007).

A imobilizacdo enzimética consiste no confinamento da enzima a suportes

insollveis em meio aquoso, por meio de mecanismos de adsor¢édo fisica, ligagdo de
1
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carater covalente, encapsulamento ou reticulacdo (TAN et al., 2010). O emprego de
enzimas na forma imobilizada € muito vantajoso em rela¢do aos processos enzimaticos
usuais, pois permite a reutilizagdo das enzimas, viabiliza a realizacdo de operacOes
continuas e permite o uso de volumes reacionais reduzidos. Além disso, diversas
propriedades enzimaticas podem ser potencializadas com a imobilizagdo, como
atividade, seletividade, especificidade, estabilidade e diminuicdo de inibicdes
ocasionadas pelo proprio meio reacional (FREIRE, 1988; MATEO et al., 2007).

No entanto, para empregar um material como suporte na imobilizacdo
enzimatica, 0 mesmo deve apresentar algumas caracteristicas especificas, como ser
insolivel em meio aquoso, apresentar elevada interacdo com a enzima (de forma a
evitar a dessor¢do, mas sem provocar a desativacdo do sitio ativo) e ser estavel
mecanicamente. Assim, diversos materiais podem ser empregados como suporte, como
compostos inorganicos (silica, alumina, apatita), polimeros naturais (dextrana e
celulose) e polimeros sintéticos (poliacrilamida, poliestireno). Porém, cada enzima
interage de maneira particular com cada tipo de suporte, apresentando atividade
caraceristica apds a imobilizacdo, a depender do suporte utilizado. Nesse contexto, 0s
polimeros sintéticos tém recebido especial destaque, uma vez que sdo de facil producao
e, em geral, apresentam baixo custo de sintese. Além disso, algumas das suas
caracteristicas podem ser manipuladas para viabilizar uma melhor interacdo entre a
enzima e 0 suporte, como composi¢cdo, porosidade, tamanho caracteristico e a
funcionalidade da superficie, com a introducdo de grupamentos quimicos especificos
(KAHRAMAN et al., 2007; BESTET]I, 2009).

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou o desenvolvimento de novas
particulas poliméricas, visando a emprega-las como suporte para a imobilizacdo de
enzimas. A etapa de producdo das particulas foi baseada na técnica de polimerizacdo em
suspensdo e emulsdo simultaneas, que possibilita a sintese de particulas porosas. O
presente trabalho englobou néo sé a producgéo das particulas poliméricas, mas buscou
também compreender como a morfologia das particulas é afetada pelas condicbes
operacionais envolvidas durante a etapa de polimerizacdo. Avaliou-se também como a
morfologia das particulas poliméricas modifica os pardmetros de imobilizagdo, como
rendimento de imobilizacdo e retencdo de atividade. Os biocatalisadores sintetizados
(no presente trabalho, o termo biocatalisador é associado ao suporte com a enzima

adsorvida; ou seja, a enzima ja imobilizada) também foram avaliados quanto ao
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desempenho apresentado em reacGes de hidrélise do p-nitrofenil laurato e reacfes de
esterificagdo do acido oleico e etanol. A enzima utilizada ao longo de todo o trabalho foi
a lipase B de Candida antarctica (CAL-B), enzima capaz de catalisar uma ampla série
de reacOes, sendo empregada na sintese de biodiesel e na resolucdo de farmacos, por
exemplo. O mon6émero empregado na etapa de polimerizacdo foi o estireno, pois
apresenta elevado grau de hidrofobicidade, de reatividade e gera polimeros com alta
resisténcia mecanica.

A etapa correspondente a sintese das particulas poliméricas foi realizada no
Laboratorio de Engenharia de Polimerizacdo do Programa de Engenharia Quimica da
COPPE (EngePol/PEQ/COPPE). J& as etapas de imobilizacdo enzimatica, de
determinacdo dos parametros de imobilizacdo e de avaliacdo dos desempenhos dos
biocatalisadores foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia Microbiana do
Instituto de Quimica (LaBiM/IQ).

1.2.  Objetivo da Dissertacao

1.2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho visa ao desenvolvimento de novas particulas poliméricas e a

avaliacdo do seu uso como suporte para a sintese de biocatalisadores.

1.2.2. Obijetivo Especifico

O presente trabalho visa, mais especificamente, a aprofundar o estudo a respeito
dos efeitos reacionais sobre a morfologia das particulas, procurando entender como a
porosidade e a area especifica das particulas dependem das concentragdes de iniciador e
de emulsificante, além da vazdo de alimentacdo do mondémero e da quantidade de
mondémero alimentada durante a etapa de polimeriza¢do. Além disso, busca-se mostrar
como a porosidade e a area especifica das particulas afetam os parametros de
imobilizacdo, como rendimento de imobilizacdo e retencdo de atividade. Buscou-se
também construir modelos empiricos capazes de descrever as atividades dos
biocatalisadores produzidos em funcdo das propriedades morfologicas dos suportes

utilizados e das varidveis operacionais envolvidas na etapa de polimerizagdo. Vale
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ressaltar que os bicatalisadores desenvolvidos podem ser aplicados em diferentes areas,

visando a sintese de biodiesel ou & produc¢do de farmacos, por exemplo.

1.3. Estrutura da Dissertacao

A dissertacdo esta estruturada em cinco capitulos, incluindo esta introducéo, dois
apéndices e as referéncias bibliograficas. A seguir sera realizada uma breve descricéo de
cada capitulo e dos apéndices que compdem o trabalho.

No Capitulo 11 é apresentada uma ampla reviséo bibliogréafica, sendo destacados
0s mecanismos envolvidos na polimerizacdo em suspensdo e na polimerizacdo em
emulsdo. Em seguida, sdo apresentados os principais estudos disponiveis na literatura
em relacdo a sintese de particulas com estrutura casca-nlcleo e a técnica de
polimerizagdo em suspensdo e emulsdo simultaneas. Sdo descritas também as principais
técnicas de imobilizacdo enzimética. Os estudos j& realizados que utilizaram particulas
poliméricas porosas para a imobilizacdo de lipases, especialmente da CAL-B, também
sdo destacados. Por fim, sdo apresentados os trabalhos presentes na literatura técnica
que empregaram as particulas poliméricas com estrutura casca-nlcleo, sintetizadas a
partir do processo de suspensdo e emulsdo simultaneas, para a imobilizacdo enzimatica.

No Capitulo Il é mostrada a metodologia experimental adotada na etapa de
sintese das particulas casca-nicleo por polimerizagdo em suspensdo e emulsdo
simultdneas. S0 mostradas também as técnicas de caracterizacdo das particulas
poliméricas, como cromatografia de permeacdo em gel (GPC), microscopia eletrénica
de varredura (MEV), microscopia éptica, calorimetria exploratoria diferencial (DSC),
de determinacdo da area especifica das particulas, da distribuicdo de tamanhos das
particulas do sobrenadante e da distribuicdo de tamanhos das particulas empregadas
como suporte na imobilizagdo. E mostrada também a metodologia experimental
utilizada na etapa de imobilizagdo enzimatica e as técnicas usadas para determinagdo
dos pardmetros de imobilizacdo e para avaliagdo das atividades de hidrolise e de
esterificacdo dos biocatalisadores produzidos. As etapas envolvidas na analise estatistica
também sdo descritas neste capitulo.

No Capitulo IV sdo mostrados os resultados obtidos na etapa de polimerizacéo,
assim como todas as caracterizacOes de todas as particulas produzidas. Sao apresentados
também os resultados encontrados na etapa de imobilizacdo enzimatica, englobando as
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cinéticas de imobilizacdo, os pardmetros de imobilizacdo e o0s desempenhos dos
biocatalisadores nas reacdes de hidrélise e de esterificacdo. O desenvolvimento dos
modelos empiricos também é realizado neste capitulo.

No Capitulo V sdo apresentadas as principais conclusGes encontradas a partir dos
resultados obtidos no trabalho. Séo feitas também algumas sugestdes para trabalhos futuros.

No Apéndice A sdo mostrados os calculos envolvidos na analise cinética referente a
cada reacdo de polimerizacdo realizada. Assim, sdo apresentadas as equagfes necessarias
para a determinacdo da conversdo de mondémero em cada ponto de amostragem. As
evolucdes das conversdes dos blocos de reagdo em que ocorreu variacdo da quantidade de
emulsificante e da quantidade de iniciador também sdo mostradas.

No Apéndice B sdo apresentadas as analises de calorimetria exploratéria diferencial
das particulas poliméricas sintetizadas que permitiram a determinacdo das temperaturas de

transicdo vitrea da cada material produzido.
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Capitulo 11

Revisao Bibliografica

O objetivo deste capitulo é descrever 0s principais mecanismos de
polimerizacdo, com énfase nos processos em suspensdo, emulsdo e suspensdo-emulsdo
simultaneas. Em seguida, sdo abordados os diferentes métodos de imobilizacdo
enzimatica. Por fim, sdo apresentados os trabalhos em que as particulas poliméricas,
principalmente as particulas casca-ndcleo, sdo utilizadas como suporte para

imobilizacdo de enzimas, focando na imobilizacdo da lipase CAL-B.
2.1. Mecanismos dos Processos de Polimerizacéo

Os polimeros sintéticos podem ser obtidos a partir de uma série de mecanismos
de polimerizacdo. A depender do mecanismo envolvido na reacédo, é possivel classificar
as reacdes de polimerizacdo em dois grandes grupos: polimerizacdo em etapas, que
envolve a reacdo entre 0s grupos funcionais presentes nos monémeros; e, polimerizacéo
em cadeia, que engloba as reagdes em que ha adicdo sequencial de mondmeros as
cadeias poliméricas, sendo iniciadas pela presenca de espécies reativas (iniciadores),
como céations, anions, compostos de coordenacdo ou radicais livres (KIPARISSIDES,
1996; ODIAN, 2004).

Os processos de polimerizacdo podem ser classificados, em geral, em dois
grandes grupos: processos homogéneos e processos heterogéneos. O primeiro grupo
engloba polimerizagdes conduzidas em uma unica fase (polimerizagdo em massa ou
solucdo). Nos processos heterogéneos ou o polimero produzido € insoldvel no meio
reacional (polimerizacdo por precipitagdo) ou a polimerizacdo ocorre com a presenca de
ao menos duas fases (polimerizacdo em emulséo, por exemplo) (KIPARISSIDES, 1996;
ODIAN, 2004).

Os processos heterogéneos, que englobam 0s processos em suspensao, emulséo,

precipitacdo, dentre outros, sdo empregados para a sintese de particulas poliméricas.
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Nesses sistemas, € normalmente mais facil a manipulacdo do material polimérico final
(suspenso numa fase continua) e também a operacdo do processo de polimerizagéo,
reduzindo os problemas relacionados com viscosidades elevadas e com descontroles
térmicos (DOWDING e VICENT, 2000; ODIAN, 2004).

Cada tipo de processo heterogéneo origina particulas com propriedades
diferenciadas, que podem ser aplicadas para os mais diferentes fins. Além disso, é
possivel realizar a combinacdo dos processos apresentados, havendo a sintese de
particulas com caracteristicas ainda mais peculiares (LENZI, 2002; LENZI et al., 2003).
Dessa forma, particulas poliméricas esféricas ou irregulares sdo produzidas,
apresentando didmetro médio que pode variar de 10 nm a 1-2 mm (ARSHADY, 1992;
QIU et al., 2001). Os produtos resultantes desses processos apresentam enorme
aplicabilidade na area médica, odontoldgica e de bioprocessos, como na sintese de
cimentos dsseos, na producao de particulas para uso em embolizacdo vascular ou como
suporte para imobilizacdo enzimatica (PEIXOTO et al., 2006; SANTOS, 2007;
BESTETI, 2011). Segundo dados de 2003, mais de 10 milhGes de toneladas de
polimeros séo produzidos anualmente em todo 0 mundo por processos de polimerizacao
heterogéneos (ANTONIETTI e TAUER, 2003).

Os suportes sintetizados no presente trabalho sdo produzidos a partir da técnica
de polimerizacdo em suspensdo e emulsdo simultaneas. Dessa forma, esses dois

processos sdo estudados com mais detalhe a partir da secdo 2.1.2.

2.1.1. Polimerizacdo em Cadeia via Radicais Livres

O mecanismo da polimerizacdo em cadeia, como ja mencionado, € iniciado a
partir da presenca de uma espécie reativa (o iniciador) no meio reacional. No presente
trabalho, as espécies reativas sdo radicais livres gerados a partir da decomposicao
térmica dos iniciadores adicionados ao meio.

Esse tipo de polimerizacdo envolve pelo menos trés etapas basicas que ocorrem
simultaneamente ao longo da reacdo. Outras etapas podem também ocorrer, a depender
da reacdo particular estudada. Cada uma dessas etapas € apresentada de maneira

simplificada a sequir.
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1)

1)

V)

Etapa de iniciacao: nesta fase sdo gerados os radicais livres, responsaveis
pelo inicio da reagdo de polimerizagdo (KIPARISSIDES, 1996).

| — 2R’

R'+M —> P/

Etapa de propagacdo: envolve as reacdes de crescimento da cadeia
polimérica, nas quais ocorre a adicdo do monémero ao centro radicalar
(KIPARISSIDES, 1996).

P,+M — P

Etapa de terminacdo: engloba as reacGes de término do crescimento da
cadeia a partir da reacdo entre dois centros radicalares (KIPARISSIDES,
1996; BROOKS, 2010). A etapa de terminacdo pode ocorrer por
combinacdo, em que duas espécies radicalares em crescimento se
combinam gerando uma cadeia saturada, ou por desproporcionamento,
em gue um hidrogénio de uma espécie é transferido para a outra espécie,
provocando o seu término, sendo geradas uma espécie insaturada e outra
saturada (ODIAN, 2004).

I:)n + F)m — Pn+m

I:)n* + F)m* — P, + Py

Etapa de Transferéncia de Cadeia: esta etapa pode ocorrer ou nao, a
depender da polimerizacdo estudada, e envolve a transferéncia de um
atomo de hidrogénio do agente de transferéncia de cadeia para a cadeia
em crescimento, ocorrendo o término de uma cadeia e a geracdo de outra
espécie ativa. As espécies usualmente empregadas como agentes de
transferéncia de cadeia sdo solventes, o préprio monémero ou outras
espécies adicionadas ao meio, usualmente portadoras de atomos de

hidrogénio acidos, como alcoois e mercaptanas (BROOKS, 2010).

P, +T — P, +T
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As etapas descritas acima ocorrem em ambos 0s processos de polimerizagédo
estudados no presente trabalho, tanto na etapa em suspensdo quanto na etapa em
emulsdo. N&o héa indicios de que a etapa de transferéncia de cadeia seja importante nas

reacOes de estireno investigadas.

2.1.2. Processos de Polimerizagdo em Suspensao

A polimerizacdo em suspensdo classica apresenta um ou mais mondmeros
insolGveis em meio aquoso, contendo um iniciador soluvel na fase orgénica. A fase
monomeérica é dispersa em uma fase continua, geralmente aquosa, sob forte agitacéo,
havendo o uso de estabilizantes ou agentes de suspensao para manter a estabilidade do
meio disperso. As goticulas de mondmero sdo, entdo, convertidas paulatinamente a
particulas poliméricas que, com o avancar da reagdo, tornam-se viscosas e pegajosas,
adquirindo aspecto sélido ao final da reacdo. Assim, a polimerizacdo em suspensdo é
semelhante a um conjunto de micro-reatores, em que cada goticula atua como um reator
operando uma polimerizacdo em massa (ARSHADY, 1992; MACHADO et al., 2007).
A temperatura na qual essas reacdes sdo usualmente conduzidas encontra-se na faixa
(50-100)°C (ARSHADY, 1992).

A técnica de polimerizacdo em suspensdo apresenta algumas desvantagens,
qguando comparada as demais técnicas de polimerizacdo: menor produtividade em reator
de mesma capacidade, quando comparada a polimerizacdo em massa; maior consumo
de &gua; possivel incrustacdo de material polimérico nas paredes do reator e do
impelidor, quando comparada a polimerizacdo em solucdo; ndo ha processo continuo
viavel para ser empregado comercialmente até 0 momento, por conta dos problemas de
incrustagdo (VIVALDO-LIMA et al., 1997).

No entanto, o processo de polimerizacdo em suspensao retine também diversas
vantagens em comparag¢do com os demais processos de polimerizagdo (massa, solucao e
emulsdo): as taxas de reagcdo sdao maiores, quando comparadas as da polimerizacdo em
solucéo, pois cada goticula funciona como um reator em massa, havendo um aumento
da concentragdo de mondmero no interior de cada uma; baixos niveis de impureza no
produto final, quando comparada a emulsdo, uma vez que as particulas sao
relativamente grandes, em geral (20-500) um, e a separacdo do produto final ocorre

facilmente por sedimentacdo, ndo havendo a necessidade de adicdo de coagulantes;
9
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baixa viscosidade do meio reacional, mesmo a altas conversdes; maior facilidade para
remover o calor ao longo da reagdo, sendo mais eficaz o controle de temperatura; baixo
custo para separacdo das particulas ao final do processo, quando comparada com as
polimerizacdes em emulsdo, em funcdo novamente da faixa de tamanho das particulas;
ao final da reacdo, sdo obtidas particulas esféricas com tamanho e forma relativamente
homogéneos. Dessa maneira, esse processo é utilizado para a sintese de diversas resinas
poliméricas comerciais importantes, como poliestireno e copolimeros, poli(metacrilato
de metila) e copolimeros, poli(cloreto de vinila) e copolimeros, dentre outros
(VIVALDO-LIMA et al., 1997; MACHADO et al., 2007).

2.1.2.1. Tipos de Processo de Polimerizagdo em Suspensao

A forma como o processo de polimerizacdo é conduzido influi de forma
significativa na cinética da reacdo, na morfologia e na homogeneidade das particulas
produzidas. Dessa forma, é possivel destacar seis tipos distintos de processos em

suspensao:

I.  Polimerizacdo em suspenséo tipo pérola

Neste sistema de polimerizacdo, o polimero é sollvel no seu
mondmero. Inicialmente, o sistema comporta-se Como uma suspensao
de um liquido em outro liquido. Com o decorrer da reacdo, ocorre um
aumento na viscosidade da fase dispersa. Neste momento, em funcéo
do carater pegajoso das particulas, o controle para evitar a
aglomeracdo das particulas torna-se critico. Por fim, as particulas
assumem uma forma rigida e o fenbmeno de coalescéncia
praticamente deixa de existir, caso a suspensdo seja estavel. Caso
contrario, ocorre a coalescéncia generalizada das particulas, havendo
a formacgdo de uma massa polimérica sem forma. Assim, o limite que
divide as duas Ultimas transicbes é conhecido por ponto de
identificacdo da particula, a partir do qual ndo é mais possivel
controlar a distribuicdo de tamanho das particulas (KIPARISSIDES,
1996; MACHADO et al., 2007). A polimerizacdo do tipo pérola ou

10
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classica é a empregada no presente trabalho na etapa da

polimerizag¢&o em suspensdo, e sera descrita na se¢éo 2.1.5;

Polimerizacdo em suspensdo tipo granular

Este tipo de polimerizacdo envolve processos nos quais o polimero
ndo é soltivel no mon6émero. Desta forma, o polimero precipita com o
decorrer da reagdo. Ao final do processo sdo obtidos grédos ou pés
opacos e irregulares (MACHADO et al., 2007);

Polimerizacdo em massa-suspensao ou semi-suspensao

Este processo de polimerizacdo engloba duas etapas. Inicialmente, é
realizada uma polimerizacdo em massa, até que um determinada
conversao seja atingida (25-30)%. Em seguida, o meio reacional
viscoso é conduzido a outro reator, contendo agua e estabilizante,
onde é, entdo, realizada a polimerizagdo em suspensdo. A reacdo €
conduzida até gque se atinja a conversao desejada (MACHADO et al.,
2007);

Polimerizacdo inversa

Na polimerizacdo inversa, ha a dispersdo de monémeros sollveis em
agua, como acrilamida e acido acrilico, em um meio organico. A
iniciacdo ocorre termicamente ou quimicamente, a partir de radicais
livres oriundos de um azocomposto ou percomposto solivel em agua
(ODIAN, 2004; MACHADO et al., 2007);

Polimerizacdo em microssuspensao

Neste processo, elevadas conversdes sdo atingidas, como no processo
em emulsdo. A microssuspensdo é semelhante a polimerizacdo em
suspensdo tipo pérola, diferindo em relagdo ao tamanho das gotas
monoméricas, em torno de 1 um, em funcdo da combinacdo de
grandes quantidades de estabilizantes e altas taxas de cisalhamento
(ODIAN, 2004; MACHADO et al., 2007);

11
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VI. Polimerizacdo via radicais livres viva ou controlada em suspensdo

Embora a polimerizacdo em suspensdo classica apresente uma serie
de vantagens, uma limitagdo desta técnica sdo as elevadas massas
molares e as largas distribuicbes de massas molares obtidas ao final
do processo. Esses aspectos dificultam alguns tipos de processamento
e usos. Assim, a polimerizagdo radicalar viva ou controlada vem
sendo aplicada em reagdes em suspenséo, objetivando a reducgédo das
massas molares e o estreitamento das curvas de distribui¢do de massa
molar. Neste tipo de polimerizacdo, as reacdes de terminacao e outras
reacbes que provocam a “morte” das cadeias poliméricas em
crescimento s&o inibidas ou completamente suprimidas com a adigéo
de compostos reguladores (CUNNINGHAM, 2008; KIM et al.,
2012).

2.1.2.2. Iniciadores

Os iniciadores empregados na polimerizacdo em suspensao classica sao soltveis
na fase organica monomérica, onde ocorre a reacdo de polimerizacdo (ODIAN, 2004).
Os iniciadores geralmente empregados sdo iniciadores do tipo perdxidos organicos,
como peroxido de benzoila, e azocompostos, como azobis(isobutironitrila), pois sdo
usualmente sollveis na fase orgénica. Em geral, o teor de iniciador encontra-se na faixa
de (0,1 - 0,5) % em massa de monémero empregada na polimerizacdo (VIVALDO-
LIMA et al., 1997).

Ao longo da reacdo, 0s iniciadores sdo decompostos, termicamente,
fotoquimicamente ou por reacGes de oxi-reducdo, gerando radicais livres (ODIAN,
2004). No entanto, nem toda espécie radicalar gerada no meio reacional participa de
forma efetiva da reagdo, originando novas cadeias poliméricas. Isso ocorre porque as
espécies presentes no meio, como mondmeros e solventes, interagem com os radicais e
formam uma espécie de capa ao redor dos mesmos. Dessa forma, a difusdo dos radicais
para fora desta espécie de “gaiola” € dificultada, inviabilizando, entdo, a formacao de
novas cadeias poliméricas. Esse efeito é conhecido por Efeito Gaiola e ¢ um dos
responsaveis pela presenca de monémero residual nesses sistemas e pela queda da

eficiéncia do sistema de iniciagdo (ARAUJO et al., 2002; ODIAN, 2004).
12
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2.1.2.3. Efeitos Gel e Vitreo

Com o decorrer da reacdo de polimerizacdo e 0 aumento da conversao, ocorre 0
aumento continuado da viscosidade do meio. Dessa forma, a mobilidade das cadeias em
crescimento diminui, havendo uma queda significativa nas taxas de terminacao.
Consequentemente, ocorre um aumento liquido das taxas de polimerizagéo, resultando
em uma autoaceleracdo da reacdo. Esse efeito é chamado de efeito gel e pode provocar
inclusive o descontrole térmico do sistema polimérico (KALFAS e RAY, 1993;
KIPARISSIDES, 1996).

Em contrapartida, o aumento da viscosidade pode provocar um aumento
expressivo nas resisténcias difusionais do meio, ocasionando a queda da mobilidade das
cadeias poliméricas e das moléculas de mondmero. Dessa maneira, ocorre uma queda
também da constante cinética de propagacao, reduzindo as taxas liquidas de reacdo. O
efeito vitreo, como é conhecido este fendmeno, s6 se mostra evidente em
polimerizacdes que sdo conduzidas abaixo da temperatura de transicdo vitrea do
polimero, provocando a paralisacdo reacional em conversdes abaixo de 100%
(KIPARISSIDES, 1996).

2.1.2.4. Fatores Influentes na Distribui¢cdo de Tamanhos de Particula

A distribuicdo de tamanhos de particula afeta diretamente as propriedades finais
dos materiais poliméricos produzidos (BROOKS, 2010). Sabe-se que a distribuicdo de
tamanhos das gotas monoméricas e, consequentemente, a distribuicdo das particulas
poliméricas formadas sdo resultado dos fendmenos de quebra e coalescéncia das gotas
monoméricas ao longo da reacdo. Esse mecanismo pode ser alterado a partir de
modificacdes da velocidade de agitacdo imposta ao sistema, da forma e do tamanho do
reator, da forma do impelidor, da viscosidade de ambas as fases presentes no meio, da
concentracdo e do tipo do estabilizante utilizado. O efeito de cada um dos fatores é

apresentado a sequir.

I. Estabilizante ou Agente de Suspensdo — Nas polimerizagdes em
suspensdo geralmente sdo adicionadas pequenas quantidades de um

agente de suspensdo ou estabilizante. A funcdo deste composto é
13
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evitar a coalescéncia das gotas ao longo da polimerizacdo, pois
diminui a tensdo interfacial, e também evita a aglomeracdo de
particulas parcialmente polimerizadas durante a reagdo, a partir da
formacdo de uma espécie de filme ao redor das particulas
(ARSHADY, 1992; VIVALDO-LIMA et al., 1997; MACHADO et
al., 2007). A concentragdo e o tipo de estabilizante utilizado também
sdo responsaveis pela distribuicdo de tamanhos das particulas. Os
agentes de suspensédo usualmente utilizados sao polimeros solGveis em
meio aquoso, como poli(alcool vinilico) e poli(vinilpirrolidona), ou
particulas inorganicas, como carbonato de célcio ou sulfato de bério.
Surfactantes também podem ser utilizados, em baixas concentraces,
com funcdo estabilizante (ARSHADY, 1992; DOWDING e VICENT,
2000).

Velocidade de Agitagdo — E realizada uma vigorosa agitagdo do meio
ao longo de toda a reacdo. Dessa forma, ocorre a “quebra” da fase
monomérica em pequenas gotas com forma esférica (para minimizar a
energia resultante da tenséo interfacial). No entanto, apenas a agitacao
do meio ndo é suficiente para manter a dispersdo estavel, sendo
também usados estabilizantes, como mencionado anteriormente. O
aumento do grau de agitacdo, em geral, provoca uma diminuicdo das
gotas monomeéricas, em fungdo das maiores tensdes de cisalhamento.
No entanto, estudos também mostram que uma maior agitacdo pode
provocar um aumento das taxas de coalescéncia das gotas, havendo,
entdo, um aumento no tamanho das particulas (VIVALDO-LIMA et
al., 1997; RAMIREZ e HERRERA-ORDONEZ, 2007).

Tamanho e forma do reator e do impelidor — A depender da forma do
reator e do tipo de impelidor, os fendbmenos de quebra e coalescéncia
sdo concentrados em determinadas regides do reator, pois perfis
espaciais diferentes de cisalhamento sdo formados no interior do vaso
de reacdo. Dessa forma, reatores e impelidores diferentes dao origem a

distribuicdes de tamanhos de particula distintas (ARSHADY, 1992;
14
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DOWDING e VICENT, 2000). Vale destacar que a presenca ou
auséncia de chicanas também pode provocar alteragdes nas
distribuicbes de tamanhos de particula (LENZI, 2002).

IV. Viscosidade — O aumento da viscosidade da fase continua, por
intermédio da adicdo de gomas xantana ou gelatina, por exemplo,
provocam uma diminuicdo na frequéncia de colisdo das gotas
monoméricas, aumentando a estabilidade das goticulas. Efeito
semelhante é observado com o aumento da viscosidade da fase
dispersa, que pode ser alcancado a partir de solubilizacdo do préprio
polimero no monémero em questdo. Logo, ao aumentar a estabilidade
das goticulas, novos perfis de distribuicdo de tamanhos de particula
sdo gerados (DOWDING e VICENT, 2000).

2.1.3. Processos de Polimerizagdo em Emulsao

A polimerizagcdo em emulsdo, apesar de apresentar algumas similaridades com a
polimerizag&o em suspensdo, possui também diferengas mecanisticas e reacionais. Esses
processos de polimerizacdo diferem em relacdo ao tipo de iniciador utilizado nas
reacOes, ao tamanho das particulas produzidas, a massa molar das cadeias poliméricas
geradas e aos mecanismos de transferéncia de massa que envolvem as diferentes
espécies do meio reacional (ODIAN, 2004). Os principais componentes da
polimerizacdo em emulsdo sdo a fase monomérica, geralmente constituida por um ou
mais mondmeros insolUveis em meio aquoso, um meio dispersante, em geral agua, um
iniciador soltvel na fase aquosa e emulsificantes (WANG et al., 1994; ODIAN, 2004).
Outros componentes podem ser adicionados ao meio, como bicarbonato de sédio, com o
objetivo de conferir maior estabilidade ao latex, caso ocorram varia¢6es no pH ao longo
da reacdo (LENZI, 2002). As particulas geradas por esse processo apresentam diametros
médios entre (50-300) nm (QIU et al., 2001).

Diversos materiais podem ser sintetizados a partir do processo de polimerizacéo
em emulsdo, como poli(acetato de vinila); copolimeros resultantes da reacdo de
butadieno, estireno e acrilonitrila; polimetacrilatos; poli(cloreto de vinila); e

poliacrilamidas (ODIAN, 2004). Assim, os polimeros resultantes podem ser
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empregados para os mais diferentes fins, como em revestimentos, tinturas, adesivos,
borrachas, recheios de colunas cromatograficas, liberacdo controlada de farmacos,
dentre outros (WANG et al., 1994).

A polimerizacdo em emulsdo apresenta uma série de vantagens em relacdo aos
demais processos de polimerizagdo. Como o sistema permanece fluido ao longo de toda
a polimerizacdo, o controle térmico e a agitagdo do sistema séo facilitados. Muitas vezes
o latex produzido, como é chamado o material sintetizado ao final da emulsdo, pode ser
utilizado diretamente, sem haver a necessidade de etapas de separacdo. O processo em
emulsdo é o unico no qual é possivel aumentar a massa molar das cadeias poliméricas
sem reduzir a taxa de polimerizagdo, enquanto nos outros processos ha quase sempre
uma relacdo inversa entre taxa de polimerizacdo e a massa molar. Além disso, a massa
molar pode ser facilmente controlada a partir da introducdo de agentes de transferéncia
de cadeia ao meio reacional (WANG et al., 1994; ODIAN, 2004). No entanto, este
sistema também apresenta desvantagens, como dificuldade de remocdo de
emulsificantes e coagulantes do polimero final, 0 que pode demandar uma série de
etapas de purificacdo; e maiores custos de producdo, quando comparado com o sistema
em suspensdo (KIPARISSIDES, 1996).

Na metade da década de 40, Harkins (1945a, 1945b, 1947) elaborou uma série
de hipdteses para explicar os fenémenos envolvidos no processo de polimerizacdo em
emulsdo. As principais hipdteses desenvolvidas foram: o iniciador € decomposto na fase
aquosa, gerando radicais livres que se encaminham até as micelas formadas pelo
emulsificante e inchadas com monémero, onde ocorre a formacgdo das particulas
poliméricas; a presenca de excesso de emulsificantes no meio promove a formacdo de
micelas, mas também promove a estabilizacdo das gotas de mondmero e das particulas
poliméricas formadas; 0 aumento na quantidade de emulsificante resulta na formacéao de
um maior numero de particulas, que apresentam consequentemente tamanhos menores;
as particulas polimericas sdo formadas majoritariamente no interior das micelas; a gota
de monbémero funciona principalmente como um reservatério de mondmero que
alimenta as micelas e particulas poliméricas formadas; as particulas poliméricas
crescem até a entrada de um segundo radical, ocorrendo, entdo, a terminagdo da cadeia,
embora a entrada de outro radical possa promover novamente o crescimento da cadeia
(LENZI, 2002).
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A partir das hipdteses desenvolvidas por Harkins (1945a, 1945b, 1947) e de
estudos posteriores, pode-se dividir de forma didatica o processo da polimerizacdo em

emulsdo classica em trés etapas principais. Cada uma das etapas é descrita a seguir
(WANG et al., 1994; LENZI, 2002; ODIAN, 2004; CHERN, 2006).

Na etapa inicial, os iniciadores sdo decompostos, gerando radicais livres.
Em seguida, estes radicais sdo capturados pelas micelas, ocorrendo a
nucleacdo (nucleacdo micelar ou heterogénea) e a formacéo inicial das
particulas poliméricas. O sistema é caracterizado pela presenca de
micelas e gotas monoméricas, havendo o aumento do numero e do
tamanho das particulas poliméricas. As gotas de monémero servem como
fonte de alimentacdo de mondmero para as micelas e as particulas
poliméricas formadas, uma vez que as moléculas monoméricas difundem
através do meio aquoso, sendo adsorvidas pelas micelas e particulas,
permitindo, entdo, seu crescimento. Nessa fase, a conversdo varia na
faixa de (0 - 10)%;

. A etapa intermediaria se inicia quando a nucleagdo das micelas se

encerra. E caracterizada pela auséncia de micelas, por um ndmero
constante de particulas poliméricas inchadas com mondmeros e pelo
crescimento de tais particulas. A conversdo, nesta etapa, varia na faixa
entre (10 - 40)%. As gotas de monémero funcionam como reservatdrio

de monémero e surfactante para as particulas em crescimento;

A etapa final comegca com o desaparecimento das gotas de mondmero.
Essa etapa € caracterizada pelo nimero constante de particulas, pela
queda na concentracdo de mondmero ainda presente nas particulas e
também pela redugcdo de mondmero residual presente na fase aquosa.
Esta fase corresponde a conversdes entre (40 - 100)%. Vale salientar que
os efeitos gel e vitreo mencionados na polimerizagdo em suspensdo
também estdo presentes nesta etapa da polimerizacdo em emulséo,
havendo a necessidade de um melhor controle de temperatura do meio

reacional, para evitar o descontrole térmico.
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Destacam-se trés mecanismos principais envolvidos na formacdo de particulas
poliméricas na polimerizacdo em emulséo, considerando o iniciador solivel em meio
aquoso: (1) os radicais livres, presentes na fase aquosa, entram nas micelas inchadas
com monémero, iniciando a polimerizacdo (nucleacdo micelar); (2) os radicais livres
gerados no meio aquoso reagem com as moléculas de mondmero dissolvidas no meio
aquoso, havendo o crescimento da cadeia polimérica, até que o limite de solubilidade é
excedido e ocorre a precipitacdo do polimero, formando-se novas particulas (nucleagéo
homogénea); (3) os radicais presentes no meio aquoso entram na gota de monémero,
iniciando a polimerizacdo nas gotas (nucleacdo na gota) (NOMURA et al., 2005). Vale
ressaltar, contudo, que a area especifica das micelas € muito superior a area das gotas
monoméricas, de maneira que a probabilidade de um radical ser capturado por uma gota
de monémero é muito baixa. Dessa forma, as particulas sdo formadas, principalmente
por nucleacbes homogéneas e heterogéneas, a ndo ser que as gotas sejam muito
pequenas e ndo haja excesso de emulsificante (processos em miniemulsédo) (ASUA,
2002).

Caso as particulas ndo estejam estabilizadas, pode ocorrer a coagulacdo das
mesmas, fendmeno conhecido por nucleacdo coagulativa. No entanto, esse fendbmeno é
reduzido quando a concentracdo de surfactante estd acima da CMC (concentragdo
micelar critica) (NOMURA et al., 2005).

Para o estireno, monémero utilizado no presente trabalho, mais de 99% das
nucleacBes que ocorrem quando a concentracdo de emulsificante estd acima da CMC
sdo nucleactes micelares (ODIAN, 2004). Dessa forma, as demais rotas de nucleacéo

podem ser desprezadas.
2.1.3.1. Tipos de Processo de Polimerizagdo em Emulséo

A polimerizacdo em emulsdo engloba alguns sistemas que apresentam
caracteristicas distintas do processo em emulsdo classico. Dessa forma, é possivel

destacar seis tipos diferentes de processos em emulsao:

I.  Polimerizacdo em emulsédo cléssica

Neste sistema de polimerizagdo, 0s componentes principais sé&o o

mondmero, insollvel em agua, um meio dispersante, geralmente agua,
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emulsificante e iniciador, solivel na fase aquosa (ODIAN, 2004). O
didmetro médio as particulas encontra-se na faixa (50-300) nm (QIU
et al., 2001). A polimerizacdo em emulsdo classica € a técnica mais
utilizada de polimerizacdo em emulsdo (RAO e GECKELER, 2011);

Polimerizacdo em microemulsdo

Neste sistema de polimerizagdo, a quantidade de surfactante
adicionada ao meio é bastante elevada, para gerar particulas muito
pequenas. O tamanho das particulas encontra-se usualmente na faixa
(10-30) nm (QIU et al., 2001; RAO e GECKELER, 2011);

Polimerizacdo em miniemulsdo

Os processos em miniemulsdo envolvem a presenca de agua,
mondmero(s), iniciador, surfactante e um co-estabilizante, utilizado
para estabilizar as gotas de mondmero, evitando, assim, sua
coalescéncia. Nesse sistema, as particulas poliméricas sdo formadas a
partir da nucleacdo das pequenas gotas de mondémero, sendo evitada a
formacéo de micelas. Séo utilizados nessas reagdes dispersores, como
sonicadores ou homogeneizadores de alta pressao, capazes de produzir
altas taxas de cisalhamento no meio e gotas de monémero muito
pequenas (LANDFESTER et al., 2000; ASUA, 2002). O tamanho das
particulas geralmente encontra-se na faixa (30-100) nm (QIU et al.,
2001);

Polimerizacdo em emulsdo livre de emulsificante

Em algumas aplicagdes da emulsdo polimérica, como as que
envolvem a calibracdo de instrumentos, a presenca de agentes
emulsificantes € maléfica. A posterior remocdo do surfactante da
superficie das particulas também pode provocar a desestabiliza¢do do
latex. Assim, é utilizada a emulséo livre de emulsificante. Geralmente
esta técnica gera um numero menor de particulas, se comparada com

as emulsdes classicas (ODIAN, 2004). Nesse caso, a estabilizagédo é
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normalmente em funcdo da producdo de surfactantes in situ, com o

uso de iniciadores que geram fragmentos polares;

V. Polimerizacdo via radicais livres viva ou controlada em emulséo

Neste tipo de polimerizacdo, similarmente ao que ocorre em
suspensdo, as reagdes de terminagéo e outras que provocam a “morte”
das cadeias poliméricas em crescimento sdo inibidas. Essa inibicdo é
provocada por diferentes agentes de regulacdo que séo adicionados ao
sistema e que provocam a dorméncia dessas espécies ativas (QIU et
al., 2001; CUNNINGHAM, 2008);

VI. Polimerizacdo em emulsio inversa

Nesse sistema, ocorre a dispersdao de um mondmero hidrofilico em
uma fase continua organica. Também sdo utilizados emulsificantes,
para possibilitar a formacdo de micelas (LIM et al., 2002; ODIAN,
2004). O tamanho das particulas encontra-se na faixa (100 - 1000) nm
(QIU et al., 2001).

As trés técnicas de polimerizagdo mais empregadas atualmente para a sintese de
nanoparticulas sdo as técnicas em emulsdo, miniemulsdo e microemulsdo (RAO e
GECKELER, 2011).

2.1.3.2. Iniciadores

O processo de polimerizagdo em emulsdo, ao contrario do processo em
suspensdo, envolve iniciadores sollveis em fase aquosa. Os iniciadores mais
comumente empregados sdo persulfato de amonio, persulfato de potassio e peroxido de
hidrogénio (ARSHADY, 1992; ODIAN, 2004).

Os radicais gerados em meio aquoso geralmente sdo tdo hidrofilicos que néo
conseguem entrar nas micelas e nas particulas poliméricas. Assim, esses radicais se
propagam no meio aquoso, até que se tornam suficientemente hidrofobicos para entrar
por difusdo nas micelas e nas particulas poliméricas (CASEY et al., 1993; ASUA,

2004).
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2.1.3.3. Surfactantes

Surfactantes sdo moléculas anfifilicas que apresentam uma parte apolar e uma
parte polar. Nos processos em emulsdo, o0s surfactantes anidnicos (como
dodecilbenzeno sulfonato de sodio e dodecil sulfato de sodio (SDS)) sdo mais
largamente empregados, em funcdo do baixo custo e do desempenho satisfatorio que
apresentam (SHAW, 1992; ODIAN, 2004).

A adicdo desses componentes a0 meio provoca a reducédo da tenséo interfacial
entre as fases organica e aquosa, havendo, entdo, uma maior estabilidade das gotas de
mondmero e promove também a estabilidade das particulas poliméricas formadas, ja
que evita a aglomeracdo das particulas. Além disso, caso o surfactante presente no meio
reacional esteja acima da sua concentracao micelar critica (CMC), ocorre a formacéo de
micelas, que sdo agregados organizados de moléculas de surfactante. A CMC ¢é a
concentracdo acima da qual ocorre a formacgdo expressiva de micelas sem haver uma
reducdo significativa na tensdo superficial ou interfacial.

A concentracdo micelar critica do dodecil sulfato de sédio, surfactante
empregado no presente estudo, em agua a 40 °C é 0,0086 mol.dm™® (SHAW, 1992).
Assim, serd possivel perceber adiante que as concentracbes de emulsificante

empregadas em todas as reac6es encontram-se acima da CMC.

2.1.3.4. Fatores Influentes na Distribui¢cdo de Tamanhos de Particula

O tamanho final das particulas do latex ndo apresenta uma relacdo direta com o
tamanho das gotas monoméricas e das micelas formadas inicialmente. No entanto, a
fracdo de mondmero dissolvido no meio aquoso apresenta grande importancia na
determinacdo do tamanho final das particulas poliméricas. O tamanho das particulas
também € influenciado pelas concentraces de emulsificante e de iniciador empregadas
na polimerizacdo e também pela temperatura da rea¢do. A concentracdo de sais, que
controla a viscosidade e a forca ibnica do meio, também afeta diretamente o tamanho
das particulas poliméricas, uma vez que afetam o processo de nucleagdo. Sabe-se que ha
uma relacdo entre a taxa de nucleacdo e o tamanho final das particulas poliméricas.

Apesar do periodo de nucleagdo das particulas ser relativamente curto, conversdes
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menores que 10%, é ele que controla o tamanho médio das particulas da emulséo e
também a distribuicdo de tamanhos, sendo o principal parametro que controla o
processo de nucleacdo a concentragdo de emulsificante. Quanto mais emulsificante,
menor o tamanho das particulas. Em contrapartida, quanto mais curto o periodo de
nucleacdo das particulas, associado a menor concentracdo de emulsificante no meio,
maior o didmetro médio das particulas produzidas e mais estreitas sdo as curvas de
distribuicio (ARSHADY, 1992; CHERN, 2006). Percebeu-se para latices de
poliestireno que 0 aumento na concentracdo de iniciador &€ acompanhado pela
diminuicdo do tamanho de particula, pois o processo de nucleacdo das micelas é
facilitado (GOODWIN et al., 1974).

E importante salientar que o tamanho das particulas também pode depender do
grau de agitacdo do reator, além de ser funcdo das caracteristicas do reator e do
impelidor utilizados (RAMIREZ et al., 2005).

Algumas propriedades das emulsdes poliméricas, como reologia e potencial para
formagdo de filme, diretamente atrelados a aplicabilidade das emuls6es, sdo fortemente
dependentes do tamanho médio e da distribuicdo de tamanhos das particulas do latex
(CHERN, 2006). Por isso, é necessario controlar as distribuicbes de tamanho nos

sistemas industriais reais.

2.1.4. Processos de Sintese de Particulas Poliméricas com Estrutura

Casca-Nucleo

Os processos que envolvem a sintese de particulas com estrutura casca-nucleo
constituem um grupo, dentre as diferentes técnicas de polimerizacdo, que tem recebido
especial destague nos ultimos anos. As particulas com morfologia casca-nicleo sédo
formadas por estruturas poliméricas distintas, apresentando um nucleo e uma casca, que
0 recobre, cujas propriedades fisico-quimicas e morfologicas diferem (FERGUSON et
al., 2002; LENZI, 2002; CUI et al., 2007). Dessa forma, s@o produzidos materiais com
propriedades peculiares, incluindo a sintese de particulas porosas e com areas
especificas expressivas (LENZI, 2002; BESTETI 2009; BESTETI, 2011). E possivel
ainda empregar materiais cujo nucleo seja formado por componentes menos nobres,
diminuindo entdo o custo do produto final, e também funcionalizar a casca de tais

particulas, ampliando ainda mais o campo de aplicacdes (CUI, et al., 2007; BESTETI,
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2009). Vale ressaltar que outros processos podem ser empregados para a sintese de
particulas porosas, por exemplo, o que envolve inicialmente a sintese de particulas
contendo solventes em seu interior e uma etapa posterior em que ha a expansao desses
compostos, ocorrendo, entdo, a geracdo de poros (GOKMEN e DU PREZ, 2012).

Diferentes processos poliméricos podem ser empregados para a sintese de
particulas com estrutura casca-nlcleo que encontram aplicacGes em diferentes areas. Na
area biomédica, por exemplo, particulas casca-nucleo podem ser utilizadas em
embolizacbes vasculares; na area de bioprocessos, para producdo de suportes
empregados na imobilizacdo de enzimas; na area de espumas, para fabricacdo de
materiais para isolamento térmico; na area de embalagens (OKUBO et al., 1999;
PEIXOTO et al., 2006; GONCALVES et al., 2009; BESTETI, 2011; PEIXOTO et al.,
2011). Essas particulas podem ser empregadas também para a producdo de tintas e
sintese de pigmentos para recobrimento de papéis (VELEV et al., 1996; KOSKINEN e
WILEN, 2009; REDDY et al., 2011).

As particulas com morfologia casca-nucleo podem ser sintetizadas a partir de
diferentes técnicas de polimerizacdo, como suspensdo, emulsdo, miniemulsao,
dispersdo, podendo ocorrer também a combinacdo dessas técnicas. Vale ressaltar que os
processos podem ser conduzidos em batelada ou batelada alimentada (OKUBO e LU,
1996; OKUBO et al., 1999; FERGUSON et al., 2002; LANDFESTER et al., 2002;
LENZI, 2002; GU et al., 2005; CUI, 2007; BORTHAKUR et al., 2010; DEBNATH e
KHATUA, 2011).

Um dos processos mais empregados para a sintese de particulas casca-nucleo é a
polimerizacdo em dois estadgios com o emprego de sementes, oriundas de uma emuls&o.
Nesse tipo de processo inicialmente ocorre a polimerizacdo em emulsdo convencional,
havendo a formacdo das sementes. Em seguida, outra reacdo de polimerizacdo é
conduzida, havendo o recobrimento destas sementes por uma nova casca polimérica.
Para empregar esta técnica, ha a necessidade de controlar as nucleagdes secundarias do
mondmero do segundo estagio da polimerizacdo. Dessa forma, assegura-se a formagéo
de uma casca polimérica ao redor do nucleo e ndo a formacdo de uma mistura de
particulas isoladas, formadas a partir da primeira e segunda reagcdes. FERGUSON et al.
(2002) sintetizaram particulas casca-nucleo de poli(acetato de vinila) e poliestireno,
avaliando estratégias para evitar a formacdo de particulas secundarias. Além disso,
procuraram compreender de que forma o tamanho das sementes afetava o recobrimento.
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Primeiramente, foi feita a sintese das particulas de poliestireno que, em seguida, foram
utilizadas como semente em uma polimerizagdo em emulsdo, havendo, entdo, a
formagdo de uma casca de poli(acetato de vinila). DZIOMKINA et al. (2006)
produziram particulas com estrutura casca-nlcleo a partir da sintese de sementes
poliméricas de poliestireno, seguida da copolimerizacdo de estireno e mondmeros
catiénicos. KARLSSON et al. (2000) também utilizaram esta técnica para a sintese de
particulas com ndcleo de poliestireno e casca e poli(estireno-co-butadieno-co-acido
metacrilico), avaliando o efeito das sementes na morfologia das particulas geradas.

Em muitos estudos sdo realizadas funcionalizagcdes da casca ou da casca e do
nacleo, alterando ainda mais as propriedades dos materiais produzidos. VELEV et al.
(1996) estudaram a sintese de particulas casca-nicleo formadas por um nucleo,
constituido por agregados de latex de amidina, rodeado por uma casca de latex contendo
sulfato. CUI et al. (2007) sintetizaram nanoparticulas de poliacrilatos recobertas por
uma casca polimérica contendo silicio e flGor. Primeiramente foi realizada a sintese das
nanoparticulas, sementes, a partir de uma reacdo de polimerizacdo em emulsao livre de
surfactante. Em seguida, iniciou-se o0 processo de recobrimento, a partir da
polimerizacdo de mondémeros contendo fluor e silicio. BORTHAKUR et al. (2010)
estudaram a sintese de particulas com estrutura casca-nlcleo a partir de reacbes em
miniemulsdo. Foi feito o recobrimento de particulas inorganicas modificadas (bentonite
modificada com amina) por um copolimero de poli(estireno-co-acrilato de metila).
MADANI et al. (2011) sintetizaram nanoparticulas magnéticas, apresentando um
nacleo magnético contendo Fe3O,4 recoberto por poliestireno. Vale ressaltar que nédo
houve formacao de estruturas porosas nos estudos descritos.

Outra técnica muito utilizada para a obtencao de particulas do tipo casca-nucleo
é a polimerizacdo por dispersdo empregando sementes. Nesses processos, em geral, a
viscosidade das sementes é tdo elevada que as cadeias poliméricas presentes no meio,
formadas a partir da polimerizacdo por dispersdo, ndo conseguem difundir para o
interior da particula. Dessa forma, os polimeros formados passam a se acumular sobre a
superficie das sementes. OKUBO et al. (1997, 1999) sintetizaram particulas casca-
nacleo a partir de reacBes de polimerizacdo por dispersdo do estireno, utilizando
sementes de poli(metacrilato de metila). Novamente, ndo houve formacdo de particulas

porosas a partir desses estudos realizados.
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Um processo também utilizado para a producéo de particulas com morfologia
casca- nlcleo envolve a etapa de heterocoagulagdo. Sao sintetizadas particulas com
tamanhos distintos que apresentam cargas contrérias, particulas poliméricas cationicas e
anibnicas. Essas particulas sdo colocadas em contato, havendo o recobrimento das
particulas maiores pelas menores em funcdo da diferenca de cargas (OKUBO e LU,
1996; OTTEWILL et al., 1997).

Estudos também foram realizados com o objetivo de produzir particulas casca-
nucleo a partir da reacdo de saponificacdo total ou parcial da superficie do ndcleo,
gerando, assim, a casca. Vale destacar que este € um tipo de funcionalizacdo que
envolve uma reacdo quimica de componentes do nucleo e ndo o deposito de outro tipo
de particula na superficie (0 que ocorre no presente trabalho), evidenciando outras
formas de funcionalizacdo de particulas poliméricas. PINTO et al. (2004b, 2006)
depositaram patentes que reivindicam o processo de sintese de particulas com
morfologia casca-nucleo, formadas por nucleo de poli(acetato de vinila) e casca de
poli(alcool vinilico), assim como a aplicacdo de tais particulas em embolizagdes
vasculares. Outros estudos realizados baseados na técnica descrita foram desenvolvidos
por PEIXOTO et al. (2006, 2009, 2011).

GU et al. (2005) estudaram um processo de sintese de particulas com morfologia
casca-nucleo a partir da combinacdo dos processos de polimerizacdo em emulsdo e em
suspensdo. Inicialmente, foi realizada uma polimerizacdo em emulsdo, havendo a
sintese do latex. Em seguida, a este latex foram adicionados mais monoémero e
iniciador. O processo em emulsdo foi, entdo, transformado em suspensédo, promovendo-
se a quebra do latex com a adicdo de eletrolitos. Assim, houve a producédo de particulas
poliméricas casca-nucleo contendo em seu interior varios nucleos, formados na etapa
inicial do processo, na etapa da emulséo.

Uma técnica que também pode ser empregada é a polimerizagdo em suspensdo
com o emprego de sementes. Em uma primeira etapa, as sementes sdo geradas a partir
da polimerizagdo em suspensdo convencional. As particulas obtidas ao final da reacéo
sdo lavadas e secas. Em seguida, sdo adicionados as sementes mondmero e solugdo de
iniciador. As sementes tornam-se inchadas pelo monémero adicionado e, em funcéo da
presenca do iniciador, a polimerizacdo em suspensdo é conduzida. Ocorre, assim, a
formacgéo de particulas com morfologia casca-nucleo. A morfologia das particulas é
controlada pela difusdo do monémero adicionado na segunda etapa da reacdo para o
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interior das sementes. Assim, quanto maior o tempo de inchamento das particulas, mais
monémero difunde para o interior das sementes e maior é a espessura que a casca
apresenta (GONCALVES et al., 2008; GONCALVES et al., 2009). No primeiro estudo
mencionado, foram sintetizadas particulas com nudcleo de poliestireno e casca de
poli(metacrilato de metila); no segundo, foram formadas particulas com casca de
poliestireno, poli(metacrilato de metila) e poli(acrilato de metila). DEBNATH e
KHATUA (2011) empregaram técnica similar para a sintese de particulas casca-nucleo.
Contudo, estudaram a incorporacdo de argila tanto na casca quanto no nucleo.
Observaram, entdo, um aumento na estabilidade térmica desses materiais poliméricos na

presenca de tal composto inorgénico.

2.1.5. Particulas Casca-Nucleo Sintetizadas a partir da Polimerizacdo em

Suspensdo e Emulsdo Simultaneas

LENZI (2002) e LENZI et al. (2003) estudaram a sintese de particulas porosas
por meio da polimerizacdo simultanea em suspensdo e emulsdo. O processo
desenvolvido engloba uma etapa inicial, a polimeriza¢do em suspensdo, na qual ocorre a
formacdo do nucleo. Quando a polimerizacdo em suspensdo atinge uma determinada
conversao, novos constituintes sdo alimentados ao sistema, sendo iniciada a etapa de
polimerizacdo em emulsdo. Os processos em emulsdo e suspensdo sdo conduzidos
simultaneamente. As particulas geradas pela polimerizacdo em emulsdo sdo capturadas
pelo nucleo, aglomerando-se ao seu redor, em fungdo do carater pegajoso do mesmo.
Ocorre, assim, a formacdo de uma casca porosa ao redor do nucleo, gerando particulas
com morfologia casca-nlcleo. A caracteristica porosa dessas espécies difere das
apresentadas pelos materiais obtidos quando o0s processos sdo conduzidos
separadamente, por meio dos quais particulas sem poros sdo geradas (LENZI, 2002;
LENZI et al., 2003). Na Figura 2.1 é possivel observar a estrutura da particula
polimérica produzida a partir do processo descrito. Esta nova técnica desenvolvida
resultou em uma patente, na qual PINTO et al. (2004a) reivindicam 0 processo
desenvolvido e a aplicacdo de tais particulas com morfologia casca-nucleo na

imobilizacéo de células e enzimas.
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Figura 2.1. Polimero com estrutura casca-nucleo.
Adaptado de (LENZI et al., 2003).

A partir do estudo desenvolvido por LENZI (2002) e LENZI et al. (2003),
observou-se também que a formacédo da casca dependia da conversdo apresentada pelo
nacleo. A conversdo atingida deveria estar abaixo de um valor limite, possibilitando a
captura das particulas emulsificadas. Além disso, percebeu-se, que quanto maior o
tamanho das particulas do nudcleo, menor era a area de contato com as particulas
emulsificadas e menor era a eficiéncia do recobrimento do nucleo. Uma grande
vantagem deste processo em relacdo aos demais, apresentados anteriormente, é a
conducgdo simultanea dos dois processos no mesmo reator, sem existir qualquer
separagdo dos componentes e sem haver qualquer etapa intermediaria de purificacao.

ZHENQIAN et al. (2009) estudaram a sintese de particulas com estrutura casca-
nacleo, com nucleo de poliestireno e casa de poli(metacrilato de metila), utilizando uma
técnica semelhante a desenvolvida por LENZI (2002) e LENZI et al. (2003).
Inicialmente foi realizada a polimerizacdo em suspensdo do estireno, gerando particulas
de poliestireno. Em seguida, no mesmo meio reacional, iniciou-se a polimerizacdo em
emulsdo do metacrilato de metila. Foi mostrado, entdo, que a composicao da emulsdo
afetava diretamente a distribuicdo de tamanhos das particulas formadas, assim como a
formacdo da casca. Percebeu-se também, assim como LENZI (2002) e LENZI et al.
(2003), que o instante a partir do qual se iniciava a emulsdo afetava de maneira
significativa a forma das particulas produzidas. Contudo, hd uma diferenca operacional
sutil em relacdo ao processo desenvolvido por LENZI (2002) e LENZI et al. (2003):
uma emulsdo foi alimentada ao sistema. LENZI (2002) e LENZI et al. (2003)
adicionaram apenas o monémero, sendo 0s demais constituintes da emulsdo adicionados

no inicio da alimentacdo, o que reduz riscos de incrustacdes no interior das bombas de
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alimentacdo. Nao foram analisadas, no estudo em questdo, a area especifica das
particulas e a porosidade das mesmas.

BESTETI (2009) e BESTETI et al. (2011) empregaram a técnica desenvolvida
por LENZI (2002) e LENZI et al. (2003) para a sintetizar diferentes suportes, estudando
diferentes composi¢des da casca e do nucleo. Estudou-se a influéncia das composigdes
da casca e do nucleo sobre a porosidade e a area especifica dos polimeros produzidos. A
partir do trabalho realizado, percebeu-se que, quando a casca foi formada por polimeros
cuja temperatura de transicdo vitrea era inferior a temperatura do meio reacional, havia
a formacéo de um filme ao redor do ndcleo, sem haver a formacao de poros. No entanto,
quando a temperatura de transicdo vitrea do polimero da casca foi maior que a
temperatura do meio reacional, ocorria a formacdo de uma casca porosa. Além disso,
observou-se que as composi¢fes da casca e do nucleo provocam modificacdes na
estrutura da casca. Notou-se também uma possivel relacdo existente entre o didmetro
médio de poro das particulas sintetizadas e o didmetro médio das particulas
emulsificadas. Foi possivel perceber ainda que a compatibilidade quimica entre os
mondmeros da casca e do nucleo era fundamental para haver a formacdo eficaz da
casca, ocorrendo reacfes de copolimerizacdo quando mondmeros distintos eram
empregados para a sintese do nucleo e da casca. A Figura 2.2 ilustra 0 mecanismo
envolvido na sintese das particulas com estrutura casca-nucleo, considerando a maneira
como a temperatura de transicdo vitrea dos polimeros da casca afeta a morfologia final
das particulas.

PENG et al. (2011) estudaram a sintese de particulas casca-nlcleo a partir da
polimerizacdo em suspensdo e emulsdo simultaneas, utilizando técnica similar a
desenvolvida por ZHENQIAN et al. (2009). Primeiramente foi preparada uma emulsdo
com o0os mondmeros de interesse. Separadamente foi realizado um processo de
copolimerizacdo em suspensdo, para formacdo de nucleos poliméricos contendo fltor
em sua estrutura. Ao atingir uma determinada conversdo, a emulsdo preparada foi
adicionada & suspensdo parcialmente realizada. Assim, as reacdes foram conduzidas
conjuntamente, sendo obtidas particulas casca-nucleo quando a etapa de polimerizacao
em emulsdo era iniciada durante o estagio intermediario da etapa de suspensao.
Novamente, ndo foi feito qualquer estudo sobre a porosidade e a area especifica das

particulas produzidas.
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Figura 2.2. Mecanismo de formacéo das particulas com morfologia casca-
nucleo.
Adaptado de (BESTETI, 2009).

BESTETI (2011) também estudou a sintese de particulas com estrutura casca-
nacleo por intermédio do processo apresentado por LENZI (2002) e LENZI et al.
(2003). Foi constatado que a presenca de divinilbenzeno nas particulas casca-ndcleo
provocava um aumento na porosidade e na area especifica dos suportes produzidos,
sendo obtidas particulas com area especifica de até 28,9 m2/g (particulas com casca e
nacleo de poli(estireno-co-divinilbenzeno)). Observou-se também que vazdes de
alimentacdo de mondémero acima de 0,2 I/h, para reacdes envolvendo poliestireno,
provocavam uma instabilidade na reacdo, levando a seu descontrole. Os materiais
produzidos apresentaram resultados satisfatdrios quando aplicadas como suportes para
imobilizacdo da lipase B de Candida antarctica, apresentando resultados proximos aos
observados para o biocatalisador comercial Novozyme ® 435.

Diferentes trabalhos propGem a sintese de particulas com morfologia casca-
nacleo, no entanto as etapas de formagdo do nucleo e da casca ocorrem em momentos
diferenciados. Apenas seis trabalhos foram encontrados envolvendo a sintese de

particulas casca-nucleo a partir do processo simultaneo em suspensdo e emulséo
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(LENZI, 2002; LENZI et al, 2003; PINTO et al., 2004a; BESTETI, 2009; ZHENQIAN
et al, 2009; BESTETI, 2011; BESTETI et al., 2011; PENG et al., 2011), sendo um
artigo (LENZI et al, 2003) e uma patente (PINTO et al., 2004a) derivados de uma tese
(LENZI, 2002) e um artigo (BESTETI et al., 2011) derivado de uma tese (BESTETI,
2009).

Alguns estudos também foram desenvolvidos com o objetivo de controlar e
monitorar as reacOes de polimerizagdo em suspensdo e emulséo simultaneas. Uma
técnica utilizada para este fim € espectroscopia do infravermelho préximo, que
possibilitou 0 acompanhamento de formacdo da casca ao longo da polimerizacdo
(LENZI et al., 2006).

2.2. Imobilizacdo Enziméatica

As propriedades particulares das enzimas tém estimulado o seu emprego nos
mais diferentes processos. A elevada seletividade que apresentam, englobando
estereosseletividade, regiosseletividade e quimiosseletividade, alta especificidade e
capacidade de catalisar reacGes sob condicgdes suaves de temperatura, pressdo, pH e com
minimizagdo de reacOes paralelas indesejaveis constituem algumas das vantagens dos
processos enzimaticos (FREIRE, 1988). No cenario da biocatalise, um grupo de
enzimas que tem recebido especial destaque sdo as lipases (FREIRE e CASTILHO,
2008).

Lipases sdo biocatalisadores capazes de catalisar reagdes de hidrdlise,
esterificacdo e transesterificacdo, apresentando elevada seletividade, estabilidade e
eficiéncia. Tais propriedades estimulam a aplicacdo dessas enzimas em diferentes areas,
como na industria alimenticia, farmacéutica, de quimica fina, de cosméticos, de
biossensores, no tratamento de efluentes, dentre outras (VILLENEUVE et al., 2000;
FREIRE e CASTILHO, 2008). Destaca-se também a aplicacdo de tais enzimas na
sintese de biodiesel, sendo empregadas em reagdes de esterificacdo e transesterificacao.
Nos processos enzimaticos visando a sintese de biocombustiveis, as condig¢des
operacionais sdao mais brandas, se comparadas com 0S processos convencionais, e 0s
produtos gerados sdo mais puros, mas o elevado custo dessas proteinas e a presencga de
efeitos inibitorios e de desnaturacdo enzimatica dificultam a implantacdo desses

processos (RANGANATHAN et al., 2008; RIBEIRO et al., 2011).
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Os processos nos quais as enzimas sdo utilizadas na forma sollvel apresentam
algumas desvantagens, como dificuldade de reutiliza-las e dificuldade de realizacéo de
operacOes continuas. Além disso, hd a necessidade de isolar o produto final do meio
reacional, de maneira a interromper a atividade catalitica da enzima e garantir a
qualidade do produto. Os tratamentos térmicos ou de pH realizados para cessar a
atividade enzimatica podem provocar alteracdes significativas no produto final. Assim,
uma possivel solucéo para os problemas apresentados ou uma forma de minimiza-los é
a imobilizacao enzimatica (FREIRE, 1988).

No inicio do século XX, a imobilizacdo de enzimas comecou a ser estudada a
partir de estudos de adsorcdo da enzima invertase em carvdo ativo (NELSON e
GRIFFIN, 1916). InUmeras pesquisas comecgaram, entdo, a ser realizadas nessa area,
para desenvolvimento de alternativas ao uso de enzimas na forma soluvel.

A imobilizacdo enzimatica consiste no confinamento da enzima em suportes
insollveis no meio aquoso, por intermédio de interacOes fisicas ou ligagcdes quimicas
entre as enzimas e 0s suportes. Ha4 uma série de vantagens associadas a utilizacdo das
enzimas na forma imobilizada, como a possibilidade de reutilizacdo das mesmas;
possibilidade de realizacdo de operacdes continuas; obtencdo de produtos mais puros e
mais facilmente separaveis; possibilidade de aumento da estabilidade enzimatica;
emprego de volumes reacionais reduzidos, dentre outras. No entanto, a imobilizagéo
enzimatica também apresenta algumas desvantagens, como o custo adicional com o
suporte e 0s reagentes necessarios para a realizacdo da imobilizacdo; o custo adicional
da operacdo de imobilizacdo; a possibilidade de perda de atividade da enzima; os
possiveis impedimentos estéricos e difusionais de produtos e substratos induzidos pela
estrutura morfoldgica do suporte; e o maior risco de contaminacdo (FREIRE, 1988;
CASTRO et al., 2008). E importante enfatizar que, caso o procedimento de
imobilizacdo ndo seja muito custoso, caso seja possivel recuperar de forma eficaz a
atividade enzimatica ao final da operacdo e caso a meia-vida operacional da enzima
imobilizada seja suficientemente longa, o custo global do processo cai, tornando

extremamente atrativo o processo de imobilizagdo enzimética (CASTRO et al., 2008).
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2.2.1. Métodos de Imobilizacdo Enzimatica

Diferentes métodos podem ser usados para imobilizar enzimas e torna-las

insolUveis no meio aquoso. Vale ressaltar, que alguns métodos podem ser combinados,

de forma a aumentar a eficiéncia do processo de imobilizagcdo. Além disso, € importante

salientar que, a depender do método empregado, 0 biocatalisador produzido apresentara

propriedades particulares. Algumas dessas técnicas sdo brevemente descritas a seguir.

Ocluséo

Este método envolve a imobilizacdo de enzimas a matrizes
semipermeaveis que possibilitam a difusdo de substratos e produtos,
mas impedem a liberacdo da enzima para a solucdo. A oclusdo pode
ser realizada em geis poliméricos (as enzimas ficam aprisionadas nos
intersticios da rede polimérica); em fibras (as proteinas ficam presas
nas microcavidades das fibras); ou por microencapsulacédo (engloba o
encapsulamento das enzimas por membranas poliméricas semi-
permeéaveis) (KENNEDY e WHITE, 1985; FREIRE, 1988;
SHELDON, 2007; CASTRO, 2008);

Ligacdo Cruzada Intermolecular

Este método compreende a formacdo de ligacOes covalentes entre as
moléculas de enzima por meio da utilizacdo de reagentes reticulantes
bi- ou multi- funcionais, havendo a formacdo de agregados
enzimaticos insollveis em meio aquoso, ndo sendo necessaria a
utilizacdo de suportes. Este método, contudo, apresenta algumas
desvantagens, como a necessidade de empregar elevadas quantidades
de enzima. Além disso, muitas vezes, o sitio ativo da enzima é
recoberto, em funcdo das ligagOes cruzadas formadas, ocorrendo a
desativacdo da enzima (KENNEDY e WHITE, 1985; FREIRE, 1988;
SHELDON, 2007; CASTRO et al., 2008);

32



Capitulo Il — Revisdo Bibliografica

I11. Ligacdo a Suportes

Este ¢ o método mais antigo e o mais simples para realizar a
imobilizacdo enziméatica (NELSON e GRIFFIN, 1916; KENNEDY e
WHITE, 1985; CASTRO et al., 2008). O método envolve a ligacao
de enzimas a suportes sélidos, organicos ou inorganicos, insoluveis
em meio aquoso. A interagéo entre a enzima e 0 suporte pode ocorrer
por adsorcdo fisica, envolvendo forcas de atracdo relativamente
fracas, como interagdes hidrofobicas e forca de Van der Waals.
Dessa forma, praticamente ndo ocorre mudanca conformacional
significativa da enzima ao longo do processo de imobilizacdo. A
adsorcdo fisica da enzima ao suporte depende de inimeras variaveis,
como pH, natureza do solvente, forca ibnica do meio, concentracdo
de enzima e relacdo proteina-suporte empregados na imobilizacéo,
tempo de imobilizacdo e temperatura do meio. As propriedades
morfoldgicas do suporte, incluindo tamanho de particula, &rea
especifica e diametro médio de poros, também devem ser
consideradas. No entanto, em funcdo da fraca interacdo entre a
enzima e o suporte, frequentemente ocorre a dessorcdo da proteina,
podendo haver a perda de atividade do biocatalisador com 0 aumento
do numero de reutilizagdes e também a contaminacdo do produto
pela enzima utilizada (KENNEDY e WHITE, 1985; FREIRE, 1988;
SHELDON, 2007; CASTRO et al., 2008).

A ligacdo da enzima ao suporte pode ocorrer também por intermédio
de ligacdo ibnica, estabelecendo-se uma ligacdo ibnica entre as
moléculas das enzimas e dos suportes solidos. Essas interacfes sdo
muito mais fortes que as envolvidas no mecanismo de adsor¢do
fisica. Dessa forma, podem ocorrer mudancas na conformacdo das
enzimas. Os suportes empregados sdo matrizes de troca idnica e sao
preparados a partir de suportes organicos ou inorganicos
(KENNEDY e WHITE, 1985; FREIRE, 1988; SHELDON, 2007;
CASTRO et al., 2008).

A presenca de metais de transi¢do na superficie dos suportes tambem

pode provocar a ligacdo a enzimas, havendo a formagao de quelatos
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(KENNEDY e WHITE, 1985; FREIRE, 1988; CASTRO et al.,
2008).

Finalmente, a ligacdo de enzimas a suportes pode também envolver a
formacdo de ligacbes covalentes entre a enzima e 0 suporte,
conduzindo a formacdo de enzimas imobilizadas bastante estaveis
(KENNEDY e WHITE, 1985; FREIRE, 1988; SHELDON, 2007
CASTRO et al., 2008).

E importante ressaltar que a cada ano novos métodos de encapsulamento, de
oclusdo, novos suportes e novas maneiras de tornar os agregados enzimaticos insoluveis
sdo desenvolvidos, de forma a tornar a enzima imobilizada mais ativa e estavel,
apresentando maior aplicabilidade no meio industrial (BRADY e JORDAAN, 2009).

O presente estudo envolveu a sintese de suportes poliméricos para posterior uso
em imobilizacdes enzimaticas. Dessa forma, os topicos e questdes abordados a seguir
estdo relacionados ao ultimo método apresentado de imobilizacdo, Ligacdo a Suportes, e

na interacdo existente entre enzimas e suportes.

2.2.2. Efeitos da Imobilizacdo na Cinética e Estabilidade das Enzimas

Imobilizadas

E fundamental a compreenséo das mudancas nas propriedades fisicas e quimicas
que ocorrem com as enzimas durante a imobilizacdo. Em funcdo do novo ambiente que
é criado com a imobilizacdo enzimatica a suportes, sdo observadas alteracdes na
estabilidade, na atividade e nas propriedades cinéticas das enzimas (KENNEDY e
WHITE, 1985; FREIRE, 1988). A seguir sdo apresentados alguns efeitos que provocam

alteracdes no desempenho da enzima apds a imobilizacao.

I. Efeitos conformacionais

Esses efeitos estdo relacionados a interacdo entre a molécula de enzima e
0 suporte, 0 que pode provocar mudangas na estrutura tridimensional da

enzima e no seu sitio ativo (FREIRE, 1988).
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Efeitos estereoguimicos

Esses efeitos estdo associados a falta de acessibilidade que algumas
regides da enzima passam a apresentar apos a imobilizacdo. Pode haver,
entdo, uma perda de atividade enzimatica em funcdo de um possivel
efeito de exclusdo do sitio ativo, ficando menos acessivel ao substrato
(FREIRE, 1988).

Efeito de particdo

Esses efeitos estdo relacionados a interagdes hidrofobicas, hidrofilicas ou
eletrostaticas entre o suporte e o substrato e entre o suporte e o produto,
provocando um gradiente de concentragdo de subtrato e de produto entre
o0 seio do fluido e a superficie das particulas de catalisador (FREIRE,
1988; TISCHER e KASCHE, 1999; CASTRO et al., 2008);

V. Efeitos difusionais

Apbs a imobilizacdo, efeitos difusionais podem ser pronunciados, efeitos
estes praticamente despreziveis quando a enzima se encontra na sua
forma soltvel. Com a imobilizagdo, o substrato precisa migrar do seio do
fluido até a superficie do catalisador (difusdo externa), e da superficie do
suporte até o sitio ativo da enzima (difusdo interna). Depois do substrato
ser convertido a produto pela acdo enzimatica, o produto deve difundir
do centro ativo da enzima até a superficie do suporte (difusdo interna) e,
em seguida, difundir da superficie do suporte até o seio do fluido (difusdo
externa). Assim, podem ocorrer limitacdes de acesso do substrato ao sitio
ativo da enzima e também é possivel haver acimulo de produto nas
proximidades do sitio ativo, ambos responsaveis por uma queda de
atividade enzimética (FREIRE, 1988; CASTRO et al., 2008).

Com relagdo especificamente as lipases, observa-se um aumento da atividade

enzimatica em meios aquo-restritos, com substratos insollveis em meio agquoso

(RIBEIRO et al., 2011). Especialmente na presenca de interfaces do tipo 6leo-agua ou

interfaces (suporte hidrofébico)-(meio aquoso), ocorre uma mudanca conformacional na

enzima, de forma que o sitio ativo pode ficar ainda mais exposto ao substrato, havendo,
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entdo, um aumento da atividade (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998). A Figura
2.3 ilustra 0 mecanismo de adsorcdo da lipase a suportes hidrofobicos. E possivel
observar a exposi¢do do sitio ativo da lipase quando a enzima é colocada em contato
com suportes hidrofébicos. Isso ocorre, pois alguns elementos da estrutura secundaria
dessas enzimas cobrem o sitio ativo das mesmas, como uma espécie de tampa. Contudo,
ao entrar em contato com superficies hidrofdbicas, ha uma mudanca conformacional
desses elementos, havendo a exposicdo do sitio ativo das lipases. Essa mudanca
conformacional nao é observada quando outras proteinas sdo empregadas. Vale ressaltar
que sob condic¢des de baixa forca iGnica a adsorcdo de lipases é favorecida em relagédo
as demais proteinas presentes no extrato proteico, condi¢bes de imobilizacdo
empregadas no presente trabalho (BASTIDA et al., 1998). E importante destacar
também que, especificamente para a CAL-B, a existéncia da tampa ainda ndo esta bem
definida (UPPENBERG et al., 1995; LUTZ, 2004).

Adsorgédo de Proteinas a Suportes Hidrofobicos

@ (_5 @ Baixa Forga Ionica

Adsorcéo de Lipases a Suportes Hidrofobicos
EE = ﬁ = @ Baixa Forga Ionica
PO <

@ (entro Ativo Inacessivel

0 Algas Hidrofobicas

Figura 2.3. Mecanismo de adsor¢éo da lipase a suportes hidrofdbicos.
Adaptado de (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998).

Os processos de imobilizacdo também podem provocar alteragdes significativas
na estabilidade enzimética, podendo levar a0 aumento ou a diminuicdo da estabilidade
(KENNEDY e WHITE, 1985). Assim, o conhecimento sobre a estabilidade da enzima

36



Capitulo Il — Revisdo Bibliografica

na forma imobilizada é de suma importancia para que se possa avaliar a viabilidade da
implantagcdo do processo estudado. H& alguns fatores que afetam a estabilidade das
enzimas imobilizadas: natureza intrinseca da enzima; tipo de reator utilizado no
processo; tipo de suporte utilizado na imobilizacdo, pois, a depender do suporte
empregado, é possivel ocorrer até mesmo a desnhaturacao da enzima; método empregado
para a imobilizacdo (FREIRE, 1988).

E importante salientar que, ao mencionar estabilidade da enzima imobilizada,
dois ramos precisam ser considerados: a estabilidade operacional e a estabilidade ao
armazenamento. A estabilidade ao armazenamento esta associada a capacidade da
enzima em manter sua atividade no periodo entre a sintese e a utilizagdo. J& a
estabilidade operacional esta relacionada a capacidade que a enzima possui em manter
sua atividade durante o uso; ou seja, estd associada ao tempo de meia-vida da enzima
imobilizada nas condi¢6es de operacdo (LEMOS et al., 2000; CASTRO et al., 2008). A
imobilizacdo em suportes solidos é uma das estratégias utilizadas para aumentar a
estabilidade operacional e de armazenamento de enzimas; contudo, ndo € uma técnica
universal, apresentando comportamentos diferenciados, a depender da enzima, do
suporte e do processo de imobilizacggo (MATEO et al, 2007; IYER e
ANANTHANARAYAN, 2008). A partir de estudos realizados por CUNHA (2011),
percebeu-se que a lipase CAL-B imobilizada em suportes poliméricos de poliestireno

apresentava-se estavel durante o periodo avaliado de armazenamento de dois meses.

2.2.3. Suportes Empregados na Imobilizacdo Enzimatica

A selecdo do suporte a ser empregado e do tipo de interacdo existente entre a
enzima e o suporte sdo de extrema relevancia no processo de imobilizagdo. A interacdo
entre a enzima e o suporte gera um biocatalisador com propriedades quimicas,
bioquimicas, mecanicas e cinéticas particulares (KENNEDY e WHITE, 1985;
TISCHER e KASCHE, 1999; CASTRO et al., 2008). Para avaliar de forma eficiente o
desempenho do biocatalisador produzido, inimeros fatores devem ser considerados,
como pH, temperatura, forca idnica do meio, agitacdo do meio, presenca de solventes,
composi¢do quimica e morfologia do suporte, dentre muito outros. Esses parametros
afetam a conformacéo da enzima e a velocidade de transferéncia de massa de substratos

e produtos; logo, apresentam um papel importantissimo na avaliacdo do comportamento
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da enzima imobilizada (TISCHER e KASCHE, 1999; CASTRO et al., 2008). A Figura
2.4 ilustra o desempenho do biocatalisador como resultado da interagéo entre diferentes
fatores envolvidos diretamente no processo de imobilizagdo, como as propriedades
intrinsecas da enzima e do suporte, a interacdo existente entre a enzima e 0 suporte, 0
método de imobilizacdo e a forma de operacao do sistema no qual o biocatalisador deve
ser empregado (CASTRO et al., 2008).

Enzima Suporte
Propriedade Biogquimica Caracteristicas (Juimicas
Tipo de reacio e cinética Propriedades Mecinicas

Efeitos de Transferéncia

Meétodo de Imohilizacio de Massa Estabilidade Operacional

Desempenho
Quantidade de Enzima (U (ke produto)” )

e e e \ -1 4
Produtividade (kg prodoto). U~ )

Figura 2.4. Fatores responsaveis pelo desempenho do biocatalisador.
Adaptado de (TISCHER e KASCHE, 1999; CASTRO et al., 2008).

Diversos suportes podem ser empregados no processo de imobilizacdo de
enzimas. Contudo, para um suporte ser empregado de forma satisfatoria, alguns fatores
devem ser considerados: apresentar custo de producdo relativamente baixo; ser
insolivel em meio aquoso; apresentar area especifica elevada para interagir com a
enzima; ser resistente quimicamente em relacdo aos demais componentes do meio
reacional; apresentar resisténcia mecanica; ser resistente a contaminagdes microbianas;
apresentar estabilidade térmica; haver a possibilidade de ser regenerado apds a

utilizacdo; possuir diametro médio de poros adequado, de forma a permitir 0 acesso
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enzimatico e de substrato a area interna do suporte, no caso do emprego de suportes
porosos; a depender da enzima, apresentar natureza hidrofilica, pois alguns suportes
hidrofobicos provocam a diminuigdo da estabilidade e da atividade de algumas enzimas
imobilizadas (KENNEDY e WHITE, 1985; CASTRO et al., 2008). Ao considerar
especificamente as lipases, alguns estudos mostraram aumento na atividade enzimatica
apo6s a imobilizagdo, principalmente quando foram utilizados suportes hidrofébicos,
muito provavelmente em fungdo das interaches entre esses suportes e as lipases,
havendo maior exposicao do sitio ativo (BALCAO et al., 1996).

Suportes com diferentes composi¢cdes podem ser empregados para imobilizacédo
enzimatica, incluindo polimeros naturais, como quitina, quitosana, gelatina, dextrana e
celulose, e polimeros sintéticos, como poliacrilamida, poli(alcool vinilico), poliestireno,
dentre outros. Materiais inorganicos também podem ser utilizados para imobilizar
enzimas, destacando-se a silica, a alumina e a hidroxiapatita, pois sdo, geralmente,
estaveis termicamente e mecanicamente, ndo sdo toxicas e sdo resistentes a presenca de
solventes organicos e a ataques microbianos (KENNEDY e WHITE, 1985;
KAHRAMAN et al., 2007; RESHMI et al., 2007).

No entanto, a depender do suporte utilizado no processo de imobilizacédo, o
biocatalisador pode apresentar uma atividade distinta. Assim, numerosos estudos estao
sendo realizados para o desenvolvimento de novos polimeros sintéticos, uma vez que
sdo sintetizados com facilidade e apresentam usualmente baixo custo. Além disso,
algumas de suas caracteristicas podem ser modificadas com certa simplicidade, como
composicdo, porosidade, tamanho de particula e também presenca de grupamentos
quimicos especificos na superficie. Dessa forma, é possivel produzir para cada tipo de
enzima estudada o suporte mais apropriado para a sua imobilizacdo. No entanto, 0s
suportes sintéticos apresentam comumente algumas desvantagens, como baixa
estabilidade a presenca de solventes e baixa resisténcia a contaminacGes microbianas
(KAHRAMAN et al., 2007; BESTET]I, 2009).

Pode-se perceber que ndo ha um procedimento universal de imobilizacdo valido
para todas as enzimas. Também € utdpica a ideia de que havera um suporte que origine
sempre 0 melhor biocatalisador. Em funcdo das diferentes caracteristicas quimicas das
inimeras enzimas, das distintas propriedades dos varios substratos e produtos e das
condi¢des operacionais nas quais a enzima imobilizada sera empregada, havera um
determinado suporte mais apropriado que resultard em um biocatalisador com o melhor
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desempenho. Esta area do conhecimento, pouco desenvolvida no Brasil, € denominada
de Engenharia de Suportes.

Muitos trabalhos estdo sendo desenvolvidos a respeito do processo de
imobilizacdo de enzimas, utilizando suportes inorganicos ou suportes inorganicos
funcionalizados com grupamentos organicos. KAHRAMAN et al. (2007) estudaram a
imobilizacdo por ligagdo covalente da a-amilase em suportes de silica que continham
grupamentos amida e cloreto na superficie. LEI et al. (2004) estudaram a imobilizacéo
da lisozima em particulas de silica mesoporosas. RESHMI et al. (2007) estudaram a
imobilizacdo via adsorcdo da a-amilase em suportes de zirconia. Todos reportaram boas

atividades das enzimas imobilizadas.

2.2.3.1. Suportes Poliméricos Empregados na Imobilizacdo Enzimatica

Diferentes suportes poliméricos vém sendo empregados no processo de
imobilizacdo enzimatica. A seguir serdo apresentados alguns dos estudos encontrados
na literatura técnica sobre o assunto em questdo, mantendo como foco os processos que
envolvem a presenga da lipase B de Candida antarctica.

PALOMO et al. (2002) estudaram a adsorcdo de lipases sintetizadas por
diferentes micro-organismos, incluindo a CAL-B, em suporte polimérico hidrofobico
comercial, octadecil-Sepabeads (suporte a base de polimetacrilato, funcionalizado com
grupamentos octadecila). Esse suporte, além de ser hidrofébico, apresenta estrutura
porosa e rigida. Observou-se, assim, uma hiperativacdo das enzimas imobilizadas,
guando comparadas ao seu estado sollvel. As lipases imobilizadas se apresentaram
também mais estaveis a efeitos térmicos e a presenca de solventes.

Foi analisado o efeito do tamanho de particulas de poli(metacrilato de metila) na
imobilizacdo da CAL-B, avaliando-se o rendimento de imobilizacdo, a fracdo de sitios
ativos e o desempenho da enzima imobilizada na sintese de poliésteres. Observou-se
que, quanto menor era o tamanho das particulas, maior era a quantidade de proteina
adsorvida e maior era a conversdo obtida na geracdo do poliéster. Contudo, foi
observada queda na fragéo de enzima na forma ativa (CHEN et al., 2007a).

CHEN et al. (2007b) estudaram, a partir de particulas poliméricas porosas de
poliestireno, os efeitos do didmetro médio de particulas e diametro médio de poro no

processo de imobilizagdo da enzima CAL-B. Observaram que a enzima apresentava
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enorme afinidade pelo suporte polimérico, sendo adsorvida com expressiva rapidez.
Percebeu-se também que a fracdo de enzima que permaneceu ativa na forma
imobilizada ndo dependia do tamanho das particulas poliméricas nem do didmetro de
poro, ao menos para a faixa estudada. Observou-se também que, para uma determinada
quantidade de enzima adsorvida, ocorria 0 aumento da velocidade de sintese de
poliéster (reacdo catalisada pela CAL-B imobilizada, neste caso) com o aumento do
diametro de poro do suporte.

CHEN et al. (2008) imobilizaram a enzima CAL-B em microparticulas
poliméricas de um polimetacrilato por ligacdo covalente. Foram utilizadas também, para
efeito comparativo, nanoparticulas com nicleo de poliestireno e casca de
poli(metacrilato de glicidila) ndo porosas. O biocatalisador produzido a partir das
nanoparticulas foi o que apresentou maior atividade. Além disso, a reutilizacdo das
enzimas imobilizadas por ligacdo covalente mostrou-se mais eficaz que o reuso das
enzimas imobilizadas por adsorcdo fisica.

A imobilizagdo de diferentes enzimas em diversos suportes, incluindo a
imobilizacdo por adsorcdo fisica da CAL-B em octil-agarose (suporte formado por
polissacarideos funcionalizado com grupamentos octila), octadecil-Sepabeads (suporte a
base de polimetacrilato, funcionalizado com grupamentos octadecila) e
poli(hidroxibutirato) foi estudada por MENDES (2009). Em uma etapa seguinte,
diferentes enzimas imobilizadas foram selecionadas e utilizadas para a sintese de
biodiesel. A CAL-B imobilizada apresentou maxima conversdo apés 72 h de reacdo. No
entanto, a lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizada em poli(hidroxibutirato) foi a
que apresentou a maior produtividade em 24h.

CABRERA et al. (2009) estudaram a imobilizacdo da enzima CAL-B em
diferentes suportes hidrofobicos, incluindo octil-agarose (suporte formado por
polissacarideos funcionalizado com grupamentos octila), butil-agarose (suporte formado
por polissacarideos funcionalizado com grupamentos butila), octadecil-Sepabeads
(suporte a base de polimetacrilato, funcionalizado com grupamentos octadecila) e
Lewatit (poli(metil-metacrilato-co-divinilbenzeno)). Os desempenhos de tais enzimas
imobilizadas foram comparados ao do biocatalisador comercial, Novozyme® 435, que é
resultado da imobilizacdo da CAL-B no suporte polimérico Lewatit (CHEN et al.,
2008). Percebeu-se, entdo, que as maiores atividades enzimaticas foram encontradas

para a enzima imobilizada comercial. Observou-se também que os diferentes suportes
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provocavam mudangas distintas na estrutura enzimatica, resultando em atividades e
seletividades diferentes, a depender do suporte empregado.

MILETIC et al. (2009) imobilizaram a lipase CAL-B em um suporte polimérico
macroporoso de poli(glicidil-metacrilato-co-etilenoglicol-dimetacrilato) e avaliaram o
efeito do didmetro médio de poro e do tamanho das particulas poliméricas no processo
de adsorcédo da lipase durante a imobilizacdo e nas atividades de hidrolise e de sintese
da enzima imobilizada. Os suportes foram produzidos por uma reacdo de polimerizagéo
em suspensdo. A maior parte das enzimas se ligou covalentemente ao suporte.
Observou-se que, com a diminuicdo do tamanho de particulas, ocorria uma diminuigédo
na quantidade de proteina adsorvida e o aumento na atividade de hidrolise e de sintese
do biocatalisador. Além disso, o aumento no didmetro de poro conduziu a maiores
atividades de hidrolise e de sintese. Comportamento semelhante foi observado com o
aumento da area.

MILETIC et al. (2010) estudaram a imobilizacdo da lipase B de Candida
antarctica (CAL-B) em nanoparticulas de poliestireno, sintetizadas a partir de um
processo de nanoprecipitacdo. Foi avaliada a influéncia do pH da solugdo tampao
utilizada no processo de imobilizacao, tanto no rendimento de imobilizacdo quanto na
atividade da enzima imobilizada. Por meio deste estudo, foi possivel observar que a
maior atividade de hidrdlise da enzima imobilizada foi encontrada quando a
imobilizacdo foi conduzida em condic¢des proximas ao ponto isoelétrico da enzima.

A imobilizacdo da CAL-B em suportes macroporosos poliméricos, o
poli((glicidil-metacrilato)-co-(etilenoglicol ~ dimetacrilato)) e o  poli((glicidil-
metacrilato)-co-(etilenoglicoldimetacrilato)) modificado com glutaraldeido, foi
realizada por MILETIC et al. (2011). Avaliou-se de que forma a imobilizago
enzimatica afetava a area especifica do suporte e o diametro médio de poro. Percebeu-se
que a imobilizagdo provocava modificacbes na estrutura porosa do suporte,
apresentando efeitos que dependem da estrutura porosa utilizada.

HERNANDEZ et al. (2011) empregaram particulas poliméricas comerciais
porosas a base de estireno-divinilbenzeno para imobilizacdo da lipase CAL-B. Os
suportes avaliados se mostraram bastante promissores, uma vez que a capacidade de
adsorcdo de proteina foi elevada e as atividades das enzimas imobilizadas também

foram expressivas, se comparadas a outros suportes comerciais.
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BARBOSA et al. (2012) imobilizaram a lipase CAL-B em suportes de agarose
(suporte a base de polissacarideos) contendo glutaraldeido e grupamentos amina.
Diversas condigdes de imobilizagdo foram conduzidas, cada uma resultando em
interacbes especificas entre a enzima e o suporte, como adsorcdo fisica, ligacdo
covalente e ligacdo ibnica. Foram obtidas atividades enzimaticas diferentes e
enatiosseletividades distintas, a depender do biocatalisador utilizado.

E importante salientar que em todos os estudos mencionados, com excecio dos
trabalhos realizados por CHEN et al. (2008) e MILETIC et al. (2009, 2010, 2011), nio
houve descricdo sobre a forma como os suportes foram produzidos, sendo empregados
suportes comerciais ou obtidos de terceiros, ndo havendo o detalhamento sobre o
procedimento de sintese dos mesmos.

Outros estudos sobre imobilizacdo enzimatica foram realizados, envolvendo
outros tipos de lipases. OLIVEIRA et al. (2000) imobilizaram a lipase de Candida
rugosa por adsorcdo fisica em um copolimero de estireno-divinilbenzeno. A &rea
especifica apresentada pelo suporte era baixa, inferior a 1m#/g. Foram encontradas
atividades de hidrdlise e de esterificacdo expressivas para as enzimas imobilizadas.

GUISAN et al. (2001) propuseram uma nova forma de realizar a imobilizacéo de
enzimas. Inicialmente uma lipase foi adsorvida a um suporte hidrofébico. Em seguida, a
enzima imobilizada foi colocada na presenca de um polimero, polietilenoimina. A lipase
foi, entdo, recoberta por uma camada polimérica. Dessa forma, foi possivel minimizar
as interacdes diretas entre a enzima e o0s solventes organicos presentes no meio
reacional, aumentando, assim, a atividade e estabilidade enzimatica.

HUANG et al. (2001) sintetizaram particulas poliméricas porosas de
poli(estireno-divinilbenzeno) e as empregaram na imobilizacdo da lipase de Candida
rugosa. A metodologia adotada envolveu diferentes etapas reacionais, de forma a
possibilitar a producdo das particulas com estrutura porosa.

YASUDA et al. (2002) estudaram a sintese de particulas poliméricas anfifilicas
e as empregaram para imobiliza¢do da lipase de Rhizopus delemar. As particulas foram
sintetizadas em duas etapas. Primeiramente houve uma reacéo por dispersao, levando a
sintese de sementes de poliestireno. Em seguida, as sementes foram utilizadas em uma
reacdo de polimerizagdo com a presenca de diversos monémeros. Reag¢fes sequenciais

foram conduzidas até a obtencdo final das particulas anfifilicas.

43



Capitulo Il — Revisdo Bibliografica

CUNHA et al. (2008) estudaram a imobilizacdo da lipase de Yarrowia lipolytica
em diferentes suportes poliméricos, como octil-agarose, MANAE-agarose (suportes a
base de polissacarideos funcionalizados com grupamentos octila e monoaminoetil-N-
aminoetila, respectivamente) e octadecil-Sepabeads (suporte a base de polimetacrilato
funcionalizado com grupamentos octadecila). Foram obtidos rendimentos de
imobilizagdo elevados para as diferentes imobilizagdes realizadas. No entanto, as
retencdes de atividade foram baixas. A imobilizacdo realizada no suporte octadecil-
Sepabeads resultou em um biocatalisador com apreciavel estabilidade a variacdes de
temperatura e pH, estabilidades estas ndo observadas nos demais biocatalisadores.

Um estudo sobre a imobilizag&o da lipase do fungo Penicillium simplissicimum a
suportes hidrofébicos (butil, fenil-, e octil-agarose) (suportes a base de polissacarideos
funcionalizados com grupamentos butila, fenila e octila, respectivamente) foi realizado
por CUNHA et al. (2009). Foram observados fendmenos de hiperativacdo das enzimas
imobilizadas. A estabilidade térmica, especificidade e enantiosseletividade apresentadas
pelos biocatalisadores produzidos variaram, a depender do suporte utilizado na etapa de
imobilizacéo.

SAY et al. (2011) sintetizaram nanoparticulas poliméricas contendo lipase, a
partir de um processo de polimerizacdo em microemulsdo. A imobilizacdo foi
conduzida ao longo da propria polimerizagéo.

Microesferas magnéticas, hidrofébicas e porosas foram sintetizadas por TAI et
al. (2012). Essas particulas foram produzidas a partir de uma reacdo de copolimerizagédo
em suspensdo de metacrilato de metila e divinilbenzeno, na presenca de magnetita
recoberta por acido oleico. Desta forma, particulas casca-ndcleo foram produzidas e
utilizadas na imobilizacdo da lipase de Arthrobacter sp. Foram reportados bons
resultados de estabilidade e o reuso da enzima imobilizada.

LIU et al. (2013) desenvolveram diferentes particulas poliméricas porosas
contendo grupos epdxi e as utilizaram na imobilizacdo da lipase de Candida lipolytica,
por ligacdo covalente. As particulas poliméricas foram sintetizadas a partir da reacéo de
polimerizagdo em suspensdo. Os autores reportaram que, a depender do terceiro
mondmero empregado no processo de copolimerizagdo, os parametros de imobilizagdo
(como quantidade de enzima adsorvida e atividade da enzima imobilizada) séo

alterados.
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Alguns trabalhos envolveram a imobilizacdo de outras enzimas a suportes
poliméricos. TAO e FURUSAKI (1995) sintetizaram particulas poliméricas porosas a
partir de uma reacdo de polimerizacdo em suspensdo de acroleina, acetato de vinila e
divinilbenzeno, na presenca de tolueno. Em seguida, foi feita a funcionalizacdo das
particulas poliméricas, realizando-se a introducdo de grupamentos amino e hidroxi na
superficie. Foi entdo estudada a imobilizacdo de uma protease no suporte desenvolvido.

AKGOL et al. (2009) desenvolveram suportes de poli(HEMA-MAH) (poli(2-
hidroxietil metacrilato-co-N-metacriloil-L-histidinametiléster) a partir da técnica de
polimerizacdo em emulsdo livre de surfactante. As particulas foram, entdo, empregadas
na imobilizacdo da enzima catalase, sendo reportado o aumento da estabilidade a
estocagem.

ILLANES et al. (2010) estudaram os efeitos do tamanho de particula e carga
inicial de enzima em um processo de imobilizacdo por ligacdo covalente. A enzima
empregada no estudo foi a Penicilina G acilase e o suporte utilizado foi o glioxil-
agarose. Percebeu-se que limitagdes de transferéncia de massa eram relevantes no caso
de imobilizagdes realizadas em matrizes do tipo gel.

DURMAZ et al. (2011) sintetizaram microesferas de polidivinilbenzeno
reticulado, empregado como ndcleo, que apresentavam em suas superficies cadeias
poliméricas hidrofilicas e / ou hidrofébicas. Essas particulas foram utilizadas para a

imobilizacdo por adsorcdo de uma oxidase de Agaricus bisporus, com bons resultados.

2.2.3.2. Suportes Poliméricos Sintetizados a partir do Processo em

Suspensédo-Emulsdo Empregados na Imobilizacdo Enzimatica

Em funcdo da sintese de particulas porosas com auxilio de uma tecnologia
desenvolvida no préprio laboratério (EngePol, Laboratério de Engenharia de
Polimerizacao), vislumbrou-se a possivel aplicacao de tais particulas na imobilizacdo de
enzimas. Assim, PINTO et al. (2004a) mostraram que as particulas com morfologia
casca-nucleo produzidas por LENZI (2002) e LENZI et al. (2003) poderiam ser usadas
para a suportacdo de células e de compostos enzimaticos.

FIGUEIREDO et al. (2005) utilizou os suportes porosos com morfologia casca-
nucleo para adsorcdo da lisozima, com o objetivo de efetuar a separacdo desta proteina

do meio. Empregou também hidroxiapatita e um copolimero de estireno e
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divinilbenzeno para o0 mesmo fim. Foi observada a adsor¢cdo de maior quantidade de
enzima na hidroxiapatita; no entanto, o suporte com morfologia casca-nucleo também
foi considerado promissor, em fungdo da elevada quantidade de proteina adsorvida, dos
baixos custos de producéo e da facilidade de funcionalizacé&o.

BESTETI (2011) sintetizou diferentes suportes poliméricos com morfologia
casca-nucleo, a partir da técnica de polimerizacdo em suspensdo e emulsdo simultaneas.
Em uma segunda etapa, BESTETI (2011) e CUNHA (2011) empregaram tais suportes
para imobilizacdo da lipase comercial CAL-B. Avaliaram também as atividades
hidroliticas e de esterificacdo dos biocatalisadores produzidos. Os resultados
encontrados para as atividades de hidrolise e de esterificacdo das enzimas imobilizadas
foram préximos aos da enzima comercial, Novozyme® 435, e superiores aos obtidos
nas imobilizacdes realizadas no suporte comercial Accurel® MP1000. Para
exemplificar, as atividades de esterificacdo obtidas foram, Novozyme® 435 (2167
U/Qenzimo) € particulas com ndcleo e casca de poli(estireno-co-divinilbenzeno) (1809
U/Qenzimo), SUporte que resultou no biocatalisador com melhor desempenho.

E importante salientar que a utilizacdo de processos em suspensdo e emulsdo
simultaneas sdo muito vantajosos na sintese de suportes enzimaticos, pois permite a
producdo de particulas porosas e possibilita a alteracdo dos componentes da casca de
forma a intensificar a interacdo entre a enzima e o suporte, a depender das caracteristica
intrinsecas de cada enzima que deve ser imobilizada. Além disso, as particulas sao
sintetizadas em uma Unica etapa, ndo havendo a necessidade de etapas adicionais de
funcionalizagdo do suporte (BESTETI, 2011).

2.3. Comentarios Finais

Por tudo o que foi apresentado, pode-se perceber que muitos trabalhos envolvem
processos de imobilizacdo enzimatica. No entanto, pouquissimos trabalhos foram
realizados na &rea especifica de Engenharia de Suportes, objetivando a produgdo de um
determinado suporte com caracteristicas especificas para a imobilizacdo de um
determinado tipo de enzima de interesse. Apenas dois trabalhos sintetizaram as
particulas poliméricas com morfologia casca-nucleo para imobilizagdo da lipase B de
Candida Antarctica (CHEN et al., 2008; BESTETI, 2011). Dessa forma, o presente

estudo visa a compreender como os parametros de imobilizacdo sdo afetados pelas
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propriedades morfoldgicas dos suportes poliméricos e a entender a influéncia das
variaveis operacionais sobre a morfologia das particulas, sintetizadas pela técnica de
polimerizagdo descrita. Assim, objetiva-se estudar a forma como este sistema
polimérico deve ser conduzido para gerar, ao final do processo, biocatalisadores com
atividades e parametros de imobilizacdo desejados.

Neste estudo, foram desenvolvidos suportes a base de poliestireno. Como ja
mencionado, este polimero apresenta elevada hidrofobicidade, boa resisténcia mecénica
e possui pronunciada reatividade. A enzima utilizada foi a lipase B de Candida
antarctica (CAL-B). Esta enzima exibe elevada enantiosseletividade e catalisa uma
série de reagdes, envolvendo substratos diversos. Em funcgdo disso, a CAL-B é muito
empregada para a sintese de farmacos, em reacGes de esterificacdo e transesterificacéo,
para a sintese de biodiesel e em sinteses quimicas diversas, como na polimerizacao da
caprolactona (GONZALEZ-SABIN, 2002; LUTZ, 2004; RANGANATHAN et al.,
2008; VAIDYA et al., 2008; MILETIC et al., 2009; CUNHA, 2011). Esta enzima,
como a maior parte das lipases, apresenta elevada afinidade por suportes hidrofébicos
(FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998).

Com base na discussdo apresentada, pode-se concluir que o estudo do processo
de imobilizacdo da enzima CAL-B em suportes porosos a base de estireno e preparados
por polimerizacdo em suspensdo e emulsdo simultdneas constitui um tema de

significativa relevancia tecnoldgica e cientifica.
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Capitulo 111

Materiais e Metodologias

O objetivo deste capitulo é descrever os procedimentos de sintese e de
caracterizacdo das particulas poliméricas casca-nucleo sintetizadas. Serdo descritos
também o procedimento de imobilizacdo enzimética realizado e as analises executadas.
Dessa forma, o capitulo sera subdividido em trés se¢Ges principais. Na se¢do 3.1 sdo
relatados os materiais utilizados, a metodologia e as técnicas de caracterizacdo
envolvidas na etapa de polimerizacdo em suspensdo e emulsdo simultaneas do estireno.
Na secdo 3.2, que envolve a etapa de imobilizacdo da lipase B de Candida Antarctica,
sdo apresentados os materiais empregados e a metodologia utilizada no processo de
imobilizacdo. Discutem-se também as analises realizadas com o propdsito de determinar
a cinética de imobilizacdo e o desempenho dos biocatalisadores produzidos. Na se¢édo
3.3 € apresentado o Software utilizado para a determinacdo dos modelos empiricos que
serdo apresentados no Capitulo 04.

3.1. Etapa de Polimerizacdo em Suspensao-Emulsdo Simultaneas

3.1.1. Materiais

A unidade experimental utilizada para a sintese das particulas com morfologia
casca-nucleo é ilustrada na Figura 3.1. Os constituintes da unidade experimental

utilizada foram:

1. Proveta de 100 ml, que permitiu um controle mais preciso da vazdo de mondmero ao
longo da alimentagédo. A alimentacgéo foi constituida apenas por monémero, estireno;

2. Suporte com garra para estabilizar a corrente de alimentacao;

3. Bomba dosadora (Prominent, modelo GALA1000SSTOO0UA002100) com cabeca
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de bombeamento de ago inox;

4. Reator de vidro borossilicato encamisado e com capacidade de 1 I. A tampa do reator
é de aco inox e possui orificios para alimentacdo de mondmero, introdugdo do agitador
mecanico e do condensador de refluxo. Uma bracadeira de aco também ¢é utilizada para
fixar a tampa ao reator;

5. Agitador mecénico de aco inox (IKA RW20 digital) com haste reta e impelidor com
seis pas dispostas verticalmente;

6. Condensador de refluxo do tipo serpentina, usado para recuperar 0 monémero e a
agua volatilizados ao longo da reacéo;

7. Banho de aquecimento com recirculagdo e com controle de temperatura (Thermo
Scientific, modelo Haake Phoenix Il C35P), usado para controlar a temperatura do
reator. O fluido de circulacdo usado foi agua destilada;

8. Banho de resfriamento com recirculacdo e com controlador de temperatura (Nova
Etica, modelo 521-2D), cujo fluido de circulacio era constituido por uma mistura de

agua destilada e etilenoglicol (proporcéo de 1:1).

Figura 3.1. Unidade experimental utilizada para producéo das particulas com

morfologia casca-nucleo.

S&@o0 apresentados a seguir os materiais utilizados no preparo das solucdes
empregadas na reagdo, usados na etapa de lavagem e filtracdo das particulas produzidas
e empregados no preparo das amostras a serem caracterizadas. Os equipamentos

utilizados diretamente na etapa de caracterizagdo serdo descritos na Se¢édo 3.1.3.

1. Placa de agitacdo (IKAMAG®, C-MAG HS 7) para homogeneizagéo das solucoes;
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2. Balancas (BEL Engineering, modelo M214A, pesagem méaxima de 220 g, com
precisdo de 0,0001 g; BEL Engineering, modelo Mark3100, pesagem maxima de 3100
g, com precisdo de 0,01 g) para determinacdo da massa dos reagentes e das amostras
para analise;

3. Coletor de amostras, constituido por uma agulha e um eppendorf preso a sua ponta,
utilizado para recolher as aliquotas ao longo da polimerizag&o;

4. Kitasato com funil, com capacidade de 1000 ml, empregado na etapa de filtracao;

5. Papel de filtro (Qualy, gramatura 80, maioria dos poros com diametro de 14 um),
utilizado na etapa de filtracéo;

6. Dewar e trap, empregados durante a etapa de filtracao;

7. Bomba de véacuo (Quimis, modelo Q355D2) utilizada na etapa de filtracéo;

8. Estufa de circulacdo (Quimis, modelo Q314 M-122) para a secagem das aliquotas
retiradas ao longo da reacéo e do sobrenadante, possibilitando o calculo da conversdo e
do teor de sélidos;

9. Estufa a vacuo da fabricante Precision, para a secagem das particulas casca-nucleo
sintetizadas, das aliquotas retiradas ao longo da reacao e do sobrenadante;

10. Shaker (IKA, HS250 basic), para solubilizacdo das particulas casca-nucleo e das
particulas emulsificadas no solvente empregado na anélise de GPC.

11. Cubeta de vidro de 4ml, para as analises de distribuicdo de tamanhos de particula do

sobrenadante.

Os reagentes utilizados nesta etapa do trabalho, incluindo a etapa de

caracterizagdo, foram utilizados como recebido, sem nenhuma etapa de purificagéo.

1. Estireno (S), fornecido pela Sigma Aldrich com pureza minima de 99%, sendo
empregado como mondmero nas reacdes de polimerizagdo em suspensdo e emulséo
simultaneas;

2. Peroxido de benzoila P.S. (BPO), fornecido pela Vetec Quimica Fina com teor
méaximo de umidade de 25%, sendo utilizado como iniciador na etapa de polimerizacdo
em suspenséao;

3. Persulfato de Potéssio P.A. (K;S,0g), fornecido pela Vetec Quimica Fina com pureza

minima de 99%, sendo usado como iniciador na etapa de polimerizagdo em emulséo;
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4. Lauril sulfato de sodio (SLS), fornecido pela Vetec Quimica Fina com pureza minima
de 90%, sendo utilizado como emulsificante na etapa de polimerizagdo em emulséo;

5. Bicarbonato de sodio (NaHCO3), fornecido pela Proquimios com pureza minima de
99,7%, sendo utilizado no preparo da solucdo tampao empregada na polimerizacdo em
emulséo;

6. Poli(&lcool vinilico) P.S. (PVA), fornecido pela Vetec Quimica Fina com grau de
hidrélise de (86,5-89,5)% e Mw de 78.000 g/mol, sendo usado como agente de
suspensdo na etapa de polimerizacdo em suspensao;

7. Tetrahidrofurano (THF) grau HPLC/Spectro, fornecido pela Tedia Company Inc.
com pureza minima de 99,8%, sendo usado na andlise de GPC como fase movel e para
solubilizacdo das amostras;

8. Hidroquinona, fornecida pela Vetec Quimica Fina com pureza minima de 99%, sendo
utilizada como inibidor da reacdo de polimerizacdo, garantindo o término da reacdo
apos a retirada das aliquotas;

9. Agua destilada, sendo empregada no preparo das solugbes de PVA, K,S,0g, SLS e
NaHCOs e sendo utilizada como fluido de troca térmica e na lavagem das particulas ao
longo da etapa de filtracao;

10. Etileno glicol Mono P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina com pureza minima
de 99,5%, empregado como fluido refrigerante no banho de resfriamento;

11. Tolueno P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina com pureza minima de 99,5%,
sendo usado na limpeza do reator e do impelidor ao final da reacéo;

12. Nitrogénio liquido, usado na anélise de BET;

13. Gas nitrogénio, fornecido pela Air Products com pureza minima de 99%, utilizado
para manter a atmosfera inerte ao longo da analise de DSC.

14. Etanol P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina com pureza minima de 99,8%,
sendo utilizado na analise de determinacdo de tamanhos das particulas casca-nucleo.

15. Gés nitrogénio, utilizado na analise de BET, com pureza minima de 99%.

3.1.2. Metodologia

As particulas porosas poliméricas foram sintetizadas por meio da técnica de

polimerizagdo em suspensdo-emulsdo simultaneas desenvolvida por LENZI (2002) e
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LENZI et al. (2003). O procedimento empregado na realizacdo de cada uma das reagdes

é apresentado a seguir.

3.1.2.1. Etapa da Polimerizagdo em Suspensao

Esta etapa envolve a reacdo em suspensdo, ocorrendo a sintese do nucleo
polimérico das particulas casca-nucleo. Segundo LENZI (2002) e LENZI et al. (2003),
0 grau de recobrimento das particulas est4 associado a conversdo atingida pelo nucleo
durante a etapa de suspensdo. Dessa forma, como o objetivo do presente trabalho € o
desenvolvimento de suportes enzimaticos, optou-se por conduzir as reacGes em
suspensdo por 2 h, de forma a promover maior grau de recobrimento das particulas,
resultando em particulas casca-ndcleo mais porosas (BESTET]I, 2009).

Inicialmente foram preparadas a solucdo de agente de suspensdo e a solugéo
aquosa de hidroquinona (pelo menos 12 horas antes do inicio da reacdo). A solugdo de
hidroquina, ap6s o preparo, foi mantida na geladeira até o momento da reacdo. A
solucdo monomeérica, constituida por mondémero e iniciador, foi preparada apenas no
momento da reacdo. As massas de cada um dos componentes envolvidos nesta etapa
inicial da reacdo séo apresentadas na Tabela 3.1. Todas as rea¢fes foram conduzidas em
batelada na temperatura de 85°C com agitacdo de (1000 + 50) rpm. As condicdes
reacionais de referéncia foram estabelecidas em trabalhos anteriores (LENZI, 2002;
LENZI et al., 2003; BESTET], 2009).

Inicialmente era adicionada ao reator a solu¢do de PVA a 85°C. A agitacéo era
iniciada e mantida em torno de 300 rpm. Durante o aquecimento da solucdo de PVA,
era preparada a solucdo de mondmero (estireno) e iniciador (BPO) a temperatura
ambiente, de forma a evitar o inicio da polimerizacdo. Apds o preparo da solugdo
monomérica, iniciava-se entdo a adicdo ao reator. A partir deste momento, a agitacdo
era ajustada para o valor desejado e iniciava-se a reacdo de polimerizagdo em

suspensao.
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Tabela 3.1. Massa de cada um dos componentes envolvidos na etapa de polimerizagédo

em suspensao.

Etapa de Suspenséo

Massa de Massa | Massa de | Massa de Massa de Agua no
Agente de N o Massa de x
x < de Monomero | Iniciador | ,. . Preparo da Solucéo
Reacdo | Suspensdo | ; Hidroquinona . .
Agua (S) (BPO) de Hidroquinona
VA 19 | © © © ©
(9)
1-18 3,0 370,0 100,0 4,0 0,5 49,5

3.1.2.2. Etapa da Polimeriza¢do em Suspensdo-Emulsdo Simultaneas

Na etapa da polimerizacdo em emulsdo sdo geradas pequenas particulas que séo
capturadas pelo nucleo pegajoso produzido na suspensdo, ocorrendo, entdo, a formacéao
da casca porosa (LENZI, 2002; LENZI et al., 2003). Nessa etapa, ambas as reacoes
(suspensdo e emulsdo) sdo conduzidas no mesmo reator simultaneamente, sem qualquer
etapa intermediaria de separacdo. Como o presente trabalho tem por objetivo avaliar a
influéncia de alguns parametros de operacdo, como vazéo de alimentagcdo de monémero,
concentragdes de iniciador e de emulsificante e quantidade de monémero alimentada na
etapa de emulsdo, em cada reacdo foi empregada uma massa especifica de cada um
desses reagentes mencionados. Na Tabela 3.2 sdo mostradas as massas de cada um dos
componentes adicionados em cada uma das reagdes durante a etapa de emulsdo. Todas
as reacOes foram conduzidas a 85 °C e com a agitacdo de (1000£50) rpm, condicdes
idénticas as empregadas na polimerizacdo em suspensdo. Vale ressaltar que esta etapa é
conduzida em batelada alimentada, para evitar o descontrole térmico da reacdo e a
aglomeracdo completa das particulas. A sequéncia de experimentos apresentada na
Tabela 3.2 seré discutida no Capitulo 04.

A solucdo de emulsificante era preparada juntamente com a solucéo de agente de
suspensdo, pelo menos oito horas antes de ser empregada na reagdo, de maneira a
garantir a solubilizagdo completa de todo o material solido. J& as solugfes tampéo e de
iniciador eram preparadas no momento em que a polimerizagdo em suspensdo era

conduzida. A solubilizacdo destes componentes ocorria por aproximadamente 30 min.
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Tabela 3.2. Massa de cada um dos componentes envolvidos na etapa de polimerizacéo

em emulsao.

Etapa de Emulséo

Massade | Massade Massa
Monomero| Mondmero Massa de Massa de Massa
de . . '
Reagio Cgr_ga S e dor Emulsificante | Bicarbonato | de agua
Inicial | Alimentacdo (K25,05) (SLS) (NaHCO3) | destilada
(S) (S) z(gz) ° (9) (9) (9)
(9) (9)

1 30,0 70,0 0,3 2,5 0,3 227,0
2 0 0 0 0 0 0
3 30,0 70,0 0,3 2,5 0,3 227,0
4 30,0 70,0 0,3 2,5 0,3 227,0
5 30,0 70,0 0,3 2,5 0,3 227,0
6 30,0 70,0 0,3 2,5 0,3 227,0
7 30,0 70,0 0,3 2,5 0,3 227,0
8 30,0 70,0 0,3 3,125 0,3 227,0
9 30,0 70,0 0,3 1,875 0,3 227,0
10 30,0 70,0 0,225 2,5 0,3 227,0
11 30,0 70,0 0,375 2,5 0,3 227,0
12 30,0 70,0 0,3 2,5 0,3 227,0
13 30,0 20,0 0,225 2,5 0,3 227,0
14 30,0 120,0 0,225 2,5 0,3 227,0
15 30,0 20,0 0,3 2,5 0,3 227,0
16 30,0 120,0 0,3 2,5 0,3 227,0
17 30,0 70,0 0,3 2,5 0,3 227,0
18 30,0 70,0 0,225 2,5 0,3 227,0

Assim, apds as duas horas da reacdo em suspensao, eram adicionadas ao reator,
nesta ordem, a solucdo de emulsificante (SLS), a solucdo tampédo (NaHCO3) e a agua
destilada. A solucdo tampdo, como ja mencionado, tem como objetivo conferir maior
estabilidade a emulsdo (LENZI, 2002). J& a 4gua destilada tem por funcdo completar o
meio reacional, garantindo a dispersdo das particulas poliméricas. Entre as adicdes de
cada uma das solugdes, respeitou-se sempre um intervalo de 2 min, de maneira a néo
provocar uma queda pronunciada da temperatura do meio reacional.

Apos a adi¢do da agua, era adicionada ao reator uma carga inicial de estireno e,
em seguida, a solucéo de iniciador (K,S,0g). Neste momento, iniciava-se a alimentagédo
de estireno, presente em uma proveta. Dessa forma, era possivel exercer um controle
mais preciso da vazdo de alimentacdo. O momento em que a primeira gota de

monodmero desprendia-se da mangueira e atingia o reator era considerado como 0 inicio
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da etapa de emulsao alimentada. A duracao desta etapa variava, a depender da vazao de
alimentacdo de monémero e da quantidade de mondmero alimentada. Ao longo de toda
a reacdo, a vazdo nominal da bomba era alterada para estar o mais proximo possivel do
valor almejado. Ao terminar a alimentacdo de mondmero, prosseguia-se com mais duas
horas de emulsdo, de maneira a garantir o recobrimento das particulas.

Terminada a reacdo de polimerizagdo em suspensdo-emulsdo simultaneas, o
sistema era resfriado, para inibir o prosseguimento da reacdo. Eram formadas, entéo,
duas fases ao final do processo: decantado, constituido por particulas com morfologia
casca-nucleo, que decantavam com 0 meio em repouso; e sobrenadante, formado pelas
particulas emulsificadas que ndo foram capturadas pelo nicleo pegajoso e que
permaneciam dispersas no sobrenadante. Esse latex foi recolhido para posterior anélise
das particulas ainda presentes em emuls&o.

Seguia-se, entdo, com a etapa de filtracdo e lavagem das particulas casca-ndcleo,
ocorrendo a eliminacdo dos componentes do meio reacional ainda presentes na
superficie das particulas. Por fim, o material polimérico era levado a estufa a vacuo,
onde permanecia até a massa seca ndo apresentar variacdes expressivas, sendo, entao,

caracterizado e armazenado.

3.1.3. Caracterizacdo das Particulas Poliméricas

Diversas analises foram realizadas com o objetivo de caracterizar as particulas
casca-nlcleo sintetizadas: Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Analise de
Distribuicdo de Tamanhos de Particula, Microscopia Optica, Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) e Anélise de area
especifica, diametro médio de poro e volume especifico de poros (BET). Todas as
analises foram realizadas com as amostras secas. As particulas presentes no
sobrenadante também foram caracterizadas: Analise de Distribuicdo de Tamanhos de
Particula, Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC) e teor de solidos. Foram
realizadas também anélises de conversdo e rendimento das reacOes realizadas. Cada

uma dessas técnicas sera discutida a seguir.
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3.1.2.1. Microscopia Optica

As particulas poliméricas sintetizadas foram analisadas no Microscéopio Optico,
possibilitando uma melhor observacdo da morfologia das particulas. O microscopio
utilizado foi o microscopio dtico binocular (Nikon, modelo SMZ800, com capacidade
de ampliacdo de 50 x), com camera digital (Nikon Coolpix 995) acoplada, que

possibilita a ampliacéo e digitalizacdo da imagem.
3.1.2.2. Microscopia Eletrénica de Varredura

Foi utilizado também o Microscopio Eletrénico de Varredura (Fei Company,
modelo Quanta 200), operando com tensdo maxima de 30 kV, alto vacuo e elétrons
secundarios. As fotomicrografias foram processadas em um analisador de imagens (Fei
Company). Dessa forma, foi possivel uma visualizacdo ainda mais acurada das
particulas sintetizadas, sendo vidvel a observacdo de detalhes da superficie, como os
poros formados.

As amostras, antes de serem analisadas no microscopio, sofreram um tratamento
de metalizacdo que garantiu um recobrimento das particulas com ouro, sendo possivel,
entdo, a sua visualizacdo no microscépio. As condi¢cdes de operacdo para a aquisicao
das imagens, como tamanhos de “spot”, distancia de trabalho (WD) e as ampliac¢Oes das
regibes fotografadas podem ser observadas na legenda das micrografias que serdo

apresentadas no Capitulo 04.
3.1.2.3. Cromatografia de Permeacédo em Gel

As particulas poliméricas, tanto as particulas casca-ndcleo quanto as presentes
no sobrenadante, também foram caracterizadas quanto a distribuicdo das massas
molares e quanto as massas molares médias das cadeias poliméricas que as compunham.
Para isso, foi utilizado o cromatégrafo (Viscotek, modelo GPC Max VE2001; com uma
coluna linear KF-804L e uma coluna linear KF-805L, fornecidas pela Shodex, com
tamanho méaximo de poro de 1,5.10° A e 5.10°A, e detector refratométrico Viscotek,

modelo VE3580) operando a 40 °C. A fase mdvel utilizada nas analises foi o solvente
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tetrahidrofurano (THF). A calibracdo do equipamento foi realizada com padrdes de
poliestireno, com massas molares na faixa de (2340 1,8x10°) Da.

A técnica de cromatografia de permeacdo em gel (GPC) ou cromatografia por
exclusdo de tamanho (SEC) é usada para determinar a distribuicdo de massas molares
de polimeros e também os valores das massas molares médias. Essa andlise envolve a
separagdo do polimero nas diferentes fragdes de massas molares que o constituem.
Inicialmente, o polimero é dissolvido em um determinado solvente, no qual devera ser
completamente solavel. A solucdo polimérica € injetada em uma coluna recheada com
gel poroso e as moléculas séo, entdo, separadas de acordo com o volume hidrodindmico
que apresentam; ou seja, o tamanho efetivo das cadeias em uma solucdo. As moléculas
maiores sdo eluidas primeiro, pois ndo conseguem penetrar nos poros da coluna.
Contudo, as particulas menores conseguem penetrar nos inimeros poros, havendo a
necessidade de um maior volume de solvente para elui-las.

A faixa de separacdo dos tamanhos das cadeias depende do tamanho dos poros
da coluna recheada. Vale ressaltar também que a coluna e o recheio ndo devem interagir
com o polimero e o solvente utilizados. Assim, a correta determinacdo das massas
molares esta relacionada com a selecédo correta das colunas e dos solventes.

Para realizacdo das analises de GPC, as particulas casca-nlcleo produzidas
foram pesadas (0,015g) em tubos de vidro apropriados, em que foram adicionados 3 ml
de THF. Esses tubos devidamente vedados foram colocados em um shaker, para
garantir a dissolucdo de todo o conteddo polimérico. As particulas do sobrenadante
foram gotejadas (15 gotas) no tubo de vidro, em que foram adicionados 3 ml de THF.
Em seguida, foram colocadas em um banho contendo agua a 40 °C, para facilitar a
dissolucdo das particulas, e depois conduzidas ao shaker. Em algumas amostras de
sobrenadante muito concentradas, foram adicionados 5 ml de solvente. Contudo, como
todas as andlises de GPC que serdo apresentadas no proximo capitulo foram
normalizadas (sinal normalizado entre 0 e 1), qualquer efeito de concentracdo na
intensidade da resposta é anulado. Apds a etapa de dissolugdo, prosseguia-se com a
filtracdo das solugdes, realizadas em membranas com didmetro de poro de 0,45 pm. Por

fim, aproximadamente de 300 pl de cada filtrado eram injetados no cromatografo.
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3.1.2.4. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Para determinar as temperaturas caracteristicas das transicdes térmicas das
particulas poliméricas produzidas foram realizadas analises de Calorimetria
Exploratdria Diferencial (DSC). Essas analises foram realizadas em um equipamento da
fabricante Perkin Elmer, modelo DSC 8500.

Quando uma substancia sofre alguma transformacéo fisica ou quimica, ocorre
liberacdo ou absorcdo de uma determinada quantidade de calor. A técnica de DSC
mede, por meio de uma programacdo controlada de temperatura (aquecimento ou
resfriamento), a energia envolvida na transformacéo.

Em uma curva de DSC tipica de materiais poliméricos, trés tipos basicos de
transformac6es podem ser usualmente detectados: transformacdes endotérmicas (como
a fusdo), transformacbes exotérmicas (como a cristalizacdo) e transi¢cGes de segunda
ordem (como a transicdo vitrea) (ODIAN, 2004). Essas temperaturas podem ser
determinadas a partir de um processo de resfriamento e aquecimento. A temperatura de
transicdo vitrea (Tg) é detectada quando as cadeias poliméricas adquirem a chamada
mobilidade segmental, momento em que as cadeias comecam a apresentar certa
mobilidade. A temperatura de fusdo (Tm) € associada a fusdo de regiGes cristalinas do
polimero.

Para a realizacdo das analises, aproximadamente 10 mg de cada amostra foram
adicionados a cadinhos de aluminio que, em seguida, foram fechados e selados. Foi
utilizado como referéncia um cadinho de aluminio vazio. Os termogramas foram
obtidos do segundo ciclo de aquecimento/resfriamento na faixa de temperatura de 0 a
200 °C, usando uma taxa de resfriamento/aquecimento constante de 10°C/min sob
atmosfera de nitrogénio. O primeiro ciclo teve como objetivo a padronizacao da historia

térmica das amostras.

3.1.2.5. Area Especifica, Diametro Médio de Poro, Volume Especifico de
Poros

Com o objetivo de determinar a area especifica, diametro médio de poro e

volume especifico de poros das particulas casca-nucleo, foi utilizado um Analisador de
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superficie de materiais (area especifica, didmetro médio de poro e volume especifico de
poros) empregando o modelo de Brunauer, Emmett e Teller (BET), para o calculo de
area, e 0 método de Barret, Joyner e Halenda (BJH) para a determinacdo da distribuicéo
dos tamanhos e dos volumes de poro. Em funcdo da dificuldade encontrada para
realizacdo de tal analise, as amostras foram distribuidas entre trés laboratorios: um
laboratério da Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ) (o equipamento
utilizado foi fornecido pela Micrometics, modelo ASAP 2020), um laboratério da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) (o equipamento utilizado também foi
fornecido pela Micrometics, modelo ASAP 2020) e um laboratorio da Universidade
Federal de Sdo Carlos (UFSCar) (o equipamento utilizado foi fornecido pela
Micrometics, modelo ASAP 2020V3 2H).

A técnica de BET é baseada na adsorcéo fisica de um gas sobre a superficie das
particulas. O processo de adsorcdo € resultado das forcas de interacdo entre as
moléculas do gas e do sdlido, interacBes fracas do tipo forcas de van der Waals
(TEIXEIRA, et al. 2001). Os gases mais empregados como adsorvatos séo 0 nitrogénio
e 0 argbnio, por adsorverem sobre a superficie de qualquer sélido, independentemente
da composicdo do mesmo.

Para avaliar a estrutura porosa de um material, a construgdo de uma isoterma de
adsorcdo é importantissima, uma vez que permite a obtencdo de informacdes sobre a
porosidade, a area e a distribuicdo de poros do material. A isoterma mostra a relacao
existente entre a quantidade de gas adsorvida ou dessorvida por um so6lido em funcéo da
pressao relativa do gas, a uma temperatura constante. Utiliza-se, entdo, um modelo
capaz de descrever de forma satisfatdria a isoterma de adsorcdo fisica obtida
(TEIXEIRA et al., 2001). Para s6lidos mesoporosos (diametro de poro na faixa de 20-
500 A) e microporosos (didmetro de poro abaixo de 20 A), o modelo BET é adequado
para descrever a isoterma encontrada (SALIS et al., 2003).

A érea especifica é determinada a partir da quantidade de adsorvato necessaria
para a formacdo de uma monocamada sobre a superficie das particulas analisadas. A
partir do método BJH, que se baseia na equacgédo de Kelvin e considera o esvaziamento
progressivo dos poros cheios de liquido com a queda da presséo, é possivel determinar a
distribuicdo dos didmetros de poro e o volume especifico de poros (TEIXEIRA et al.,
2001).
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Para a realizacdo da analise BET, inicialmente aproximadamente 1 g de cada
amostra era pesado em um baldo volumétrico. Em seguida, o baldo era acoplado ao
equipamento, sendo iniciada a etapa de pré-tratamento. Este tratamento é realizado a
temperatura de até 60°C a vacuo, de forma a eliminar qualquer contaminante volatil que
possa estar presente na superficie das particulas.

Apl6s o pré-tratamento, cada material era novamente pesado, de forma a
determinar a exata massa seca do polimero. Em seguida, o baldo volumétrico era
acoplado ao equipamento, sendo, entdo, resfriado com a utilizacdo de um Dewar
contendo Ny liquido. Neste momento, o sistema de vacuo era ativado, seguido da
injecdo de gas N, para o interior do sistema, promovendo a adsor¢do do gas sobre a
superficie das particulas. A duracdo desta etapa varia, a depender da area especifica da
massa polimérica. Por fim, com o auxilio de programas computacionais baseados no
modelo e no método ja detalhados, a area especifica, o diametro médio de poro e o

volume especifico de poros eram determinados para cada uma das amostras produzidas.

3.1.2.6. Distribuicéo de Tamanhos de Particula

Foi utilizado um analisador de tamanhos de particula na faixa de (0,02 pm -
2000 pum) (fornecido dela empresa Malvern Instruments, modelo Master sizer Hydro
2000S), para a determinacdo da distribuicdo de tamanhos das particulas casca-ndcleo
produzidas. Esta técnica é baseada no espalhamento da luz provocado pela presenca das
particulas poliméricas. Assim, a partir da deteccdo dos raios espalhados, é possivel obter
informacdes sobre a distribuicdo de tamanhos das particulas.

As particulas com morfologia casca-nicleo eram colocadas em um
compartimento do equipamento, contendo uma solugdo de agua e etanol. A presenca de
um sistema de agitacdo garantia a dispersao e a homogeneizacdo das particulas no meio.
Com o auxilio de uma bomba, parte desta solucéo, contendo as particulas, era conduzida
até o leitor. Os gréficos de distribuicdo eram, entdo, obtidos. As analises foram sempre
realizadas em triplicata.

Na distribuicdo de tamanhos das particulas ainda presentes no sobrenadante ao
final de cada reacdo, foi utilizado um analisador de tamanho de particulas na faixa de
(0,3 nm - 10 um) (fornecido pela Malvern Instruments, modelo Zetasizer Nano-ZS).

Esta técnica é baseada no espalhamento de luz proporcionado pela difusdo das
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particulas que se movimentam sob movimento Browniano. Dessa forma, € possivel
determinar a distribuicdo de tamanhos de particula a partir de relagbes matematicas bem
estabelecidas.

Uma gota de cada amostra, sem tratamento prévio, era adicionada a uma cubeta
de vidro. A cubeta era preenchida com agua destilada e microfiltrada e, por fim, inserida
no equipamento, iniciando-se a analise. Os graficos de distribui¢do eram, entdo, obtidos.

As analises foram sempre realizadas em triplicata.

3.1.2.7. Determinacdo da Conversdo, do Rendimento da Reacdo e do

Teor de Solidos

Com base em analises gravimétricas, era possivel determinar o teor de sélidos no
sobrenadante, o rendimento e a evolucdo das conversdes em cada uma das reagdes.

Para realizar a analise cinética, foram retiradas aliquotas ao longo da reacéo.
Essas amostras eram vertidas em uma espécie de copinho de aluminio, contendo
aproximadamente 5 gotas de solucdo aquosa de hidroquinona (1% p/p) em seu interior.
Em seguida, eram conduzidas a estufa de circulacdo a 40 °C ou a uma estufa a vacuo,
onde permaneciam até apresentarem massas constantes. A conversdo correspondente a
cada tempo de amostragem era calculada a partir das equagdes apresentadas no
Apéndice A, sendo possivel, entdo, a realizacdo da analise cinética de cada uma das
reacoes.

O rendimento de cada reacdo foi calculado a partir da massa final de polimero
obtida, apds sua secagem completa, e a massa inicial de mondémero empregada na
reacdo. A Equacdo 3.1 era usada para o calculo do rendimento.

Ao final de cada reacdo, aproximadamente 10 ml da solucdo do sobrenadante
eram adicionados a um béquer contendo aproximadamente 10 gotas de solucdo de
hidroquinona (1% p/p). Essas amostras também eram colocadas na estufa de circulagdo
a 40 °C ou na estufa a vacuo, onde permaneciam até que as massas apresentassem
valores constantes. Dessa forma, o teor de solidos presente no sobrenadante de cada
uma das reagdes pdde ser determinado a partir da Equacgéo 3.2. Cada analise foi sempre

realizada em triplicata.
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m

polimero

+m

r =
m

mondmerosusp 'mon6meroemuls

Equacéo 3.1. Célculo do rendimento.

sendo: r, 0 rendimento; Mpoiimero, & Massa de polimero seco obtida ao final da etapa de
secagem; Mmonomerosusp, @ Massa de mondmero adicionada na etapa da suspensdo;

Mmonomeroemuls, & Massa total de mondmero adicionada na etapa de emulséo.

Mysopseco — My — Mhig
m —My, —Mgyihig

TS =

bsobumido

Equacao 3.2. Célculo do teor de solidos.

sendo: TS, o teor de sOlidos; Mpsopsec, @ Massa do béquer, do sobrenadante seco e da
hidroquinona contida na solucdo inibidora adicionada; Mpsobumido, @ Massa do béquer,
contendo a solucdo aquosa de hidroquinona, e do sobrenadante umido, retirado logo
apos a reacao; Myig, a massa de hidroquinona contida na solucdo aquosa; mp, a massa do

béquer; msoinig, @ Massa adicionada da solucéo aquosa de hidroquinona.

3.2. Etapa de Imobilizacdo Enzimatica

3.2.1. Materiais

A imobilizacdo enzimética foi realizada utilizando a unidade apresentada na

Figura 3.2.

Figura 3.2. Unidade experimental utilizada para a imobilizagéo enzimatica.
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Os constituintes da unidade experimental utilizada foram:

1. Um béquer de plastico de 600 ml, em que raspas de gelo eram adicionadas para
manter a temperatura ao longo da imobilizacdo em torno de 4°C;

2. Um béquer de 100 ml, em que foi realizada a imobilizacéo;

3. Agitador magnético;

4. Placa de agitacdo (IKAMAG®, C-MAG HS 7), para manter a agitacdo do meio ao

longo do processo de imobilizacao.

Sdo apresentados a seguir os materiais utilizados na lavagem dos suportes, no
preparo das solugbes enzimaticas e na etapa de avaliacdo do desempenho das enzimas

imobilizadas.

1. Placa de agitagédo (IKAMAG®, C-MAG HS 7), para homogeneizagdo das solucoes
enzimatica, tampdao, de hidroxido de sodio e para realizacdo das reacGes de esterificacao
e de hidrolise;

2. Kitasato com funil, com capacidade de 1000 ml, empregado na etapa da lavagem e
filtracéo;

3. Papel de filtro (Qualy, gramatura 80, maioria dos poros com didmetro de 14 um),
utilizado na etapa de lavagem e filtracdo dos suportes;

4. Dewar e trap, empregados durante a etapa de filtracdo;

5. Bomba de vacuo (Quimis, modelo Q355D2), para a lavagem e filtracdo dos suportes;
6. Espectrofotdmetro, modelo UV-1800 fornecido pela empresa Shimadzu, utilizado
para determinacdo das atividades de hidrolise;

7. Banho de aquecimento, com recirculacdo e controle de temperatura acoplado ao
Espectrofotdmetro, fornecido pela empresa Etica, modelo 521-2D, utilizado para manter
a temperatura do espectrofotdmetro a 30 °C, temperatura na qual foram realizadas as
dosagens de atividade hidrolitica, e para manter a temperatura do meio reacional nas
reacOes de hidrolise catalisadas pelo biocatalisador produzido;

8. Titulador automatico, fornecido pela empresa Mettler Toledo, modelo G20, utilizado
na determinagdo das atividades de esterificagdo das enzimas imobilizadas;

9. Dois reatores de vidro encamisados de 50 ml com tampa, onde foram realizadas as
reacOes de esterificacao;
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10. Banho de aquecimento com recirculacdo e controle de temperatura acoplado aos
reatores de vidro, fornecido pela empresa PolyScience, modelo 911, utilizado para
manter a temperatura do meio reacional a 40 °C, temperatura na qual foram realizadas
as reacoes de esterificacdo;

11. Cubeta de vidro de 4 ml, utilizada nas dosagens de atividade de hidrolise das
enzimas na forma soltvel;

12. Cubeta de vidro de 1 ml, empregada nas dosagens de atividade hidrolitica dos
biocatalisadores;

13. Frascos de vidro de 10 ml, onde foram realizadas as reacdes de hidrolise;

14. Espectrofotdmetro, modelo Power Wave XS fornecido pela Bio Tek, utilizado para
determinacdo da quantidade de proteina presente nas solucfes enzimaticas;

15. Copos plésticos, utilizados nas dosagens de atividade de esterificacao;

16. Dessecador, empregado na secagem das enzimas imobilizadas;

17. Shaker (IKA, HS250 basic), utilizado durante a imobilizagdo enzimatica entre os
tempos de amostragem de 6 h e 25 h;

18. Kitasato com funil, com capacidade de 500 ml, empregado na etapa de filtracdo das
enzimas imobilizadas;

19. Papel de filtro (Nalgon, gramatura 80, com porosidade de 3 um), utilizado na etapa
de filtrag&o das enzimas imobilizadas;

20. Trap, empregado durante a etapa de filtracdo das enzimas imobilizadas;

21. Bomba de vacuo (ILMVAC GmbH) para a etapa de filtracdo das enzimas
imobilizadas;

22. Shaker (IKA®, MS3 digital), para agitar as placas de acrilicos utilizadas nas
dosagens de quantidade de proteina;

23. Balanca analitica, fornecida de Shimadzu modelo AY220, com precisao de 0,0001g,

para determinar as massas dos componentes envolvidos na etapa de imobilizagao.

Os reagentes utilizados nesta etapa do trabalho também foram utilizados como

recebido, sem nenhuma etapa de purificagéo.

1. Agua destilada empregada na lavagem dos suportes e na preparacio das diferentes

solugdes;
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2. Lipozyme® CALB L, Lipase B de Candida Antarctica (CAL-B), na forma soluvel,
fornecida pela empresa Novozymes;

3. p-nitrofenil laurato, fornecido pela Fluka, com pureza minima de 98%, utilizado

como substrato para determinacéo das atividades hidroliticas;

4. Acetonitrila, fornecida pela Vetec Quimica Fina, com pureza minima de 99,9%, grau

UV/HPLC, utilizada para preparar a solugéo de substrato;

5. Dimetilsulféxido (DMSO), fornecido pela Tedia Company Inc., com pureza minima

de 99,9%, grau UV/HPLC, também utilizado para preparar a solucao de substrato;

6. Fosfato de Sodio Monobasico P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina, com pureza

minima de 99%, utilizado para preparar as solucGes de tampdo fosfato 5 e 25 mM com

pH=7;

7. Hidroxido de Sodio P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina, com pureza minima de

99%, utilizado para preparar as solucdes aquosas de hidroxido de sodio usadas para

ajustar o pH da solugéo tampdo e como titulante no titulador;

8. Etanol P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina, com pureza minima de 99,8%,

utilizado para lavar os suportes e como substrato nas reacoes de esterificacao;

9. Acido oleico P.S., fornecido pela Vetec Quimica Fina, utilizado como um dos

reagentes nas reacdes de esterificagéo;

10. Suportes poliméricos de poliestireno sintetizados na primeira etapa do trabalho,

utilizados para a imobilizacdo enzimatica;

11. Accurel® MP 1000, suporte polimérico a base de polipropileno, fornecido pela

empresa Membrana GmbH, utilizado como referéncia para avaliar o desempenho dos

suportes produzidos na primeira etapa. Este material serd chamado em alguns itens do

texto apenas de Accurel,

12. Reagente de Bradford, fornecido pela empresa Bio Rad, utilizado para determinacao

da quantidade de proteina presente nas solugdes enzimaticas;

13. Raspas de gelo, para manter a temperatura das imobilizagdes em torno de 4 °C.

14. BSA (2 mg/ml), fornecida pela Bio Rad, utilizada como padrdo para geragdo de uma

curva de calibragdo empregada na analise proteica;

15. Acetona P.A., fornecida pela Vetec Quimica Fina, com pureza minima de 99,5%,

utilizada como solvente nas dosagens de atividade de esterificacao;
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15. Biftalato de Potassio P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina, com pureza minima
de 99,5%, previamente desumidificado na estufa, utilizado para determinar a exata

concentracdo da solucdo de hidroxido de sddio utilizada como titulante.

3.2.2. Metodologia

A técnica de imobilizacdo empregada no presente trabalho e os calculos
envolvidos na determinacdo dos parametros de imobilizacdo s&o descritos em alguns
trabalhos presentes na literatura (CUNHA et al., 2008; CUNHA et al., 2009; BRANCO
et al., 2010; CUNHA, 2011). Com base nesses trabalhos existentes na literatura técnica,
os procedimentos adotados em cada uma das imobilizacdes realizadas sdo apresentados
a sequir.

A etapa de imobilizagdo foi iniciada com a lavagem dos suportes. Assim,
pesava-se um grama de cada um dos suportes em béquer e, em seguida, eram
adicionados 10 ml de etanol a cada um. Apo6s 30 min, o etanol era retirado com auxilio
de pipeta Pauster e, em seguida, a cada suporte eram adicionados 10 ml de agua
destilada. Prosseguia-se com a lavagem com agua destilada até a remocdo total do
alcool, garantida a partir da auséncia do odor do etanol nas particulas. Por fim, os
suportes eram lavados com solucdo tampédo fosfato de sédio 5 mM, previamente
preparada, e filtrados. As particulas poliméricas eram armazenadas em tubos tipo
Falcon e mantidas na geladeira até 0 momento da imobilizagdo. Esse procedimento de
lavagem era realizado com o objetivo de facilitar a penetragdo da solucdo aquosa
enzimatica para o interior do suporte no momento da imobilizacdo, diminuindo o grau
de hidrofobicidade do mesmo.

A partir do estudo realizado por CUNHA (2011), percebeu-se que, com o
aumento da atividade hidrolitica da solugdo enzimatica inicial de aproximadamente 100
U/Qsuporte Para aproximadamente 200 U/gsuyporte, OCOrria uma queda pronunciada na
retencédo de atividade para as enzimas imobilizadas em poliestireno. Esse resultado pode
ser explicado pela ocorréncia do fenémeno de overcrowding, caracterizado pela
formacéo de multicamadas de enzimas, ocorrendo a obstrucdo do sitio ativo de parte das
enzimas adsorvidas em funcdo das demais camadas enziméticas. 1sso pode explicar a
queda da retencéo de atividade observada (CUNHA, 2011).
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Em funcdo do fenébmeno apresentado, foi determinado que todas as
imobilizacBes seriam realizadas com uma atividade hidrolitica inicial de
aproximadamente 100 U/Qsypore. AsSim, 0 concentrado enzimatico comercial foi
dissolvido em solucdo tampédo de fosfato de sédio 5mM, de maneira a obter uma
solucdo enzimatica com a atividade desejada. As imobilizac6es foram realizadas em
meio com baixa forca idnica (tampéo fosfato de sédio 5mM e pH 7,0), pois foi notado
que, sob baixa forga idnica, a velocidade de imobilizacdo de lipases é méaxima
(FERNANDEZ-LAFUENTE, 1998).

Em seguida, ao béquer ja contendo o suporte de interesse, eram adicionados 10
ml do extrato proteico. Esse era considerado o inicio do processo de imobilizagcdo. O
sistema era mantido sob agitacdo por 25 h. Passadas 6 h de imobilizacdo a 4 °C sob
agitacdo de aproximadamente 250 rpm, o sistema era retirado do banho de gelo e da
placa de agitacdo e era conduzido a geladeira, onde era mantido em um shaker até
completar 25 h de imobilizagdo. A temperatura do sistema era mantida baixa para evitar
uma possivel desnaturacdo da enzima. Ao longo de cada uma das imobilizacGes, foram
retiradas aliquotas (0, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 6 h, 25 h) para dosagem da enzima que
ainda permanecia na fase solvel (ou seja, no sobrenadante). Cerca de 1 min antes da
retirada das aliquotas, a agitacdo do sistema era desligada para garantir a decantagdo das
particulas poliméricas, no caso das particulas de poliestireno, ou a flotagdo, no caso das
particulas de Accurel® MP 1000.

Ao final das imobilizacdes, os biocatalisadores (como ja mencionado,
correspondente a enzima ja imobilizada) eram lavados com &gua destilada e filtrados,
objetivando a remoc¢do de possiveis enzimas ndo adsorvidas, que pudessem estar
presentes na superficie das particulas. Em seguida, os biocatalisadores eram conduzidos
ao dessecador, onde permaneciam por aproximadamente uma semana, para garantir a
total secagem das amostras. Apds todas as etapas descritas, 0s biocatalisadores eram

colocados na geladeira, onde permaneciam até a realizacdo das caracterizacoes.

3.2.3. Avaliacdo do Desempenho dos Biocatalisadores Produzidos

As reagdes de hidrolise e de esterificacdo das enzimas imobilizadas eram
realizadas de maneira a determinar as atividades cataliticas dos biocatalisadores

produzidos, possibilitando uma melhor avaliacdo do desempenho dos mesmos. Foram
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caracterizadas também as cinéticas de imobilizacdo, realizadas de duas maneiras
distintas: primeiramente, considerando a atividade de hidrolise da enzima ainda presente
no sobrenadante ao longo da imobilizacdo e, em seguida, a partir da quantidade de
proteina ainda presente na forma soltvel. Assim, foi possivel determinar os parametros
de imobilizacdo de cada uma das imobilizacdes realizadas, rendimento de imobilizacdo

e retengéo de atividade.

3.2.3.1. Cinética de Imobilizacdo Baseada na Atividade Hidrolitica

Como ja mencionado, ao longo do processo de imobilizacdo foram retiradas
aliquotas do sobrenadante. Dessa forma, foi possivel dosar a atividade de hidrélise da
enzima ainda presente na forma soluvel. A atividade hidrolitica foi determinada a partir
da reacdo de hidrélise do substrato p-nitrofenil laurato catalisada pela enzima soltvel. O
produto da reacdo é o p-nitrofenol, composto com coloragdo amarela. Assim, pelo
método espectrofotométrico, determinou-se a quantidade de produto formada; logo, a
atividade da enzima sollvel.

Inicialmente, uma curva de calibracdo foi realizada, relacionando diferentes
concentracdes de p-nitro fenol em uma solucéo tampédo 25 mM a 30 °C as absorvancias
observadas para A=412 nm. Dessa forma, pode-se encontrar o valor do fator “f” que
correlaciona essas duas variaveis (0,094 umol.(Abs.ml)™), sendo este o valor utilizado
em todos os célculos relacionados a atividade hidrolitica da enzima (MANOEL, 2013).

A solucdo de substrato era preparada pesando-se 0,016g de p-nitrofenil laurato
em um baldo volumétrico, onde eram adicionados 10 ml de acetonitrila e 10 ml de
dimetilsulfoxido. Para realizar a reacdo, eram adicionados em uma cubeta 2,2 ml de
solucdo tampéo fosfato de sddio (25 mM e pH=7,0) e 0,25 ml da solucdo de substrato.
A cubeta era, entdo, acoplada ao espectrofotdmetro, cujo banho ja se encontrava na
temperatura desejada de 30 °C. Formava-se, assim, a linha de base e, apo6s
aproximadamente 0,5 min, eram adicionados 0,05 ml da solucéo enzimatica. As analises
foram realizadas em duplicata ou triplicata, a depender do tempo de amostragem.

A evolucdo dinamica de cada reacdo foi acompanhada a partir do grafico de
absorvancia fornecido pelo espectrofotdmetro. As leituras foram realizadas com A=412
nm. A atividade hidrolitica das enzimas na forma soltvel foi determinada com auxilio

da Equacéo 3.3. Vale salientar que 1 Ul, Unidade Internacional, ou simplesmente 1 U, é
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definida como a quantidade de enzima necessaria para catalisar a formacgéo de 1,0 umol

de produto, no caso p-nitrofenol, por minuto nas condigdes operacionais descritas.

Abs

( . ).kainaI-k.r
A= min
\Y

amostra

Equacéo 3.3. Célculo da atividade hidrolitica da enzima soltvel.

sendo: A, a atividade hidrolitica (Ul/ml), que pode ser obtida em (Ul/gsyporte) CaSO 0
valor em (Ul/ml) seja multiplicado por 10 (pois foram utilizados 10 ml de solucao
enzimatica por grama de suporte a cada imobilizacd0); Viina, 0 Volume final do meio
reacional (ml); f, fator obtido a partir da curva de calibracdo do p-nitro fenol em tampé&o
25 mM a 30 °C; Vamostra, VOlume de amostra enzimatica retirado do sobrenadante (ml);

(Abs/min), o coeficiente angular da reta obtida com o avancgo da reacdo de hidrolise.

A partir da cinética de imobilizacdo, era possivel determinar um dos parametros
de imobilizagdo: o rendimento de imobilizagdo. O célculo efetuado é mostrado na

Equacéo 3.4.

3.2.3.2. Atividade de Hidrolise do Biocatalisador

Apo6s a imobilizacdo, cada biocatalisador foi caracterizado quanto a sua
atividade de hidrolise. As reacGes de hidrolise foram realizadas em batelada.
Inicialmente, em cada frasco de vidro eram adicionados 9 ml da solucdo de tampéo
fosfato de sdédio (25mM, pH=7,0). Em seguida, adicionava-se 1 ml da solucdo de p-
nitrofenil laurato (substrato). Para iniciar a reagdo, adicionavam-se aproximadamente 10
mg da enzima imobilizada em cada um dos reatores. O sistema era mantido sob agitacao
a 30 °C. Ao longo da reagdo, eram retiradas aliquotas de um em um minuto,
aproximadamente, até 8 minutos. Cada aliquota era colocada diretamente na cubeta de 1
ml e conduzida ao espectrofotémetro. As leituras eram realizadas com A=412nm a 30
°C. As reacBes de hidrolise foram sempre realizadas em duplicata. E importante
salientar que uma unidade de atividade enzimética (1 Ul ou 1 U) corresponde a

quantidade de enzima que forma lpmol de p-nitrofenol por minuto nas condigdes
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operacionais citadas. Vale destacar também que ao longo deste Capitulo e do Capitulo
04 seréo utilizadas como unidade U/gsporte (relacionada a atividade enzimatica em 1g de
suporte polimérico) e U/Qenzimo (relacionada a atividade enzimatica de 1 g de
biocatalisador, ou seja, suporte com enzima adsorvida).

Com auxilio da Equacéo 3.5, era possivel determinar a atividade de hidrolise das

enzimas imobilizadas.

*
Y100

e

Equacéo 3.4. Célculo do rendimento de imobilizacéo.

sendo: m, 0 rendimento de imobilizacdo (%); Uo, a atividade da enzima que foi
adsorvida ao suporte (Ul/gsuporte); Ue, @ atividade da solucéo enzimatica no inicio do
processo de imobilizagdo (Ul/gsuporte); Us, @ atividade da enzima presente no

sobrenadante ao final do processo de imobilizagéo (Ul/Qsuporte)-

(Abs) *Vfinal * f
u__ =-mn
imohid m

amostra

Equacdo 3.5. Célculo da atividade hidrolitica do biocatalisador.

sendo: Uimonig, @ atividade hidrolitica do biocatalisador (Ul/genzimo); Viinal, © Volume final
do meio reacional (ml); f, fator obtido a partir da curva de calibracdo do p-nitro fenol
em tampdo 25 mM a 30 °C (valor de 0,094 pmol.(Abs.ml)™, como j& mencionado);
Mamostra, Massa de enzima imobilizada (g); (Abs/min), coeficiente angular da reta obtida

com o avango da reacdo hidrolitica.
O outro parametro de imobilizacdo, retencdo de atividade, também pbde ser

determinado. O célculo efetuado para caracterizar a retencdo de atividade é mostrado na

Equacdo 3.6.
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R — Uimohid *100 -

a U 1~teo T e S
teo

Equacéo 3.6. Calculo da retencdo de atividade.

sendo: R,, a retencdo de atividade (%); Uimonig, @ atividade de hidrolise do biocatalisador
(Ul/genzimo); Uteo, @ atividade tedrica de enzima que ficou retida ao suporte, considerando
a atividade da enzima soltvel no inicio do processo de imobilizacdo e a atividade da

enzima que ainda permanece na forma soltvel ao final do processo de imobilizacdo
(U I/gsuporte)-

3.2.3.3. Atividade de Esterificacdo da Enzima Imobilizada

Os biocatalisadores também foram avaliados quanto a atividade de esterificag&o.
Para realizar cada uma das reagdes de esterificacdo, foram utilizados como substrato
10,1 ml de acido oleico e 1,9 ml de etanol. Os reagentes eram homogeneizados em um
béquer e vertidos no reator encamisado, ja& com a temperatura estabilizada em 40 °C,
temperatura na qual todas as reagdes foram conduzidas. Em seguida, eram adicionados
aproximadamente 0,2 g do biocatalisador ao meio reacional. Esse era considerado o
inicio da reacdo de esterificacdo. O sistema era tampado, para evitar qualquer perda de
reagente por evaporacdo, e mantido sob agitacdo de aproximadamente 250 rpm. Ao
longo das reacdes eram retiradas aliquotas de 100 ul (0, 10 min, 20 min, 30 min, 40
min, 60 min). A analise de cada ponto de amostragem foi sempre realizada em
triplicata.

Cada aliquota retirada era adicionada a uma espécie de copo plastico, que ja
continha 40 ml de uma mistura (1:1) (v/v) de etanol e acetona. Em seguida, a mistura
era conduzida ao titulador. Esses solventes sdo necessarios para extrair o acido oleico
presente na mistura reacional, possibilitando a dosagem no titulador. O titulante
empregado no titulador automatico foi uma solucdo de hidroxido de sodio (0,02M).

Como o produto resultante da reacdo de esterificacdo é um éster, ao longo da
reacao catalisada pelo biocatalisador ocorre uma reducdo da acidez do meio reacional.
Dessa forma, com o aumento do tempo de amostragem, ocorre uma diminui¢do na
quantidade de hidroxido utilizada na titulagdo da amostra. Em funcdo dessa reducéo, €

possivel determinar a atividade de esterificacdo da enzima imobilizada. Vale salientar
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que uma unidade de atividade enzimatica (1 Ul ou 1 U) corresponde a quantidade de
enzima que forma 1 umol de oleato de etila (produto da reacdo de esterificacdo) por
minuto nas condi¢Bes operacionais apresentadas. Novamente serd utilizada como
unidade U/genzimo (relacionada a atividade enzimatica de 1 g de biocatalisador, ou seja,

de enzima imobilizada).

A equacdo empregada para o célculo da atividade € apresentada na Equacéao 3.7.

_ Vaoro —Vaaort) ™ Craon V¢ *1000

imoester St K
Ve t M,

U

Equacao 3.7. Célculo da atividade de esterificacdo da enzima imobilizada.

sendo: Uimeester, @ atividade de esterificacdo da enzima imobilizada (Ul/Qenzimo); VNaoHo,
o0 volume de titulante utilizado para titular a solucdo correspondente a aliquota de 0 min
(ml); Vnaont, 0 Volume de titulante utilizado para titular a solucdo correspondente a
aliquota do tempo de amostragem t (ml); Cnaon, @ concentragdo real da solucdo de
hidréxido de sodio apds ser padronizada com biftalato de potassio (mol/l); V¢, volume
final do meio reacional (ml); V. , volume da aliquota retirada para titulacdo (ml); t,
tempo de amostragem (min); men, , Massa de biocatalisador utilizada na reagéo (g).

3.2.3.4. Cinetica de Imobilizacdo Baseada na Quantidade de Proteina

Como o interesse principal desta analise era apenas estabelecer uma comparacao
e confirmar os resultados ja encontrados a partir da andlise da atividade enzimatica,
foram analisados apenas trés tempos de amostragem para uma mesma corrida de
imobilizacdo. A concentracdo de proteina presente nas aliquotas foi avaliada nos tempos
(0 min, 6 h, 25 h) com auxilio do método de Bradford, utilizando a albumina de soro
bovino (BSA) como padréo. A solucdo de Bradford foi obtida diretamente, sem haver
nenhuma etapa de preparo da solugéo.

Inicialmente foi realizada uma curva de calibragdo, relacionando diferentes
concentragdes de proteina (foi utilizada a albumina de soro bovino, BSA, como padréo)

as diferencas entre as absorvancias das amostras e as do branco em A=595 nm. O valor
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encontrado para um grupo de reacdes realizadas (1-11) foi de 0,91 ((mg.mI™*).Abs™) e o
valor obtido para um segundo grupo (12-18) foi de 0,67 ((mg.mI™).Abs™).

Para a dosagem da concentracdo de proteina, eram utilizados 190 uL da solucdo
de Bradford e 10 uL de cada amostra. A mistura era realizada em uma placa de acrilico
que, em seguida, era conduzida ao espectrofotdmetro, onde as leituras eram realizadas
com A=595 nm. Cada analise foi realizada em duplicata ou triplicata, a depender do
tempo de amostragem analisado.

O célculo empregado para determinacdo da quantidade de proteina presente em

cada solucao enzimatica analisada é mostrado na Equacéo 3.8.

P = (Abs, — Abs,)*k
Equacéo 3.8. Calculo da concentracdo de proteina ainda presente no sobrenadante ao
longo da imobilizag&o.

sendo: P, a concentracdo de proteina (mg/ml); Abs,, valor da absorvancia obtido para a
amostra analisada; Absy, valor da absorvancia obtido para o branco, constituido apenas
por reagente de Bradford, sem a presenca de amostra; k, fator obtido a partir da curva de

calibracéo realizada, empregando concentragcdes conhecidas da proteina padrdo, BSA.

Para saber a quantidade de proteina retida no suporte, € necessario calcular a
diferenca entre as concentracGes de proteina presentes no sobrenadante nos tempos
inicial e final da imobilizacdo e, em seguida, multiplicar o valor encontrado por 10, uma
vez que foram adicionados 10 ml de solugdo enzimatica em 1 g de suporte polimérico

em cada imobilizag&o.

3.3. Analise Estatistica

Todas as atividades de andlise estatistica e de desenvolvimento de modelos
empiricos foram realizadas com auxilio do Software Statistica versdo 7.0 desenvolvido
pela Stat Soft Inc.

A matriz de correlacdo foi obtida a partir do programa citado, assim como 0s
modelos que serdo apresentados no Capitulo 04. A etapa de modelagem foi realizada de

forma iterativa. Inicialmente eram elaborados modelos. Caso o coeficiente de correlacéo
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entre os dados experimentais e 0 modelo fosse insatisfatério (abaixo de 0,7), 0 modelo
era descartado. Assim, novos modelos eram propostos até que fossem encontrados
coeficientes de correlacdo mais proximos de 1. A partir do modelo selecionado, 0s
parametros ndo significativos (que apresentavam valores de p-level acima de 0,05) eram
progressivamente descartados, do menos significativo para o mais significativo. Entéo,
novamente o coeficiente de correlagdo entre os dados experimentais e 0 novo modelo
era calculado. Caso tivesse ocorrido uma queda pronunciada no valor do coeficiente de
correlacdo, o parametro era novamente adicionado ao modelo. Caso a queda observada
ndo tivesse sido pronunciada, o parametro era descartado definitivamente. Dessa forma,
0 objetivo principal com a modelagem foi a obtencdo de modelos capazes de descrever
de forma satisfatoria o sistema (coeficiente de correlacdo mais proximo possivel de 1)

com o0 menor nimero possivel de parametros.
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Capitulo 1V

Resultados e Discussao

O objetivo do presente capitulo é caracterizar e analisar a morfologia das
particulas poliméricas casca-nlcleo e avaliar os efeitos das variaveis operacionais sobre
a morfologia de tais particulas. Foram analisados, em seguida, o efeito da porosidade e
da area especifica das particulas nos pardmetros de imobilizacdo, como rendimento de
imobilizacdo e retencdo de atividade. Assim, o presente capitulo é dividido em duas
secdes principais. A primeira secdo engloba um primeiro bloco de experimentos, a partir
do qual foi possivel fazer o desenvolvimento de um modelo empirico capaz de
descrever as atividades de hidrolise e de esterificacdo como funcdo da morfologia dos
suportes produzidos. Na segunda secdo é apresentado um segundo bloco de
experimentos, cujo objetivo foi avaliar o efeito de mais uma variavel de preparo, a
quantidade de mondmero alimentada na etapa de polimerizacdo, e validar os modelos

desenvolvidos a partir do primeiro bloco experimental.
4.1. Primeiro Bloco Experimental

O primeiro bloco de experimentos foi tracado com o objetivo de avaliar a
influéncia da vazdo de mondmero, da concentracdo de iniciador e da concentracdo de
emulsificante, varidveis envolvidas na etapa de polimerizacdo, sobre a porosidade e a
area especifica dos suportes poliméricos produzidos. Em seguida, o objetivo perseguido
era de analisar o efeito das propriedades morfol6gicas das particulas nos parametros de
imobilizacéo.

A vazdo de alimentagdo foi escolhida como uma das variaveis a ser estudada,
pois apresenta uma relacdo direta com a quantidade de particulas depositadas sobre o
nacleo, em funcdo de modificar o tempo de recobrimento e a concentracdo de particulas

formadas na emulsdo. As massas de iniciador e emulsificante podem interferir no
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tamanho e numero das particulas emulsificadas, o que pode afetar as propriedades das

particulas casca-nucleo.

4.1.1. Influéncia de Variaveis Operacionais nas Propriedades das

Particulas Poliméricas

Foram realizadas inicialmente 12 reacdes, para avaliar os efeitos das variaveis
operacionais investigadas sobre a morfologia das particulas poliméricas. As condi¢des
nas quais cada reacédo foi conduzida séo apresentadas na Tabela 4.1.

O plano experimental foi estabelecido, usando como referéncia a condicgédo
operacional padrdo definida por BESTETI (2011) para produzir suportes enzimaticos a
base de poliestireno. As vazdes de alimentacdo foram variadas de forma a estabelecer
uma janela operacional viavel para a preparacdo das particulas, ja que vazdes muito
baixas reduzem a eficiéncia do recobrimento (0 nudcleo fica muito rigido ou
praticamente ndo sdo geradas particulas em emulsdo) e vazdes muito altas provocam
aglomeracbes descontroladas. Foi analisado também o emprego de uma vazado que
oscilasse (com aumentos e diminuicBGes sucessivas) ao longo de toda a alimentacao,
buscando avaliar se perturbacbes impostas ao sistema durante a alimentacdo
provocariam alguma modificacdo na morfologia das particulas produzidas, vazao esta
mencionada no texto como ‘“Vazdo Flutuante”. As concentracdes de iniciador e
emulsificante foram perturbadas para cima e para baixo em torno do ponto de
referéncia.

Os erros ' da Tabela 4.1 foram calculados com dados de afericdo das reagdes que
possuiam o mesmo valor nominal para uma determinada variavel, sendo por isso
admitido constantes no plano experimental. Pode-se observar que um bloco de reacdes
foi conduzido variando-se a vazdo, enquanto em outro bloco de reacdes foi feita a
alteracdo da quantidade de iniciador e da quantidade de emulsificante. Apesar de cada

variavel apresentar uma variancia intrinseca associada, foi admitido em todas as analises

10 erro experimental associado a cada uma das variaveis, mostrado na Tabela 4.1 e nas demais tabelas e
gréaficos que serdo apresentadas ao longo do capitulo, foi calculado a partir da multiplicacdo do desvio
padrdo (encontrado para cada um dos conjuntos de dados que apresentavam mesmo valor nominal) por
dois, uma vez que foram consideradas distribuicdes normais com 95 % de confianga para os erros
experimentais.
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numéricas realizadas que as variaveis de entrada ndo apresentam erros. Esta
consideragdo é pertinente, uma vez que o desvio padrdo relacionado a cada medida de

entrada € muito pequeno.

Tabela 4.1. Valor real das variaveis operacionais nas diferentes reacdes realizadas.

« Quantidade de | Quantidade
Vazao o i
Reagio Legenda V) Emulsificante | de Iniciador
9) 9)
1 Vazdo Flutuante 2 Flutuante 2,503+0,006 | 0,304+0,005
2 Nucleo - - -
3 V=0,035 I/h 0,035+0,004 | 2,508+0,006 | 0,308+0,005
4 V=0,039 I/h 0,039+0,004 | 2,501+0,006 | 0,307+0,005
5 Vv=0,071I/h 0,071+0,004 | 2,507+0,006 | 0,300+0,005
6 Vv=0,127 I/h 0,127+0,004 | 2,502+0,006 | 0,305+0,005
7 V=0,082 I/h 0,082+0,004 | 2,506+0,006 | 0,302+0,005
8 +25%Emulsificante | 0,0394+0,004 | 3,126+0,006 | 0,30040,005
9 -25%Emulsificante | 0,034+0,004 | 1,875+0,006 | 0,304+0,005
10 -25%]Iniciador 0,035+0,004 | 2,502+0,006 | 0,225+0,005
11 +25%lniciador | 0,037+0,004 | 2,500+0,006 | 0,376+0,005
12 V=0,017 I/h 0,017+0,004 | 2,504+0,006 | 0,301+0,005

Apds a secagem completa do material produzido, foi calculado o rendimento
associado a cada uma das reacdes, como mostrado na Figura 4.1. Observa-se que cada
uma das variaveis afeta de forma significativa o rendimento da reacdo, sendo esse um
dos fatores a serem considerados no momento de selecionar as condi¢Bes operacionais
mais adequadas para preparagdo dos suportes.

Analisando-se a Figura 4.1, percebe-se que 0 aumento da vazdo de alimentagédo
provoca uma queda no rendimento reacional, muito provavelmente em funcdo do menor
tempo para o recobrimento do nucleo pela concentracdo muito maior de particulas
formadas na etapa de emulsdo. Na reacdo 06, na qual foi empregada a maior vazao de
alimentacdo de mondmero, ocorreu o descontrole da reacdo, ndo sendo possivel a
obtencdo de particulas individualizadas, mas de grandes aglomerados poliméricos,

como ilustrado na Figura 4.2. Esse resultado é muito importante porque confirma a

2 No experimento 01, a vazio denominada de “Vazdo Flutuante” oscilou durante toda a reagdo (entre

0,02 I/h e 0,12 I/h, aproximadamente) apresentando um valor médio de 0,026 I/h. Como o tempo de
alimentacéo foi extenso, reduziu-se o tempo da emulséo para 1 h.
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existéncia de uma janela operacional bem definida para conducdo da reacdo, ja
mencionada por BESTETI (2011).

Rendimento
100

B Vazio Flutuante
H Nucleo
1V=0,017 l/h
mV=0,035 I'h
EV=0,039 I'h
EV=0,071 l/h
B V=0,082 l/h
mV=0,127 I/h

B +25% de Emulsificante

Rendimento (%)

1-25% de Emulsificante
M -25% de Iniciador

W +25% de Iniciador

Reagdes

Figura 4.1. Rendimento correspondente a cada uma das reagdes realizadas no primeiro

bloco de experimentos.

Segundo ODIAN (2004), o aumento na quantidade de emulsificante provoca um
aumento da estabilidade das micelas e particulas poliméricas produzidas na emulsao.
Assim, quanto maior a quantidade de emulsificante presente no meio, maior nimero de
micelas nucleadas e menores sdo as particulas formadas (HARKINS, 1945a, 1945b,
1947). Dessa forma, como pode ser observado na Figura 4.1, 0 aumento na quantidade
de emulsificante provoca uma queda no rendimento reacional, muito provavelmente em
funcdo da maior quantidade de particulas pequenas e estaveis que sdo formadas na etapa
de emulsdo. Assim, obtém-se maior quantidade de latex ao final da reacdo e,
consequentemente, ocorre maior perda na etapa da filtracdo.

O aumento na quantidade de iniciador em uma reacdo de polimerizacdo gera
uma maior concentracdo de radicais livres no meio (ODIAN, 2004). Entdo, pode-se
perceber que o aumento da concentracgdo de iniciador na etapa de emulsdo provoca um
aumento do rendimento reacional provavelmente por causa da maior quantidade de
polimero formado e maior aceleragédo da reacéo.
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Figura 4.2. Grandes aglomerados gerados na reagédo em foi empregada uma vazéo de
0,127 I/h.

E muito importante obter dados cinéticos ao longo das reacdes para acompanhar
a evolucdo das varidveis ao longo do tempo. Por isso, a analise cinética das diferentes
corridas realizadas no grupo de rea¢fes em que houve variacdo da vazdo é apresentada
na Figura 4.3. Observa-se que as diferentes reacdes apresentam conversoes similares na
etapa de suspensdo, em torno de (70 - 75)%, a depender da reacdo. A reacdo em que
houve a formacao apenas de nucleos poliméricos, a conversdo encontrada foi de 70%.
Esses resultados sdo similares aos encontrados por BESTETI (2009) e ja poderiam ser

esperados, uma vez que as variaveis analisadas ndo afetam a etapa de suspenséo.

Analise Cinética
1,2 @
T e
1 * e
. A +
* ’ y ]
Ag
0.8 ki .0 ) L 4 =
8 %e A » = @ Nucleo
=
§ LR e -V=0,017 Ih
E 0.6 Y ’ A‘- BV=0,035 l/h
S z ) AV=0,039 l/h
*V=0,071 I’'h
04 - -
‘ ®V=0,082 1/'h
©V=0,127 I/h
0,2
0 T T T T
100 200 300 400
Tempo (min)

Figura 4.3. Analise cinética das conversdes de mondmero nas reacdes realizadas,

avaliando o efeito da vazo.
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No entanto, ao observar a Figura 4.3, percebe-se que apos o inicio da etapa de
emulséo alimentada, as conversdes obtidas passam a oscilar expressivamente. Isso
ocorre por conta de dois motivos. Em primeiro lugar, os mecanismos de transferéncia de
massa sdo complexos e dependem das taxas de aglomeracdo. Em segundo lugar,
aumenta nessa fase a dificuldade para retirar as aliquotas com as amostras. Ao longo da
alimentacdo, o recobrimento das particulas comeca a ocorrer, havendo decantacdo das
particulas maiores e formacdo de aglomerados. Dessa forma, ndo ha uma
homogeneidade no meio reacional no momento de retiradas das aliquotas, o que
provoca flutuacbes nos valores das conversdes. Esses resultados sdo apenas indicativos
da maneira como as reagdes evoluem. Assim, a varidvel mais indicada para a
comparacgdo do desempenho entre as diferentes rea¢des de polimerizagdo casca-nucleo
baseadas no sistema proposto € o rendimento reacional e ndo a conversdo. Resultados
similares foram encontrados quando as demais variaveis foram estudadas, as
concentracdes de iniciador e de emulsificante, ndo sendo, por isso, apresentadas no
presente Capitulo, sendo mostradas no Apéndice A. E importante perceber que a
tendéncia de queda da conversdao com o tempo na segunda etapa do processo reflete
apenas 0s problemas de amostragem.

Outro parametro avaliado é o teor de sélidos encontrado no sobrenadante ao
final de cada reagdo. O teor de sélidos indica a quantidade de particulas que ndo foram
capturadas pelo nucleo e que permaneceram dispersas no sobrenadante. Assim, quanto
maior o teor de solidos, mais particulas permaneceram em emulsdo, em funcdo de uma
menor eficiéncia do recobrimento do ndcleo pelas particulas ou em funcdo de uma
maior quantidade de particulas geradas na etapa de emulsdo. Essa variavel também foi
determinada com o objetivo de aprimorar 0 entendimento mecanistico desse complexo
sistema de polimerizacdo. A Figura 4.4 ilustra a influéncia de cada uma das variaveis no
teor de sélidos.

Observa-se que 0 aumento da vazdo provoca um aumento no teor de sélidos
presentes no sobrenadante, muito provavelmente em funcdo do menor tempo para o
recobrimento do nucleo pelas particulas emulsificadas e formacdo de maior quantidade
de particulas na emulsdo, comportamento também observado a partir da analise do
rendimento. Portanto, a reducdo do rendimento esta associada a maior quantidade de
solidos na emulsdo e ndo a reducdo da conversdo do monémero. A diminui¢do do teor

de emulsificante provoca uma queda pronunciada no teor de sélidos, pois maior é a
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instabilidade da emulsdo, provocando uma maior aglomeracdo das particulas e a
consequente queda no teor de particulas em emulsdo. O aumento na quantidade de
iniciador provoca uma leve queda no teor de sélidos, muito provavelmente em funcao
da maior quantidade de polimero e de uma maior aglomeracdo das particulas
emulsificadas ao nlcleo. E possivel perceber que todas as reacdes que apresentaram
uma queda pronunciada no teor de solidos apresentaram também um aumento no
rendimento reacional, muito provavelmente em fun¢do de um maior recobrimento do

nucleo pelas particulas formadas em emulsé&o.

Vazdo X Teor do Solidos Massa de Emulsificante X Teor de
20 - Sélidos
s M -
£ 15 ry LI 4 o> 20
174 *« &/
= z 15 —
=10 <
% =10
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[=]
>
0 : : = 0 ‘ ‘ ‘ ‘
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0 0,05 0.1 0.15 0 1 2 3 4
Vazio (1/h) Massa de Emulsificante (g)
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Massa de Iniciador X Teor de Solidos
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&0 M 3
= °
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Massa de Iniciador(g)

(©)
Figura 4.4. Influéncia de variaveis operacionais no teor de solidos presentes no
sobrenadante das diferentes reacGes: (A) vazdo, (B) quantidade de emulsificante, (C)

quantidade de iniciador.
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4.1.1.1. Distribuicdes de Massas Molares

Com o objetivo de compreender a forma como cada uma das variaveis
operacionais afeta a reacdo em suspensdo-emulsdo simultaneas, as distribui¢fes das
massas molares, tanto das particulas do sobrenadante quando das particulas casca-
nucleo, foram analisadas. Na Figura 4.5 sdo apresentadas as distribuicGes de massas
molares das particulas do sobrenadante. Percebe-se que as distribuicbes de massas
molares das diferentes particulas emulsificadas sdo muito semelhantes. Isso
provavelmente indica que a historia das particulas emulsificadas é muito parecida.
Numa emulsdo classica, as massas molares dependem da relacdo existente entre as taxas
de iniciacdo e quantidade de particulas emulsificadas. Em geral, quanto maiores as taxas
de iniciacdo e menores as concentracdes de particulas emulsificadas, menores as massas
molares. Dessa forma, para as faixas estudadas, as variaveis operacionais investigadas
ndo afetam as massas molares de maneira significativa. Pode-se destacar, contudo, a
reacdo na qual foi empregada uma vazédo flutuante e a reacdo que continha menos
emulsificante. Estas reacdes levaram a um alargamento das distribuices de massas
molares. O ombro formado em altas massa molares é caracteristico das emulsdes e pode
atestar a menor eficiéncia de captura das particulas emulsificadas ou um atraso do

processo de captura, por conta da menor concentracao de particulas formadas.

Distribuicio de Massas Molares - Sobrenadante

1.0
0,9
- Vazio Flutuante
0.8 )
¢ Nucleo
E 0,7 V=0,017 I’h
:-E 0.6 = V=0,035 I'h
£ 4 V=0,039 I/h
2 0,5
E *V=0,071 l'h
§ 0.4 *V=0.082 I'h
é 0.3 £ V=0,127 I/h
s ++25% Emulsificante
Yy = -25% Emulsificante
0.1 } g A‘\ -25% Iniciador
0,0 g * +25% Iniciador

1.E+03 1.E+04 1,.E+05 1.E+06 1.E+07
MassaMolar (Da)

Figura 4.5. Distribui¢Bes de massas molares das particulas presentes no sobrenadante.
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A Tabela 4.2 apresenta as massas molares ponderais médias (Mn e Mw) das
particulas emulsificadas produzidas, acompanhadas pelos respectivos indices de
polidispersdo. Pode-se notar que as massas molares ponderais médias (Mw) s&o
semelhantes, assim como os indices de polidispersdo, excetuando-se as reacfes 01 e 09
ja discutidas. Isso reforca a ideia de que existe forte interacdo entre as grandes e as
pequenas particulas presentes no meio de reacdo. Contudo, mesmo para as duas reacdes
citadas, o valor da massa ponderal media (Mn) ndo é muito alterado, em funcéo da larga
distribuicdo observada. Os resultados obtidos também séo similares aos encontrados por
BESTETI (2009). No entanto, vale salientar que esses valores sdo inferiores aos
encontrados para uma reacdo em emulsdo tipica, pois a maior parte das particulas
emulsificadas foram capturadas pelo nucleo, de maneira que a reacdo prossegue em
condicdes similares a da polimerizacdo em suspensdo, restando apenas polimeros
residuais no latex final. No entanto, as reacGes 01 e 09 apresentam maiores massas
molares acompanhadas por indices de polidispersdo mais elevados, em func¢éo do maior
tempo que as particulas permaneceram em emulsdo, em funcdo de um atraso do inicio

do processo de captura.

Tabela 4.2. Valores das massas molares ponderais médias (Mn e Mw) e valores dos
indices de polidisperséo (IP) das particulas do sobrenadante relativos a cada uma das

reacOes do primeiro bloco experimental.

Reacdo | Mw (Da) Mn (Da) IP(-)
1 12,0E+04 2,0E+04 6,0
2 5,6E+04 3,5E+04 1,6
3 7,6E+04 2,9E+04 2,6
4 7,7E+04 2,7E+04 2,8
5 7,7E+04 3,2E+04 2,4
6 5,7E+04 2,8E+04 2,0
7 6,0E+04 2,8E+04 2,1
8 8,3E+04 3,2E+04 2,6
9 11,0E+04 | 2,2E+04 4,9
10 6,2E+04 2,3E+04 2,7
11 6,4E+04 2,4E+04 2,7
12 5,3E+04 2,3E+04 2,3

83



Capitulo IV — Resultados e Discusséo

A analise de distribuicdo de massas molares foi realizada para as particulas
casca-nucleo obtidas ao final de cada reacdo, como pode ser observado na Figura 4.6.
Observa-se que as distribuicdes das massas molares das particulas sintetizadas s&o
semelhantes as obtidas para as particulas do sobrenadante. Essa analise corrobora a
teoria desenvolvida por LENZI (2002) sobre a formacédo das particulas casca-nucleo a
partir do recobrimento do nucleo pelas particulas emulsificadas. O ndcleo, sintetizado a
partir da reacdo em suspensdo, apresenta menores massas molares e distribuicdo de
massas molares mais estreita. No entanto, com o depoésito de particulas emulsificadas
sobre ele, as distribuices de massa molar sofrem um alargamento e sdo levemente
deslocadas para valores maiores. As distribuicGes sdo também similares entre si, com
excecdo da reacdo em que a vazdo flutuou e da reacdo conduzida com menos
emulsificante (reacGes 01 e 09, respectivamente), nas quais massas molares mais
elevadas foram detectadas, como ja foi observado nas analises das particulas do
sobrenadante. Esse comportamento bimodal apresentado pelas particulas casca-nucleo
resultantes das reacdes 01 e 09 também foi observado por BETETI (2009) e por LENZI
(2002). Esse comportamento compartimentalizado é geralmente observado quando nao
hd uma interacdo significativa entre as duas fases (particulas em emulsdo e em
suspensdo). Assim, as particulas em emulsdo, que apresentam maiores massas molares,
continuam a exibi-las, ndo havendo a perda do carater compartimentalizado em funcéo

da sua deposicao sobre o nucleo, particula resultante da suspensao.

Distribuicio de Massas Molares - Particulas
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=
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+25% Emulsificante

=)

h

(&8
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Figura 4.6. Distribui¢cGes de massas molares das particulas casca-nucleo.
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A Tabela 4.3 apresenta as massas molares ponderais médias (Mn e Mw) das
particulas casca-nucleo produzidas, acompanhadas pelos indices de polidisperséo. Pode-
se notar que as massas molares ponderais médias (Mw) também sdo semelhantes, assim
como os indices de polidispersao, excetuando-se novamente as reacdes 01 e 09, que
apresentam maiores massas molares e indices de polidispersdao. Novamente, os valores
das massas molares ponderais (Mn) sdo proximos, incluindo os valores das reagdes 01 e
09. Muito provavelmente, para estas reacdes, apesar da alteracdo dos valores de Mw, as
distribuicdes sao largas, ndo havendo modificacdes expressivas em Mn. Um aumento no
indice de polidispersdo também é observado para a reacdo 12, provavelmente em funcéo

de uma menor formacéo de particulas em emulséo.

Tabela 4.3. Valores das massas molares ponderais medias (Mn e Mw) e valores dos
indices de polidisperséo (IP) relativos a cada uma das particulas casca-nucleo

produzidas a partir das rea¢des do primeiro bloco experimental.

Reacdo Mw (Da) Mn (Da) IP(-)
1 1,2E+05 2,2E+04 5,6
2 3,9E+04 2,1E+04 1,9
3 5,9E+04 2,2E+04 2,6
4 4,2E+04 1,8E+04 2,3
5 4,8E+04 2,0E+04 2,5
6 - - -
7 4,1E+04 1,9E+04 2,2
8 4,5E+04 1,8E+04 2,5
9 8,0E+04 1,6E+04 4,9
10 4,7E+04 1,8E+04 2,6
11 5,3E+04 2,0E+04 2,6
12 5,2E+04 1,3E+04 4,0

A partir da analise da Figura 4.7, é possivel perceber que ha uma correlacdo
forte entre as massas molares ponderais médias (Mw) das particulas emulsificadas e das
particulas casca-nucleo. Essa relacdo € decorrente da deposicdo das particulas da
emulséo sobre o nicleo, como mencionado anteriormente. Esses dados mostram, uma
vez mais, a forte interacdo entre as diferentes fases, como imaginado por LENZI (2002).

A correlacdo é tao forte que parece licito admitir que parte das particulas emulsificadas
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tenha depositado sobre as particulas do nucleo e se desprendido, sob a¢do do campo de

cisalhamento do vaso de reacéo.

Relaciio entre as massas molares ponderais
médias
2
£ L4E+05
;5 1,2E+05 : *
‘§ 1,0E+05 -
< - 8,0E+04 )
28, 4
= = 6.0E+04 C G
£ 40E+04
Z  2.0E+04
T 0,0E+00 : ;
= 0,0E+00 4,0E+04 8, 0E+04 1,2E+05 1,6E+05
Mw das particulas casca-nicleo (Da)

Figura 4.7. Relacdo entre as massas molares ponderais médias (Mw) das particulas

emulsificadas e das particulas casca-nucleo.

4.1.1.2. Temperaturas de Transicdo Vitrea

As particulas casca-nucleo foram caracterizadas quanto a suas temperaturas de
transicdo vitrea (Tg), apresentadas na Tabela 4.4. Nota-se que as temperaturas de
transicdo vitrea das particulas produzidas sdo muito proximas independentemente da
reacao que as originou. Cada uma das curvas de DSC obtidas s&o mostrada no Apéndice
B.

A partir dos resultados apresentados, é possivel concluir que a estrutura das
cadeias poliméricas sdo semelhantes, apesar das alteracdes realizadas nas variaveis
operacionais. Esses valores também s&o similares aos observados por BESTETI (2009).
Além disso, sabe-se que a Tg se aproxima assintoticamente de um valor limite, a
medida que a massa molar aumenta (FOX e FLORY, 1950). Portanto, também ¢ licito
admitir que a Tg é essencialmente constante porque as massa molares sdo

suficientemente altas.
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Tabela 4.4. Valores das temperaturas de transi¢do vitrea das particulas produzidas.

« o Referéncia
Reagdo| Tg (*C) Apéndice B
1 102,7 Figura B.1
2 98,5 Figura B.2
3 97,6 Figura B.3
4 97,8 FiguraB.4
5 98,5 Figura B.5
6 - -
7 97,1 Figura B.6
8 99,4 Figura B.7
9 100,3 Figura B.8
10 98,9 Figura B.9
11 98,4 Figura B.10
12 100,1 Figura B.11

4.1.1.3. Morfologia das Particulas Poliméricas

Os materiais obtidos ao final de cada uma das reagdes foram caracterizados
guanto a morfologia por eles apresentada. Dessa forma, uma série de analises foi
realizada de maneira a obter informacfes sobre a distribuicdo dos tamanhos de
particula, a area especifica, o didmetro médio de poros e o volume especifico dos poros.
As particulas foram caracterizadas também a partir de microscopia eletrbnica de
varredura e microscopia optica. Assim, os efeitos de cada uma das variaveis estudadas
na morfologia das particulas casca-nucleo puderam ser analisados.

A Figura 4.8 ilustra a morfologia do nicleo produzido na etapa de suspensao a
partir das analises de microscopia dptica e microscopia de varredura. Pode-se perceber
que sua superficie é esférica e lisa. Na Figura 4.9 é possivel visualizar as micrografias
das particulas com morfologia casca-nucleo. As particulas sdo maiores e apresentam
superficie irregular e repleta de reentrancias (0s poros).

Na Figura 4.10 é possivel observar os poros formados na superficie das
particulas e também os aglomerados formados em algumas reacGes. A partir das
andlises de microscopia nao é possivel obter informac6es conclusivas sobre o efeito de
cada uma das variaveis operacionais na morfologia, mas é possivel observar que as
particulas casca-nucleo formadas apresentam estrutura porosa e morfologia complexa.
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Além disso, é possivel observar que a casca é formada pela aglomeracdo de pequenas

particulas e que muitas particulas resultam da aglomeracédo de varios nlcleos.

g358um

/4-.9-—#: —_

8957

(A) (B)
Figura 4.8. Morfologia do nucleo polimérico produzido: (A) microscopia optica, (B)

microscopia eletrénica de varredura. A régua possui comprimento de 1000 pm.

(A) (B)

Figura 4.9. Morfologia das particulas poliméricas produzidas a partir da reacdo em que

a vazao flutuou: (A) microscopia 6ptica, (B) microscopia eletrénica de varredura. A

régua possui comprimento de 1000 pm.
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(A)

(B)

(D) (E)

Figura 4.10. Particulas casca-nucleo produzidas: (A) uma casca vazia, produzida a

partir da reagdo em V=0,035 I/h; (B) reentrancias formadas na superficie das particulas
na reacdo em que a vazao flutuou; (C) poros presentes nas particulas na reacdo em que
V=0,035 I/h; (D) aglomerados formados na reacdo em que V=0,039 I/h; (E)
aglomerados formados na reagdo em que VV=0,082 I/h.
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4.1.1.3.1. Distribuicdo de Tamanhos de Particula

Como ja foi mencionado, as particulas da emulsdo recobrem os nucleos gerados
na suspensdo, conferindo a estes porosidade. Percebeu-se, entdo, que o didmetro das
particulas da emulsdo poderiam afetar a area e a porosidade das particulas casca-ndcleo
produzidas. Assim, ao longo do trabalho foram avaliados os efeitos de cada uma das
variaveis operacionais sobre a distribuicdo de tamanhos das particulas emulsificadas.

Na Figura 4.11 é mostrado o efeito da vazao de alimentacdo na distribuicéo de
tamanhos das particulas do latex. Nota-se que o aumento da vazéo aparentemente nao
afeta a distribuicdo de tamanhos das particulas emulsificadas, o que reforca a ideia de
que as historias das particulas sejam similares. Apenas a reacdo 03 apresenta um
comportamento diferenciado que precisa ser posteriormente investigado. Como em
todos os casos ha uma populacdo de didmetros elevados no latex, proximos a 1 um, é
provavel que essas particulas tenham se desprendido das cascas recém-formadas por
conta do campo de cisalhamento do reator. O sobrenadante do nucleo apresenta
distribuicdo mais estreita, com diametro médio em torno de 200 nm, porgue contém
apenas um residuo do processo classico em suspensao.

O efeito da quantidade de emulsificante também foi analisado e pode ser
observado na Figura 4.12. A partir da andlise anterior, percebeu-se que a reacdo 03
apresentou um comportamento diferenciado em relacdo as demais. Dessa forma, apenas
a reacdo 04, que apresenta condigdes operacionais semelhantes as reagdes realizadas
com menos e com mais emulsificante, diferindo apenas em relacdo a quantidade deste
reagente, foi utilizada para efeito comparativo. Pode-se perceber que o aumento na
quantidade de emulsificante provoca um deslocamento das curvas de distribuicdo de
tamanhos para diametros menores. O aumento da fracdo de particulas menores ocorre
em funcdo de uma melhor estabilizacdo e do aumento da quantidade das particulas

formadas, como mencionado anteriormente.
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Figura 4.11. Efeito da vazao de alimentacdo de monémero na distribuicdo de tamanho

das particulas emulsificadas.
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Figura 4.12. Efeito da quantidade de emulsificante na distribuicdo de tamanhos das

particulas emulsificadas.
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A influéncia provocada pela quantidade de iniciador na distribui¢do de tamanhos
das particulas do latex também foi analisada e pode ser observada na Figura 4.13.
Novamente apenas a reacdo 04, que apresenta condigdes operacionais semelhantes as
outras duas, diferindo apenas em relacdo a quantidade de iniciador, foi utilizada para
efeito comparativo. Nota-se, entdo, que o0 aumento na quantidade de iniciador
aparentemente ndo provoca uma mudanca significativa nas curvas de distribuicdo de
tamanhos das particulas emulsificadas, de acordo com o modelo cléssico usado para

interpretar processos de polimerizacdo em emulséo.
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Figura 4.13. Efeito da quantidade de iniciador na distribuicdo de tamanhos das

particulas emulsificadas.

Os valores dos didametros médios das particulas emulsificadas obtidos para cada
uma das reacdes sdo apresentados na Tabela 4.5. Esses valores serdo relacionados

posteriormente com os valores de didmetro médio de poro encontrados para 0s

diferentes suportes produzidos.
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Tabela 4.5. Valores dos didametros médios das particulas emulsificadas.

Reacéo dp (nm)
1 198 + 2
2 180+ 2
3 381 + 43
4 286 + 6
5 3012
6 3795
7 325+4
8 232+ 4
9 1032 + 314
10 302+4
11 291+8
12 304 +8

As particulas casca-nucleo também foram analisadas quanto as distribuicGes de
tamanhos. A Figura 4.14 mostra o efeito da vazdo de alimentacdo sobre a distribuicao
de tamanhos das particulas casca-nucleo. Ao contrario do latex, percebe-se que o
aumento da vazdo provoca um deslocamento continuado das curvas de distribui¢éo para
didmetros maiores. Esse resultado é decorrente, muito provavelmente, das maiores taxas
de aglomeracdo das particulas na presenca de maiores quantidades de monémero livre e
particulas em emulsdo. A reacdo que foi conduzida com uma vazdo de 0,127 I/h, ndo
pdde ser analisada, uma vez que ocorreu a aglomeracao completa das particulas, tendo
que ser interrompida.

O efeito da quantidade de emulsificante também foi analisado e é mostrado na
Figura 4.15. Foram apresentadas novamente, apenas para efeito comparativo, as
distribuicdes das reacdes que apresentam vazdes semelhantes, reacdo 03 (V=0,035 I/h) e
reacdo 04 (V=0,039 I/h). Pode-se notar que o aumento na quantidade de emulsificante
provoca um aumento de particulas com didmetros menores. Esse aumento observado
pode ser resultado da maior estabilizacdo do sistema e reducdo das taxas de

aglomeracéo.
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Figura 4.14. Efeito da vazdo de alimentacao na distribuicdo de tamanhos das particulas

casca-nucleo.
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particulas casca-nucleo.
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A influéncia da quantidade de iniciador no tamanho das particulas usadas como
suporte também foi avaliada e € mostrada na Figura 4.16. Nota-se que 0 aumento na
quantidade de iniciador também provoca um alargamento das curvas de distribuicéo e o
aumento de particulas com diametros menores. Quanto mais iniciador, mais sdo geradas
em emulséo, havendo uma maior aglomeracéo das mesmas. No entanto, ha também um
aumento de particulas com didmetros maiores, muito provavelmente em funcao de uma
maior aglomeracdo das mesmas. Novamente, para efeito comparativo, foram
apresentadas as distribuicGes das reacfes que apresentam vazdes semelhantes, reacdo 03
(V=0,035 I/h) e 04 (VV=0,039 I/h).
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Figura 4.16. Efeito da quantidade de iniciador na distribuicdo de tamanhos das

particulas casca-nucleo.

4.1.1.3.2. Area Especifica, Diametro Médio de Poro e Volume Especifico

de Poros

A érea especifica dos suportes foi avaliada, assim como o diametro médio de

poro e o volume especifico de poros. Todos os valores encontrados sdo apresentados na
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Tabela 4.6. Como mencionado no capitulo anterior, as andlises foram feitas em
laboratérios distintos, em funcdo da dificuldade encontrada para realizacdo de anélises
completas em um mesmo lugar. Nota-se na Tabela 4.6 que, a depender do laboratério
onde a analise foi realizada, os valores obtidos diferem um pouco. No entanto, €
importante salientar que o presente trabalho procura compreender o comportamento do
sistema. Assim, apesar dos valores ndo serem exatamente 0S mesmos, o efeito de cada
variavel de entrada pode ser analisado, ja que comportamentos semelhantes sdo obtidos,
independentemente do lugar onde as andlises tenham sido realizadas. Observa-se
também que a reacdo em que a vazao flutuou resultou em um suporte com maior area.
Dessa forma, esta maneira de operar o sistema devera ser melhor investigada

posteriormente.

Tabela 4.6. Resultados de area especifica, volume especifico de poros e diametro méedio

de poro para cada um dos suportes produzidos.

Sesp | Sesp Sesp Vesp Vesp Dp Dp
Reacdo | Legenda |UFSCar|UERJ| UFRJ |[(cm3¥g)| (cm¥g) | (A) | (A)
(m2/g) |(m3/g)| (m?/g) | UFRJ | UERJ | UFRJ | UERJ
1 Vazao 35,1 - 273 | 0,20 - 2876 -
Flutuante
2 Nucleo 0,2 - - - - - -
3 \/=0,035 I/h 16,5 10,6 7.8 0,06 0,07 300,9 | 274,7
4 \V/=0,039 I/h 2,2 - - - - - -
5 \V=0,071 I/h 5,7 - - - - - -
6 \V/=0,127 I/h - - - - - - -
7 \/=0,082 I/h 2,6 14 - - 0,01 - 416.,4
8 +25% 47 | 29 i i 0,03 - | 4008
Emulsificante
9 - 25% 83 | 65 i i 0,05 - | 3414
Emulsificante
- 0,
10 25% 20 | 23 i i 003 | - |4770
Iniciador
0,
11 +25% 125 | 65 | 112 | 008 | 008 |299.7 | 4010
Iniciador
12 \V/=0,017 I/h - 3,3 - - 0,02 - 327,6

O suporte comercial Accurel® MP1000 também foi empregado no trabalho com

0 objetivo de servir como uma referéncia para analise de desempenho dos suportes

desenvolvidos. Esse material apresenta area especifica igual a 39 m2?/g, diametro médio
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de poro igual a 229,91 A e volume especifico de poros igual a 0,236 cm3/g (BESTETI,
2011). De acordo com BESTETI (2009), o valor de éarea especifica obtido para
particulas com casca-nucleo de poliestireno era de 7,9 m2/g. No entanto, a duracdo da
etapa de suspensdo foi de 4h, o que reduz a eficiéncia no recobrimento por causa da
maior rigidez do nucleo. No presente estudo, como o objetivo principal é a geracdo de
suportes enzimaticos, optou-se por empregar um tempo de suspensdo de 2h, resultando
em nucleos mais bem recobertos e, portanto, areas especificas mais expressivas
(LENZI, 2002).

O efeito de cada uma das variaveis operacionais sobre a area especifica dos
suportes poliméricos € mostrado na Figura 4.17. Com base nas analises realizadas na
UFSCar, pode-se observar que vazdes acima de 0,035 I/h provocam uma queda na area
especifica dos suportes, excetuando-se a reacdo 04, que apresentou valor menor do que
0 esperado, diante dos demais resultados obtidos. O comportamento observado com
base nos dados da UFSCar é também percebido para as andlises realizadas na UERJ. O
aumento da vazdo possivelmente provoca uma maior aglomeracdo das particulas,
resultando em uma reducdo da area especifica dos suportes. Contudo, pode-se perceber
também que a diminuicdo pronunciada da vazao também provoca uma queda na area
especifica dos suportes, provavelmente por causa da reducdo de particulas geradas em
emulsdo, havendo uma diminuicdo no recobrimento. Assim, parece existir uma vazao
Otima para a obtencdo de suportes com maxima area especifica, que no caso analisado
deve ser proxima a vazao de 0,035 I/h.

Com o proposito de analisar a influéncia da massa de emulsificante com base
nas analises realizadas na UFSCar, foram mostradas, apenas para efeito comparativo, as
areas dos suportes produzidos a partir das reacdes (03 e 04), cujas vazdes sdo proximas.
Essas reacdes foram conduzidas sob condi¢es semelhantes as outras duas apresentadas,
diferindo apenas em relagdo a massa de emulsificante empregada. Novamente, observa-
se que 0s suportes obtidos da reacdo 04 apresentam area especifica muito baixa, se
comparada as demais, valor este inferior inclusive ao encontrado por BESTETI (2011),
cuja etapa de suspensdo foi mantida por 4h. Dessa forma, a reacdo 04 foi
desconsiderada na presente analise. Assim, observa-se que tanto o aumento quanto a
diminuicdo da quantidade de emulsificante provocam uma queda na area especifica dos

suportes produzidos. O mesmo comportamento € observado nas analises realizadas na
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UERJ. Nota-se também que o valor encontrado para a analise realizada na UFRJ foi
similar ao obtido para 0 mesmo suporte na UERJ.

A ocorréncia de um valor méximo de area quando uma concentracdo
intermediaria de emulsificante é empregada é resultado da provavel diminuicdo da
estabilidade das particulas em emulsdo, com a diminuicdo da quantidade de
emulsificante. Dessa forma, ocorre uma maior aglomeracdo das particulas, resultando
em suportes com menores &reas. J& aumento na quantidade de emulsificante,
possivelmente estabiliza de forma mais intensa as micelas formadas, resultando em um
maior numero de particulas menores e menor eficiéncia de recobrimento. Essas
particulas menores mais estabilizadas recobrem menos o ndcleo, resultando em suportes
com menores areas.

O efeito da massa de iniciador sobre a area especifica das particulas poliméricas
também é observado na Figura 4.17. Com base nas andlises realizadas na UFSCar, sao
apresentadas, para efeito comparativo, as areas dos suportes produzidos a partir das
reacbes 03 e 04. Contudo, como foi discutido acima, a reacdo 04 apresenta
comportamento muito distinto das demais, sendo, entdo, considerada um outlier para a
analise em questdo. Assim, um maximo valor de area especifica ¢ observado quando
uma quantidade intermediaria de iniciador € empregada na reacdo. O mesmo
comportamento é observado a partir das analises realizadas na UERJ. Apenas as
analises feitas na UFRJ apresentam um decréscimo na area dos suportes quando a
concentracdo intermediaria de iniciador € utilizada. No entanto, os valores mostrados
sdo muito proximos entre si, podendo essa diminui¢do estar associada a um erro de
medic&o.

Provavelmente, quanto menor é a concentracdo de iniciador no meio, menor é o
namero de particulas formadas e menor € a taxa de polimerizacao, resultando em menor
grau de recobrimento e area especifica dos suportes. Contudo, com o0 aumento da massa
de iniciador, possivelmente mais particulas em emulsdo s&o formadas, resultando em
uma maior aglomeracdo das particulas casca-nucleo. Assim, suportes com menores
areas sao gerados. Os resultados obtidos mostram que as condi¢fes definidas por
LENZI (2002), BESTETI (2009) e BESTETI (2011) estdo préximas das condigdes que

resultam em maxima area especifica dos suportes de poliestireno.
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E possivel observar na Figura 4.18 que existe uma relacdo linear muito forte
entre a area especifica e o volume especifico de poros dos suportes produzidos.

Observa-se, entdo, que ambas as varidveis aparentam ser linearmente dependentes.
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Figura 4.17. Efeito de cada uma das variaveis operacionais sobre a area especifica dos
suportes produzidos: (A) vazédo de alimentacdo de mondmero; (B) quantidade de

emulsificante; (C) quantidade de iniciador.

Com o objetivo de melhor entender a relagdo linear existente entre essas
variaveis, é mostrada a Figura 4.19. De acordo com LENZI (2002), os espagos
existentes entre as particulas emulsificadas e depositadas sobre o nicleo sédo
responsaveis pela geracdo dos poros e da area especifica na casca do suporte. De acordo
com o modelo geomeétrico proposto, é possivel escrever a Equacédo 4.1, que descreve a
porosidade da casca das particulas casca-nucleo, ndo havendo uma relacdo entre a
porosidade e o raio das particulas emulsificadas. Dessa forma, caso a morfologia das

particulas depositadas na casca fosse determinante para 0 aumento da area dos suportes,
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a area especifica aumentaria e o volume especifico de poros manter-se-ia constante,
para uma dada quantidade de polimero na casca. Assim, a Figura 4.20 seria obtida em

lugar da Figura 4.18.

Relaciio entre a drea e o volume de poros
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Figura 4.18. Relacdo existente entre area especifica das particulas produzidas e o
volume especifico de poros.

Particulas
Emusificadas

Figura 4.19. Esquema da geracéo de particulas casca-nucleo.
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V 6

q

£

Equacéo 4.1. Célculo da porosidade das particulas com morfologia casca-nucleo.

sendo: €, a porosidade das particulas casca-nucleo; Vg, o volume do cubo apresentado
na Figura 4.19, cujo lado € igual a 2*r; V., 0 volume da esfera apresentada na Figura
4.19, cujo raio é igual ar.

O comportamento observado na Figura 4.18 €, portanto um indicio de que a area
especifica dos suportes poliméricos € resultado principalmente da quantidade de
particulas depositadas sobre o ndcleo e ndo a morfologia das particulas emulsificadas.

Relaciio entre a area e o volume de poros

Volume Especifico de Poros (cm?/g)

Area Especifica (m?/g)

Figura 4.20. Relacéo existente entre area especifica das particulas produzidas e o
volume especifico de poros, avaliando apenas o efeito da morfologia das particulas

emulsificadas.

A relacéo existente entre a area especifica dos suportes produzidos e o diametro
médio de poro é mostrada na Figura 4.21. Percebe-se que o aumento da area especifica
¢ acompanhado pela leve diminuicdo do didmetro médio de poro. Esse resultado
corrobora a interpretacdo proposta anteriormente.

Ao considerar apenas o efeito da morfologia das particulas emulsificadas sobre a
area especifica dos suportes, é possivel encontrar a relacdo apresentada na Equacéo 4.2.
Assim, 0 aumento da area especifica seria acompanhado pela queda pronunciada do
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didmetro medio de poro, como mostrado na Figura 4.22. Contudo, 0 comportamento
observado, mostrado na Figura 4.21, é distinto. O aumento da area é acompanhado pela
queda suave do didmetro médio de poro, que aparentemente tende a um valor constante.

Assim, é possivel perceber mais um indicio de que a &rea esta relacionada
principalmente a eficiéncia de recobrimento do nucleo. No entanto, o declinio do
didmetro observado quando baixos valores de &rea sdo considerados mostra que a
morfologia das particulas emulsificadas também exerce certa influéncia sobre a area

especifica dos suportes, embora com menor importancia.

T
A, o —
r

Equacdo 4.2. Célculo da area especifica das particulas casca-ndcleo, avaliando o efeito
do raio médio de poro.

sendo: A, a area especifica das particulas casca-ndcleo; r, o raio da esfera apresentada

na Figura 4.19, diretamente relacionado ao raio médio de poro ou ao didmetro médio de

poro.

Relaciio entre a area e o diametro médio de poro
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Figura 4.21. Relacdo existente entre area especifica das particulas produzidas e o

didmetro médio de poro.
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A influéncia das varidveis operacionais no volume especifico de poros é
mostrada na Figura 4.23. Observa-se um valor méximo para o volume especifico
quando uma vazdo intermediaria é utilizada. Ao analisar a influéncia da massa de
emulsificante, nota-se um volume especifico maximo quando uma quantidade
intermediaria de emulsificante foi empregada na reacdo. Esses resultados, como ja era
esperado, sdo semelhantes aos observados para area especifica, uma vez que ambas as
variaveis aparentam ser linearmente dependentes. JA& o aumento na quantidade de
iniciador provoca o aumento no volume especifico de poros, diferindo em relacdo ao
que seria esperado: um valor maximo no ponto central. Contudo, a diferenca entre os
dois Udltimos pontos é pequena, podendo estar relacionada ao erro experimental
envolvido na anélise. Novamente o valor obtido a partir da analise realizada na UFRJ é

similar ao realizado na UERJ.

Relacio entre a drea e o diametro médio de poro

Difimetro Médio de Poro (&)

0 10 20 30 40
Area Especifica (m?/g)

Figura 4.22. Relacdo existente entre area especifica das particulas produzidas e o
diametro médio de poro, avaliando apenas o efeito da morfologia das particulas

emulsificadas.

Por fim, a influéncia das variaveis operacionais sobre o diametro médio de poros
¢ apresentada na Figura 4.24. Aparentemente, 0 aumento da vazao provoca um aumento
no didmetro medio de poros, possivelmente em funcdo de uma maior aglomeracao das
particulas.

Ao observar o efeito da massa de emulsificante, nota-se que tanto a diminui¢ao

quanto o aumento da massa de emulsificante a partir do valor central, resultam em
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maiores didmetros de poro. Possivelmente, essas alteragdes na massa de emulsificante
provocam um aumento na taxa de aglomeracdo das particulas, o que também foi

observado para a anélise de &rea especifica, resultando em maiores didmetros de poro.
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Figura 4.23. Efeito de cada uma das varidveis operacionais no volume especifico de
poros dos suportes produzidos: (A) vazéo de alimentacdo de mondmero; (B) quantidade
de emulsificante; (C) quantidade de iniciador.

Aparentemente a massa de iniciador afeta pouco o didmetro médio de poro das
particulas produzidas, a partir da analise realizada na UFRJ. No entanto, com base nas
andlises realizadas na UERJ, observa-se a existéncia de um minimo no valor do
diametro de poro, quando uma quantidade intermediaria de iniciador é empregada. Este
comportamento pode estar novamente associado a maior aglomeracdo das particulas,

que resultaria em diametros maiores.
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Figura 4.24. Efeito de cada uma das variaveis operacionais no didmetro médio de poro
dos suportes produzidos: (A) vazéo de alimentacdo de mondmero; (B) quantidade de

emulsificante; (C) quantidade de iniciador.

4.1.2. Avaliagao dos Parametros de Imobilizacéo

Foram realizadas imobilizagbes enzimaticas em todos os suportes produzidos
neste primeiro bloco de reagdes. Duas imobilizacBes também foram feitas utilizando o
suporte comercial, Accurel® MP1000: uma imobilizagdo com a concentracdo proteica
de referéncia, utilizada ao longo de todo o trabalho, e outra em que foi empregada maior
carga proteica, de forma a verificar a maneira como os parametros de imobilizagdo séo
alterados por essa variavel.

S8o apresentadas nas Figuras 4.25 e 4.26 as cinéticas de imobilizagédo
encontradas para cada uma das imobilizagdes realizadas, baseadas nos valores de
atividade hidrolitica. Pode-se perceber que a maior parte dos suportes adsorve mais de

85% da atividade enzimatica inicial. Nota-se também que os suportes que adsorvem
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menos enzima sdo 0s que apresentam as menores areas especificas. O nucleo, apesar de
apresentar area especifica proxima de zero, também adsorve uma parte da carga
enzimética, em funcdo das forcas de interacdo existentes entre a lipase e 0s suportes
hidrofobicos. Observa-se também que, apesar do aumento provocado na carga proteica
inicial (mencionado no texto como maior carga Ptn), o suporte comercial continua a
imobilizar mais de 90% da carga enzimatica, ou seja, a imobilizacdo ainda sim foi
conduzida abaixo do nivel de saturacdo do suporte. O efeito detalhado de cada uma das
varidveis operacionais nos parametros de imobilizacdo é mostrado adiante. Vale
destacar que a enzima CAL-B apresenta elevada estabilidade a 25°C (BRIGIDA, 2010).
Como as imobilizagdes realizadas no presente trabalho ocorreram a baixas
temperaturas, pode-se garantir que a diminuigdo de atividade observada ao longo do
tempo esta associada a uma maior adsorcao de proteina ao suporte e ndo a desnaturacédo

da mesma.

Cinética de Imobilizacdo

100 =
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Figura 4.25. Andlise cinética das imobilizaces realizadas, avaliando o efeito da vazao.

E possivel observar também a evolugio da quantidade de proteina presente no
sobrenadante ao longo das imobilizagdes. Esses resultados sdo mostrados na Figura
4.27. Nota-se que a maior parte dos suportes adsorve mais de 70% da quantidade de
proteina inicial. Esse resultado corrobora a ideia de que a diminuicdo observada na
atividade hidrolitica é provocada pela maior adsorcdo de proteina ao longo da
imobilizacéo e ndo por uma possivel desnaturagdo da enzima.

106



Capitulo IV — Resultados e Discusséo
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Figura 4.26. Analise cinética das imobiliza¢es realizadas, avaliando o efeito da

quantidade de emulsificante e de iniciador.
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Figura 4.27. Anélise cinética das imobilizacdes realizadas baseada na quantidade de

proteina ainda presente no sobrenadante.

O desempenho dos diferentes biocatalisadores produzidos também foi avaliado.

Na Figura 4.28 séo apresentadas as atividades de hidrolise das enzimas imobilizadas.

Nota-se que os valores absolutos encontrados séo baixos. Esse resultado era esperado,

uma vez que a CAL-B é uma enzima empregada principalmente para catalisar reacdes

de esterificacdo. Contudo, os valores das atividades de hidrélise dos biocatalisadores
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sdo fundamentais para a determinacdo do parametro retencdo de atividade, uma vez que
a determinacdo da atividade de esterificacdo da enzima soltvel é muito dificil de ser
determinada. Vale ressaltar que os erros experimentais observados sdo elevados, embora
sejam intrinsecos a esse tipo de analise. Assim, em um estudo posterior a metodologia
empregada devera ser avaliada de forma a minimizar os erros experimentais. A despeito

disso, é possivel avaliar com confianca as tendéncias observadas.

Atividade Hidrolitica

Atividade de Hidrélise (U/genzimo)
N

4
2 =2 I
I
0 Reacdes e
M Accurel Maior CargaPtn M Accurel mVazio Flutuante
B Nucleo V=0,017l'h mV=0,035/h
BV=0,0391/h EV=0,071/h BV=0,0821'h
M (+)25%Emulsificante (-)25%Emulsificante (-)25%Iniciador

(+)25%Iniciador

Figura 4.28. Atividade de hidrélise das enzimas imobilizadas considerando o primeiro

bloco de reacdes.

Na Figura 4.28 é possivel observar, a partir da comparacdo das atividades das
enzimas imobilizadas no suporte comercial, que o aumento na carga proteica inicial
provoca um aumento da atividade hidrolitica da enzima imobilizada, pois uma maior
quantidade de enzima foi adsorvida ao suporte. Nota-se também que o nudcleo apresenta
uma das maiores atividades hidroliticas obtidas. Esse comportamento pode ser
explicado pela maior exposi¢cdo das enzimas aos substratos, uma vez que todas as
enzimas adsorvidas estdo localizadas na superficie externa da particula, sendo
minimizados de forma substancial os efeitos difusivos. Esse resultado corrobora a ideia
de que os fendmenos de resisténcia a transferéncia de massa estdo presentes de forma

mais expressiva nos suportes porosos produzidos, como mostrado adiante.
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O aumento da vazdo provoca uma diminuicdo da atividade de hidrdlise. O
aumento na quantidade de emulsificante provoca um aumento na atividade hidrolitica,
enquanto 0 aumento na quantidade de iniciador provoca uma queda na atividade de
hidrolise. Esses efeitos observados serdo melhor avaliados conjuntamente com as
propriedades morfoldgicas dos suportes produzidos e dos parametros de imobilizacao
obtidos. E importante destacar que estudos foram realizados empregando-se apenas 0s
suportes (sem enzima) nas reacdes de hidrélise, ndo sendo observada nenhuma atividade
desses materiais (BESTETI, 2011). Dessa forma, pode-se garantir que as atividades
observadas provém das enzimas imobilizadas.

As atividades de esterificacdo das enzimas imobilizadas nos diferentes suportes
sdo apresentadas na Figura 4.29. Os valores absolutos sdo mais expressivos, como
mencionado anteriormente. Nota-se que, a partir da comparacdo das imobilizacdes
realizadas no suporte comercial, 0 aumento na carga proteica inicial provoca um
aumento da atividade de esterificacdo da enzima imobilizada. Este comportamento é
similar ao observado para a atividade de hidrolise, uma vez que uma maior quantidade
de enzima ficou adsorvida no suporte. O nlcleo, nesta andlise, apresenta uma das
menores atividades de esterificacdo. Esse comportamento € antagénico ao observado
para a atividade de hidrdlise. Os efeitos difusionais s&o mais intensos nas atividades
hidroliticas muito provavelmente em funcdo da rapidez da reacdo (ndo ha tempo
suficiente para os produtos gerados atingirem o seio do meio reacional) e da taxa
elevada da mesma (assim uma quantidade expressiva de produto é gerada,
permanecendo na superficie do biocatalisador). No entanto, as reacGes de esterificacdo
s&0 menos intensas e mais longas.

O aumento da vazdo provoca uma diminuicdo da atividade de esterificacdo. O
aumento na quantidade de emulsificante provoca um aumento na atividade de
esterificacdo, enquanto a variagcdo na quantidade de iniciador praticamente nédo altera a
atividade da enzima imobilizada. Somente para efeito comparativo, a atividade de
esterificacdo encontrada para o biocatalisador comercial Novozym® 435 foi de
(2728+400) Ul/genzimo (CUNHA, 2011).

Na Tabela 4.7 sdo apresentados os diferentes parametros obtidos para as
diferentes imobilizacbes realizadas. Esses parametros serdo fundamentais para o
entendimento do efeito da morfologia dos suportes no desempenho dos biocatalisadores
produzidos.
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Atividade de Esterificaciio

2200
2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400 -+
200 : ,
O . S

(U/genzimo)

Atividade de Esterificacio

H Comercial Maior CargaPtn M Comercial B Vazéio Flutuante

ENucleo V=0,0171'h BV=0,0351/h

mV=0,0391'h mV=0,071'h mV=0,0821'h
(+)25%Emulsificante M (-)25%Emulsificante B (-)25%Iniciador

(+)25%Iniciador

Figura 4.29. Atividade de esterificacdo das enzimas imobilizadas considerando apenas

primeiro bloco de reagdes.

Para compreender melhor a influéncia das caracteristicas morfoldgicas dos
suportes poliméricos no processo de imobilizagdo e no desempenho dos
biocatalisadores produzidos, serdo apresentados diferentes graficos que correlacionam
as variaveis estudadas.

A Figura 4.30 mostra a relacdo existente entre a area especifica dos suportes
produzidos e os respectivos parametros de imobilizagdo. E possivel perceber que ha
uma area minima, relativamente baixa, necessaria para que praticamente toda a carga
proteica seja adsorvida. Observa-se também que 0 aumento da area provoca uma
reducdo na retencdo de atividade; ou seja, quanto maior € a area, menos ativa € a enzima
que ficou adsorvida no suporte. Provavelmente, com o aumento da area, mais
pronunciados sdo os efeitos difusionais observados, provocando, assim, uma queda na

atividade da enzima adsorvida.
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Tabela 4.7. Parametros obtidos para as diferentes imobilizacOes.

. . Rendimento Retencao Conc. de Ptn
Uc .Ulm,o_ U.”?“O « Uteorico de .d_e retida no
Suportes Legenda Hidrolitica |Esterificacdo oo~ | Atividade
(U/gsuporte) . . (U/gsuporte) | Imobilizacao . suporte
(U/genzimo) | (U/genzimo) 0 Hidrolise
(%) (%) (mg/gsuporte)
Acc 1 | Comercial Maior 316,4 6,5+4,7 | 1.626+249 | 2871 90,7 2,3 13,5
Carga Ptn

Acc 2 Comercial 91,8 0,7+0,7 616166 91,4 99,5 0,7 4,5
Reacdo 01| Vazdo Flutuante 127,0 2,3+0,6 588+307 126,0 99,2 1,8 5,2
Reacdo_02 Ndcleo 84,4 57+2,4 133+111 32,4 38,4 17,6 0,5
Reacdo_03 V=0,035l/h 116,8 4,2+2.5 311+80 115,0 98,4 3,6 53
Reacdo_04 V=0,0391/h 80,7 2,241,1 56+21 34,8 43,1 6,3 1,0
Reacdo_05 V=0,071/h 91,6 0,9+0,9 193+40 85,6 93,5 11 3,7
Reacdo_06 V=0,127/h - - - - - - -
Reacdo_07 V=0,082l/h 84,2 0,9+0,4 104+26 21,9 26,0 39 1,5
Reacdo_12 V=0,017I/h 73,5 7,1+2,4 828+397 69,3 94,2 10,3 1,5
Reacdo_08 | (+)25%Emulsificante 82,1 1,9+0,3 315+59 77,3 94,2 2,4 4,3
Reacdo_09 | (-)25%Emulsificante 82,1 1,1+0,5 175+3 76,5 93,2 1,5 4,3
Reacdo 10| (-)25%lniciador 83,5 2,1+0,3 186+43 71,7 85,9 2,9 3,9
Reacdo 11| (+)25%Iniciador 83,0 1,0+0,3 165+104 80,8 97,4 1,2 4,5
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Rendimento de Imobilizacio Retenciio de Atividade
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Figura 4.30. Efeito da area especifica dos suportes sobre 0s parametros de

imobilizacdo: (A) rendimento de imobilizacéo, (B) retencédo de atividade.

O efeito da éarea especifica sobre a atividade de hidrdlise das enzimas
imobilizadas é mostrado na Figura 4.31. Aparentemente ndo ha uma relacéo direta entre
essas variaveis, embora seja possivel observar uma tendéncia de queda de atividade
hidrolitica com o aumento da area especifica. Muito provavelmente isso ocorre em
funcdo das resisténcias a transferéncia de massa, mencionadas anteriormente. Os erros
experimentais obtidos foram mostrados apenas para 0s suportes caracterizados na
UFSCar e para o suporte comercial, com o objetivo de facilitar a analise do grafico.
Contudo, como foi mostrado na Tabela 4.7, os erros foram caracterizados para cada uma
das séries apresentadas.

A influéncia do volume especifico de poros sobre os parametros de imobilizacdo
é apresentada na Figura 4.32. Observa-se hovamente que ha um volume minimo para
que todo o contetudo proteico seja adsorvido. Nota-se também que a retencdo de
atividade novamente cai com o volume. Esses comportamentos ja podiam ser esperados,
uma vez que a area especifica e o volume especifico de poros aparentam ser linearmente

dependentes, como mostrado anteriormente.
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Atividade Hidrolitica da Enzima Imobilizada
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Figura 4.31. Efeito da area especifica dos suportes na atividade de hidrdlise das

enzimas imobilizadas.
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Figura 4.32. Efeito do volume especifico de poros dos suportes sobre os parametros de

imobilizacdo: (A) rendimento de imobilizacdo, (B) retencédo de atividade.

Na Figura 4.33 é mostrado o efeito do volume especifico de poros sobre a
atividade de hidrdlise dos biocatalisadores. Aparentemente ndo ha uma relacdo evidente
entre as variaveis em questdo, muito provavelmente em funcdo das limitacOes
difusionais ja mencionadas. A despeito disso, observa-se a tendéncia de reducdo da
atividade hidrolitica com o aumento do volume de poros. Os erros foram apresentados
apenas para os suportes caracterizados na UERJ, para os quais foi obtido um maior

numero de dados, e para o suporte comercial. Os erros experimentais associados a série
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da UFRJ ndo foram apresentados para ndo dificultar o entendimento do grafico

apresentado, mas sdo apresentados na Tabela 4.7.

Atividade Hidrolitica da enzima
Imobilizada

S 1w
E g i ! { ~ mUFRJ
R | m AUERJ
Ed 0 A ;.; . X K Comercial
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Volume Especifico de Poros (cmn?/g)

Figura 4.33. Efeito do volume especifico de poros dos suportes na atividade de

hidrélise da enzima imobilizada.

A influéncia do didmetro médio de poro sobre os parametros de imobilizagdo é
apresentada na Figura 4.34. Aparentemente, o didametro de poro ndo interfere no
rendimento de imobilizacdo. Segundo MOJOVIC et al. (1998), as lipases podem ser
consideradas esferas com didmetros que variam na faixa de (50-70) A. Dessa forma, o
resultado obtido é pertinente, uma vez que os diametros médios de poro apresentados
pelos diferentes suportes sdo bastante superiores ao tamanho médio da enzima. Apenas
a reacdao 07 apresenta um comportamento diferenciado, o que pode estar associado a
baixa area apresentada pelo suporte, variavel que ndo esta sendo considerada na analise
em questdo. Pode-se observar também que ndo ha uma relacdo direta entre o didametro
médio de poro e a retencdo de atividade, muito provavelmente em decorréncia do
tamanho elevado dos poros, ndo influindo, assim, na atividade da enzima que ficou
adsorvida ao suporte.

Na Figura 4.35 é mostrado o efeito do diametro médio de poros sobre a atividade
de hidroélise da enzima imobilizada. Aparentemente o diametro médio de poro nao afeta

a atividade hidrolitica do biocatalisador pelas razdes ja apresentadas.
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Rendimento de Imobiliza¢iio Retencdo de Atividade
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Figura 4.34. Efeito do diametro médio de poro dos suportes sobre os parametros de

imobilizacdo: (A) rendimento de imobilizagéo, (B) retencéo de atividade.
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Figura 4.35. Efeito do diametro médio de poro dos suportes na atividade de hidrdlise da

enzima imobilizada.

A seguir serdo apresentadas as relacGes existentes entre as propriedades
morfolégicas dos suportes sintetizados e as atividades de esterificacdo dos
biocatalisadores produzidos. E possivel avaliar, a partir da Figura 4.36, o efeito da area
especifica sobre a atividade de esterificacdo. Observa-se que o aumento da &rea
especifica & acompanhado pelo aumento da atividade de esterificacdo, muito
provavelmente em funcdo da maior quantidade de enzima adsorvida ao suporte e dos
menores efeitos difusionais presentes neste tipo de reagdo. Apenas a reagdo 12 apresenta

um comportamento bastante diferenciado das demais, sendo considerada um outlier.

115



Capitulo IV — Resultados e Discusséo

Novamente 0s erros experimentais foram mostrados apenas para a analise realizada na

UFSCar e para o suporte comercial, de forma a facilitar a analise do gréfico.
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Figura 4.36. Efeito da area especifica dos suportes na atividade de esterificacdo da

enzima imobilizada.

Na Figura 4.37 a influéncia do volume especifico de poros sobre a atividade de
esterificacdo é apresentada. Observa-se comportamento similar ao encontrado para a
area especifica, inclusive para a reacdo 12. Apenas 0s erros experimentais associados a

série de medidas obtida na UERJ e da amostra comercial sdo mostrados.
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Figura 4.37. Efeito do volume especifico de poros dos suportes na atividade de

esterificacdo da enzima imobilizada.
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A relacgdo existente entre o didmetro médio de poro e a atividade de esterificacdo
de cada um dos biocatalisadores é mostrada na Figura 4.38. Nota-se que, aparentemente,
quanto menor € o didmetro de poro, maior € a atividade de esterificacdo. Isso ocorre
muito provavelmente porque menores didmetros de poro estdo associados a maiores
areas; logo, a maiores rendimento de imobilizacdo, maiores quantidades de enzima
adsorvida ao suporte e atividades mais elevadas. Como foram poucos os resultados
obtidos na UFRJ, os erros associados a atividade de esterificacdo foram suprimidos para

esta série, sendo mostrados apenas para a série da UERJ e para o suporte comercial.
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Figura 4.38. Efeito do diametro médio de poro dos suportes na atividade de

esterificacdo da enzima imobilizada.

4.1.3. Modelagem

Com o objetivo de facilitar a visualizacdo das correlacdes existentes entre as
inimeras varidveis envolvidas no sistema, foi montada uma matriz de correlacéo,
apresentada na Tabela 4.8. As variaveis sdo consideradas como correlacionadas caso o
coeficiente de correlacdo seja igual ou maior que 0,7 (SCHWAAB e PINTO, 2007).
Quanto mais proximo de 1 é o coeficiente de correlacdo, mais correlacionadas sdo as
variaveis.

A partir da analise da Tabela 4.8, é possivel observar que o aumento da area esta
diretamente relacionado ao aumento do volume especifico de poros e a diminuicdo do
diametro médio de poro, como ja observado. O aumento da atividade de esterificacéo €

acompanha pelo aumento da area especifica e do volume especifico de poros. O
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aumento do rendimento estd associado ao aumento da quantidade de proteina presente
no suporte polimérico. Observa-se também que o aumento da massa de emulsificante é
acompanhado pela diminui¢do do didmetro médio das particulas emulsificadas. Essas
correlacdes destacadas corroboram as analises propostas e discutidas anteriormente.

A matriz de correlacdo foi montada com os dados de area obtidos a partir da
UFSCar, uma vez que foi possivel a obtencdo de todos os resultados de &rea para todos
0s suportes sintetizados. Os valores empregados para o didmetro médio de poro e o
volume especifico de poros foram obtidos a partir da UFRJ e da UERJ. Caso o suporte
tenha sido analisado em ambos os laboratorios (UFRJ e UERJ), o valor selecionado de
didmetro de poro e volume especifico de poro foi o que apresentou valor de area mais
proximos do valor obtido na UFSCar.

Com base nos resultados obtidos, procurou-se descrever as atividades de
hidrolise e de esterificacdo dos biocatalisadores como funcdo das caracteristicas
morfologicas dos suportes produzidos. Assim, foram desenvolvidos dois modelos
empiricos capazes de descrever as atividades das enzimas imobilizadas. O modelo da
atividade de hidrdlise € apresentado na Tabela 4.9 e o da atividade de esterificacdo é
mostrado na Tabela 4.10. Os parametros também sdo mostrados, assim como os valores
de p-level. Quanto menor o valor de p-level, mais significativo é o pardmetro, enquanto
valores acima de 0,05 indicam uma possivel insignificancia do pardmetro em questao.
Para o desenvolvimento dos modelos foram considerados os valores de area especifica,
volume especifico de poros e didmetro médio de poros obtidos a partir das analises
realizadas apenas na UERJ, com o objetivo de descrever de forma mais precisa o
comportamento dos biocatalisadores a partir de um Unico conjunto consistente de dados.
Vale ressaltar que os dados correspondentes a reacdo 12 ndo foram considerados na
elaboracdo dos modelos em funcdo do desvio observado nas andlises de atividade de

hidrélise e de esterificagdo.
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Tabela 4.8. Matriz de correlacdo entre as diferentes variaveis envolvidas no sistema.

. Uimo | Uimo |Retencédo | Conc.
V | ME | MI | Sesp | Vesp | Dp |Rendimento Hidro. | Ester. Hid, PN, dp
v 100 0,04 | 000 |-035| -061 | 034 | -0.42 053 | -026 | -014 |-034|-012
ME 004 | 1.00 |-002|-007 | -0,12 | 0,19 0.01 013 | 019 | 010 | 0,01 |-0.78
M1 000|-002| 1.00 | 024 | 024 |-032| 007 2011 | -003 | -011 | 0,06 |-0,08
Sesp |-0,35|-0,07| 0,24 | 1,00 | 0,96 |-0.74| 0,64 014 | 089 | -041 | 073 |-002
Vesp  |-0,61]-0,12| 024 | 0,96 | 1,00 |-056| 0,44 018 | 085 | -037 | 055 |-024
Dp 034 019 |-032|-074| -056 | 1.00 | -047 073 | -061 | -020 |-068]-0,07
Rendimento |-0,42| 001 | 0,07 | 064 | 044 |-047| 1.00 00l | 071 | -064 | 096 | 026
H:g‘rg 053/ 013 |-011| 014 | 018 |-073| -001 100 | 020 | 066 | 002 |-024
lé'sr:;? .0,26| 0,19 |-0,03| 089 | 085 |-061| 071 020 | 1,00 | -037 | 078 |-0,09
Reﬁ{é@a‘) -014| 0,10 |-011|-0.41 | 037 |-020| -064 066 | -037 | 1.00 |-068|-033
CFf’t?]C' -0,34| 0,01 | 006 | 073 | 055 |-068| 096 002 | 078 | -068 | 1,00 | 0.26
dp 012|-078-008[-002| -024 |-007| 026 024 | -009 | -033 | 026 | 1.00
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Pode-se observar que o modelo apresentado para a atividade hidrolitica na
Tabela 4.9 ¢é bastante satisfatdrio, apresentando coeficiente de correlagdo de 0,97. Na
Figura 4.39 é mostrada a relacdo existente entre as atividades de hidrélise e as
atividades preditas pelo modelo. O resultado obtido reforca a ideia de que o modelo
proposto é satisfatério. Todos os parametros apresentados no modelo séo significativos.
Pode-se notar que o aumento da atividade de hidrélise estd associado ao aumento da
area e do diametro médio de poro. Resultados que diferem da andalise grafica, contudo,
como ja mencionado, para a elaboracdo dos modelos apenas as anélises realizadas na
UERJ foram consideradas. O aumento da area esta relacionado a maior quantidade de
enzima retida no suporte, apresentando o biocatalisador uma maior atividade. Além
disso, o maior diametro de poro facilita a difuséo de substratos e produtos, podendo

refletir em uma maior atividade enzimatica.

Tabela 4.9. Modelo empirico que descreve a atividade hidrolitica da enzima

imobilizada.

Equacéo

UimoHidro= a0 + al*Sesp + a2* Dp + b12*Vesp*Dp

Parametros Estimados
(R=0,97; Grau de Liberdade=2)

Parametros a0 al a2 b12
(U.gh (Um? | (10°U.@m)Y | @0%.Um?
valores |1 1 1,06 0,03 0,21
Estimados
Desv~|0 3,03 0.21 001 0.04
Padrao
p-level 0,048 0,007 0,032 0,008

sendo: UimoHidro, a atividade de hidrolise da enzima imobilizada (U/g); Sesp, a area
especifica das particulas do suporte (m2g); Dp, o didmetro médio de poro (A); Vesp, o

volume especifico de poros (cm3/g).
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Figura 4.39. Relacdo entre as variaveis observadas e as preditas pelo modelo de

atividade de hidrolise.

A partir da andlise do modelo que descreve a atividade de esterificacéo,
mostrado na Tabela 4.10, é possivel perceber um ajuste menos satisfatorio aos dados
experimentais (R=0,78). Na Figura 4.40 é mostrada a relacdo existente entre as
atividades de esterificacdo e as atividades preditas pelo modelo. Pode-se perceber que
ao considerar os erros experimentais, inerentes as analises de esterificacdo, o ajuste
torna-se mais satisfatorio. Os valores de p-level para todos os parametros obtidos
encontram-se acima de 0,05. Esses resultados podem ser explicados pelos erros
experimentais observados e também pela presenca outros fatores influentes na atividade
de esterificacdo e que ndo estdo sendo considerados no modelo em questdo. Contudo, €
possivel perceber um maximo de atividade em relacdo a area apresentada pelos
suportes. Este comportamento também difere do comportamento observado a partir dos
graficos apresentados anteriormente, mas vale ressaltar que apenas os dados obtidos a

partir da UERJ estéo sendo considerados.
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Tabela 4.10. Modelo empirico que descreve a atividade de esterificacdo da enzima

imobilizada.

Equacdo
UimoEster =a0+a2*Dp+b11*Sesp*Sesp+b12*Vesp*Dp+b13*Sesp*Dp
Pardmetros Estimados
(R=0,78; Grau de Liberdade=1)

Parametros | L a2 b1l b12 b13
U.gh | @oUu.(gmb | U.gm® | @o.um? |@0®.um?
valores | 355 75 1,07 0,77 -21.90 0,29
Estimados
Desvio | 795 49 1,72 3,24 2188 0,33
Padrao
p-level | 0,711 0,578 0,827 0,390 0,445

sendo: UimoEster, a atividade de esterificacdo da enzima imobilizada (U/g); Sesp, a
area especifica das particulas do suporte (m?/g); Dp, o didmetro médio de poro (A);

Vesp, o volume especifico de poros (cm?/g).
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Figura 4.40. Relagdo entre as varidveis observadas e as preditas pelo modelo de
atividade de esterificacao.

4.2. Segundo Bloco Experimental

De acordo com os resultados obtidos até aqui, as atividades enzimaticas
dependem fundamentalmente da area especifica dos suportes produzidos, que por sua
vez depende essencialmente da quantidade de polimero depositada na casca. Segundo 0s
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dados obtidos, as areas especificas podem ser controladas pela vazéo de alimentacdo da
emulsdo, pela quantidade de iniciador e de emulsificante, havendo uma condic¢do 6tima
de operacdo.

Em funcdo dos resultados encontrados, uma segunda série de experimentos foi
tracada com o objetivo de validar os modelos desenvolvidos. Para isso, uma quarta
variavel foi estudada: a quantidade de mondémero alimentada na etapa da emulsdo. A
quantidade de mondmero adicionada esta relacionada ao grau de cobertura das
particulas, o que pode provocar alteracGes ainda mais apreciaveis na morfologia das

particulas casca-nucleo e mudancas significativas na area especifica.

4.2.1. Influéncia da Massa de Mondmero Alimentada nas Particulas

Poliméricas

O segundo bloco de experimentos foi tragado com base nos resultados obtidos a
partir do primeiro grupo experimental. Primeiramente, foram selecionadas duas
condicdes operacionais do primeiro bloco: a que resultou na maior area especifica para
o suporte final e a que resultou na menor area especifica. A reacdo na qual foi
empregada uma vazao flutuante originou suportes com as maiores areas; contudo, essa
variavel operacional ndo foi controlada. Dessa forma, as reacfes utilizadas como
referéncia foram a reacdo 03, com maior area, e a reacdo 10, como menor area
especifica.

Foram propostos, assim, dois blocos distintos de experimentos: um bloco de
reacfes conduzido em torno da reacdo que resultou em maior area especifica e outro
bloco de reacbes em torno da reacdo que resultou na menor area especifica para 0s
suportes produzidos. As condicdes experimentais empregadas em cada uma das reacdes
sdo apresentadas na Tabela 4.11. A legenda apresentada é baseada nas condigdes de
referéncia determinadas por BESTETI (2011), sendo atribuido o valor 0 para as
condic@es de referéncia.

Os erros foram calculados com base nas aferi¢des de reacdes que possuiam o
mesmo valor nominal para uma determinada variavel, como apresentado na Tabela 3.1
do Capitulo 03. Apesar de cada variavel apresentar uma variancia intrinseca associada,

foi considerado nas andlises que serdo realizadas a seguir que as variaveis de entrada
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ndo apresentam erro, uma vez que o desvio padréo relacionado a cada uma delas pode

ser considerado pequeno.

Tabela 4.11. Valor real das variaveis operacionais nas diferentes reac6es realizadas.

Massa de
Massa de Massa de Monbmero
Reacdo | Descricdo | Legenda | Vazdo (I/h) |Emulsificante | Iniciador na
(9) 9) Alimentacéo
(9
Reacdo 10 i
com menos Iniciador;
13 mondmero i ' 10,027+0,007 | 2,506+0,005 |0,2260+0,0001 18,5+1,4
na R
. ~_ | Monbmero
alimentacéo
Reacdo 10 i
com mais Iniciador;
14 mondmero + ' 10,031+0,007 | 2,507+0,005 |0,2261+0,0001| 116,445,1
na .
. ~_ | Monbmero
alimentacéo
Reacéo 03 0
com menos Iniciador;
15 mondmero i ' 10,028+0,007 | 2,508+0,005 | 0,304+0,002 19,5+1,4
na R
. ~_ | Monbmero
alimentacéo
Reacdo 03 0
com mais Iniciador;
16 mondmero + ' 10,030+0,007 | 2,502+0,005 | 0,303+0,002 120,045,1
na «
. ~_ | Monbmero
alimentacéo
0
17 |Reagdo 03 - Iniciador; | 4 3,0 007 | 2.500+0,005 | 0.305:0,002 |70,02940,007
réplica 0
Mondmero
18 Refg&?céo' '”'C'gdor; 0,03620,007 | 2,503+0,005 | 0,22600,0001 | 70,024:+0,007
Mondmero

O rendimento obtido para cada uma das reacGes realizadas é apresentado na

Figura 4.41. Percebe-se, tanto para as reagbes com menos iniciador quanto para as

reacOes com mais iniciador, que o aumento na quantidade de mondmero alimentado

provoca um aumento no rendimento reacional. Provavelmente, o aumento na quantidade

de monémero provoca um aumento no numero de particulas formadas promovendo

maior aglomeragdo entre as particulas emulsificadas e entre elas e o0s nucleos,
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resultando em maior rendimento. Apenas a reacdo 18 (- Iniciador; 0 Mondmero)
apresentou rendimento um pouco menor do que o esperado. As reagdes conduzidas sob
condigdes similares as do primeiro bloco (reagbes 17 e 18) apresentaram certa
discrepancia em relagdo aos valores obtidos para o rendimento reacional (reacdes 03 e

10 respectivamente).

Rendimento

B - Tniciador; - Monomero

M - Tniciador; 0 Mondmero

B - Iniciador; + Mondmero

® 0 Iiuciador; - Mondmero

Rendimento (%)
vy

B () Tniciador; 0 Mondmero

m 0 Iniciador; + Monomero

Reacdes

Figura 4.41. Rendimento correspondente a cada uma das reacdes realizadas no segundo

bloco de experimentos.

Os dados cinéticos da conversdo de monémero também foram determinados ao
longo das reac@es, de forma a acompanhar a evolucdo dindmica da conversdo em cada
reacdo, como é apresentado na Figura 4.42. Observa-se novamente que as diferentes
reacOes apresentam conversdes similares na etapa de suspensdo, em torno de (70-80)%,
a depender da reacdo. Contudo, é possivel notar que, ao iniciar a etapa de emulsao
alimentada, as conversdes obtidas oscilam de maneira consideravel. Isso ocorre, como
ja foi mencionado anteriormente, em funcdo da dificuldade encontrada para retirar
aliquotas representativas do meio reacional, uma vez que ao longo do processo parte das

particulas e sdo formados também pequenos aglomerados.

4.2.1.1. Distribuic6es de Massas Molares

As distribuicbes das massas molares, tanto das particulas do sobrenadante

quando das particulas casca-nucleo para este segundo bloco reacional, também foram
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analisadas. Na Figura 4.43 sdo apresentadas as distribuicbes de massas molares das
particulas do sobrenadante. Nota-se que o aumento na quantidade de monbémero
alimentado provoca 0 aumento expressivo das massas molares. Quanto mais monémero
é alimentado, maior € a probabilidade de propagacao e mais expressivo é o crescimento
das cadeias poliméricas; logo, maiores sdo as massas molares obtidas. Nao foi possivel
obter a distribuicdo de massas molares para a reagdo 16, possivelmente porque ao final
da reacdo praticamente ndo havia particulas em emulsdo (o teor de sélidos presentes no
sobrenadante foi de apenas 0,47 %). Ao comparar as distribui¢cbes das reacdes 17 (0
Iniciador; 0 Mon6émero) e 18 (- Iniciador; 0 Mondmero) com as das reacdes 03 e 10,
respectivamente, observa-se que cada par de reacOes apresenta distribuicOes
semelhantes. As duas séries que apresentam 01 ao lado correspondem as reacfes 03 e

10 do primeiro bloco reacional.

Analise Cinética

—

0.9 ad 0T %0 N
- ®
0.8 n By - .
3 o o &

0.7 & ¢ °
206 “’ A‘i, : v @ ¢ - Iniciador; - Mondmero
§ o 9 o 2 ® - Iniciador; + Monémero
" 5
= A 0 Iniciador; - Monémero
o 04 A
~ g . ¢ 0 Iniciador; + Monomero

0.3 ® ( Iniciador; 0 Monomero

0.2 & - Iniciador; 0 Monomero

0,1 8 -

0 1] T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Tempo (min)

Figura 4.42. Anélise cinética das reacdes realizadas no segundo bloco experimental.

Na Tabela 4.12 sdo mostradas as massas molares ponderais médias (Mn e Mw)
das particulas produzidas, acompanhadas dos respectivos indices de polidispersao.
Pode-se notar que o aumento na quantidade de monémero provoca o aumento da massa
molar ponderal média (Mw) e também do indice de polidispersdo. Nota-se também um
leve aumento no valor de Mn com o aumento da quantidade de mondmero alimentada,

indicando um deslocamento pouco pronunciado das curvas de distribuicdo para valores
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maiores. Esse comportamento é observado muito provavelmente em funcéo da larga
distribuicdo de massas molares, possivelmente indicando a formagdo de maior
quantidade de polimero, incluindo os de maior maior massa molar, na emulsdo, como

esperado.

Distribuicdo de Massas Molares - Sobrenadante

&
o

=
3

¢ - Iniciador; - Monémero

=
i

- Iniciador; 0 Monoémero

S
=N

® - Tniciador; + Monomero

0 Iniciador; - Monoémero

=
=

4 0 Iniciador; 0 Mondémero

=)
?\OJ

® 0 Iniciador; + Mondmero

Resposta Normalizada
f=1
I

< 0 Iniciador; 0 Monémero_1

* - Iniciador; 0 Monémero_1

1.E+04 1LE+05
MassaMolar (Da)

Figura 4.43. Distribuicdes de massas molares das particulas emulsificadas do segundo

bloco de experimentos.

Tabela 4.12. Valores das massas molares ponderais médias (Mn e Mw) e valores dos
indices de polidispersdo (IP) relativos as particulas do sobrenadante nas reac6es do

segundo bloco experimental.

Reac4o Legenda Mw (Da) | Mn (Da) | IP(-)

13 - In|C|§dor; 3.8E+04 1,4E+04 2,6
- Mondmero

14 - Immgdor; 1,1E+05 2.9E+04 4.6
+ MonOmero

15 0 Inlc[ador; 3.9E+04 1.8E+04 2.1
- Mondmero

16 0 Iniciador; ) ) -
+ Mon6mero

17 0 In|C|jidor; 7 7E+04 2 2E+04 3,5
0 MonGmero

18 - Immgdor; 5 6E+04 1,7E+04 3,3
0 MonGmero
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A mesma andlise foi realizada para as particulas casca-nucleo obtidas ao final de
cada reagcdo, como pode ser observado na Figura 4.44. Observa-se que 0 aumento na
quantidade de mondémero alimentado provoca um alargamento das curvas de
distribuicdo e um aumento nas massas molares das particulas poliméricas,
comportamento similar ao observado para as distribuicbes das massas molares das
particulas presentes no sobrenadante. Nota-se também que os suportes resultantes das
reacbes 17 (O Iniciador; 0 Monomero) e 18 (- Iniciador; 0 Mon6mero), quando
comparados com os suportes, 03 e 10, respectivamente, apresentam distribui¢cbes muito
préximas, embora estas ultimas apresentem leve deslocamento no sentido de maiores
massas molares. Novamente duas séries obtidas no primeiro bloco, possuem 01 na
legenda, sdo apresentadas, com o objetivo de facilitar a comparacdo com as demais
analises. E possivel notar um comportamento bimodal para particulas produzidas com

uma maior quantidade de monémero na etapa de alimentagéo

Distribuiciio de Massas Molares - Particulas

0.9

0.8 -

&)
“

¢ - Iniciador; - Mondémero

=
=)

@ - Iniciador; 0 Monémero

= - Iniciador; + Monémero

4 0 Iniciador; - Monémero

« 0 Iniciador; 0 Monémero

=
=

Resposta Normalizada
(=}
I

<0 Iniciador; + Mondmero

0 Iniciador; 0 Monémero_1

- Iniciador; 0 Monémero_1

1.E+03 1LE+05
MassaMolar (Da)

Figura 4.44. Distribuigdes de massas molares das particulas casca-nucleo.

A Tabela 4.13 apresenta as massas molares ponderais médias (Mn e Mw) das
particulas casca-nucleo produzidas acompanhadas pelos indices de polidisperséo. Nota-
se a mesma tendéncia observada para as particulas emulsificadas, em que o aumento na

quantidade de mondmero alimentado provoca o aumento dos indices de polidispersdo e
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0 aumento das massas molares ponderais médias (Mn e Mw). Em funcdo da larga
distribuicdo de massas molares, o valor de Mw ¢é afetado de forma mais significativa
que o valor de Mn. Isso ocorre provavelmente pela formagéo de maiores quantidades de
polimero na emulsdo, que possivelmente permanece mais tempo em emulsdo. Como no
caso do primeiro bloco de experimentos, ha grande semelhanca entre as distribuicGes de
massas molares do polimero contido no sobrenadante e nas particulas casca-ndcleo, o

que indica forte interacdo entre as fases.

Tabela 4.13.Valores das massas molares ponderais médias (Mn e Mw) e valores dos
indices de polidisperséo (IP) relativos a cada uma das particulas casca-nucleo
produzidas a partir das rea¢Ges do segundo bloco.

Reacdo Legenda Mw (Da) | Mn (Da) | IP(-)
13 - Iniciador; 28E+04 | 13E+04 | 22
- Mondmero
14 - Iniciador; 12E+05 | 1.7E+04 | 71
+ Mondmero
15 0 Iniciador; 38E+04 | 13E+04 | 28
- Mondémero
16 0 Iniciador; 95E+04 | 1,7E+04 | 55
+ Monomero
17 0 Iniciador; 52E+04 | 16E+04 | 33
0 Monbmero
18 - Iniciador; 37E+04 | 15E+04 | 25
0 Monbmero

4.2.1.2. Temperaturas de Transi¢do Vitrea

As particulas casca-nicleo foram caracterizadas quanto as temperaturas de
transicdo vitrea, apresentadas na Tabela 4.14. Percebe-se que os valores das
temperaturas de transicdo vitrea das particulas produzidas sdo muito similares entre si e
com os valores medidos no primeiro bloco de experimentos, indicando estruturas
semelhantes e massas molares suficientemente altas. Observa-se, contudo, uma leve
tendéncia de aumento no valor da temperatura de transi¢do vitrea com o aumento da
massa de monémero alimentado, por causa das maiores massas molares. Cada uma das

curvas de DSC obtidas € mostrada no Apéndice B.
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Tabela 4.14. Valores das temperaturas de transicdo vitrea das particulas produzidas.

Reag0| T0(°C) | alendice 5
13 96,6 Figura B.12
14 102,2 Figura B.13
15 98,4 Figura B.14
16 101,9 Figura B.15
17 99,3 Figura B.16
18 99,4 Figura B.17

4.2.1.3. Morfologia das Particulas Poliméricas

A morfologia das particulas sintetizadas neste segundo bloco de reacdes foi
novamente avaliada com base nas analises de microscopia. O efeito da quantidade de
monodmero alimentada na morfologia de tais particulas também foi avaliado.

A Figura 4.45 apresenta micrografias Opticas de particulas produzidas nas
reacOes pertencentes ao grupo em que foi empregada a quantidade de iniciador de
referéncia. Pode-se perceber que, com 0 aumento na quantidade de mondmero
alimentado, ocorre maior aglomeracdo das particulas e um aumento no grau de

recobrimento.

(A) (B)

Figura 4.45. Morfologia das particulas poliméricas produzidas:

(A) (0 Iniciador; - Monémero); (B) (0 Iniciador; + Mondmero). O tamanho da régua é

igual a 100 pm.
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As micrografias de MEV das particulas produzidas nas diferentes reacdes
realizadas s&o mostradas nas Figuras 4.46 e 4.47. Ao observar a figura na qual menos
iniciador foi utilizado, percebe-se 0 maior grau de recobrimento das particulas com o
aumento de mondmero adicionado. Ao analisar as particulas produzidas a partir de
reacOes em que uma maior quantidade de iniciador foi empregada, percebe-se que o

aumento na quantidade de mondémero provoca uma maior aglomeracao das particulas e

também um maior recobrimento desses aglomerados formados.

(A) (B)
Figura 4.46. Microscopia eletrdnica de varredura das particulas produzidas:

(A) (- Iniciador; - Monémero); (B) (- Iniciador; + Mondmero).

(A) (B)

Figura 4.47. Microscopia eletronica de varredura das particulas produzidas:

(A) (0 Iniciador; - Monémero); (B) (0 Iniciador; + Mon6émero).
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4.2.1.3.1. Distribuicdo de Tamanhos de Particula

As distribuicbes de tamanhos das particulas emulsificadas também foram
analisadas. Dessa forma, foi possivel observar de que forma a quantidade de monémero
adicionada ao meio afeta as distribuicdes de tamanhos dessas particulas do latex. Na
Figura 4.48, observa-se o efeito da quantidade de monémero adicionada, considerando o
grupo de reacdes em que foi empregada menor quantidade de iniciador. Nota-se que o0
aumento na quantidade de monémero provoca um leve alargamento das curvas de
distribuicdo de tamanhos. Na reacdo 14 (- Iniciador; + Monbémero), em que mais
monémero foi alimentado, praticamente ndo houve deteccdo de particulas em emulséo,
por causa da aglomeracdo pronunciada do material produzido em emulsdo, estando

acima do limite de deteccdo do equipamento.
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Figura 4.48. Efeito da quantidade de mondmero nas particulas emulsificadas

produzidas com menor quantidade de iniciador.
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E possivel notar também o efeito da quantidade de monémero adicionada as
reagc0es em que mais iniciador foi empregado. Esses resultados séo apresentados na
Figura 4.49. Percebe-se que 0 aumento na quantidade de monémero praticamente nao
afeta a distribuicdo de tamanhos das particulas emulsificadas. Como a quantidade de
emulsificante empregada nas reacdes encontra-se acima da CMC, as particulas
emulsificadas séo devidamente estabilizadas. Esses resultados confirmam os resultados
obtidos para o primeiro bloco de experimentos, que mostram que a morfologia das
particulas emulsificadas é pouco dependente das condi¢Ges operacionais investigadas.
Esses resultados sugerem também a existéncia de uma forte interacdo entre o nucleo e
as particulas emulsificadas e a possivel origem relacionada aos desprendimentos de

particulas da casca por conta dos campos de cisalhamento do reator.
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Figura 4.49. Efeito da quantidade de monémero nas particulas emulsificadas

produzidas com mais iniciador, a quantidade de referéncia.
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Os valores dos diametros médios das particulas emulsificadas obtidos para cada
uma das reagdes deste segundo bloco de experimentos séo apresentados na Tabela 4.15,
com excegdo da reacdo 14 que apresentou tamanhos de particula acima do limite de
deteccdo do equipamento. Esses valores serdo importantes para a interpretacdo do

mecanismo de geracdo dos poros presentes na casca das particulas casca-nucleo.

Tabela 4.15.Valores dos diametros médios das particulas emulsificadas.

Reacéo dp (nm)
13 3155 +4,1
14 -

15 339,7+2,6
16 313,4+39
17 326,4+1,0
18 283,8+9,1

As distribuicbes de tamanhos das particulas casca-nucleo produzidas também
foram analisadas. A Figura 4.50 mostra o efeito da quantidade de mondémero alimentada
sobre as distribuicdes de tamanhos das particulas produzidas nas reacdes em que houve
0 emprego de menor quantidade de iniciador. Observa-se que 0 aumento na quantidade
de mondmero provoca o alargamento das curvas de distribuicdo e o aumento de
particulas com didmetros maiores, como ja poderia ser esperado. O aumento de
particulas maiores € resultado do aumento da espessura da casca, uma vez que mais
mondmero € adicionado, e da maior aglomeracdo das particulas.

A Figura 4.51 ilustra o efeito da quantidade de mondmero adicionada na
distribuicdo de tamanhos das particulas produzidas a partir das reacdes em que houve o
emprego de maior quantidade de iniciador. Nota-se uma distribuicdo de tamanhos mais
larga nas particulas produzidas com a quantidade intermediaria de mondémero. Tanto o
aumento quanto a diminuicdo da quantidade alimentada provocam o estreitamento das
curvas de distribuicdo de tamanhos. Novamente, observa-se que a reacdo em que mais
mondémero foi empregado origina particulas com maiores didmetros, em fungdo do
aumento da espessura da casca e da maior aglomeracdo das particulas. Além disso,
percebe-se um aumento pronunciado de particulas menores quando a quantidade

intermediéria de mon6émero € alimentada. Possivelmente, sob esta condic¢do, o sistema é
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melhor estabilizado, havendo a formacdo de maior nimero de particulas pequenas em

emulsao.
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Figura 4.50. Efeito da quantidade de monémero alimentada na distribuicdo de

tamanhos das particulas casca-nucleo, considerando as rea¢cdes com menos iniciador.
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Figura 4.51. Efeito da quantidade de monémero alimentado na distribuicdo de

tamanhos das particulas casca-nucleo, considerando as reagdes com mais iniciador.
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4.2.1.3.2. Area Especifica, Diametro Médio de Poro, Volume Especifico

de Poros

A érea especifica, o volume especifico de poros e o didmetro médio de poro dos
suportes produzidos também foram determinados e sdo apresentados na Tabela 4.16.
Para este bloco de reacdes, as analises foram realizadas apenas na UERJ. Ao comparar
os dados obtidos para as particulas produzidas a partir das reacdes 17 e 18 com 0s
encontrados para as reag0es 03 e 10, respectivamente, percebe-se que os valores obtidos
para o segundo par sdo similares, mas os valores de area especifica e didmetro médio de
poro entre as reacdes 03 e 17 diferem. Ao analisar o efeito da quantidade de iniciador, o
mesmo comportamento obtido para as reacdes 03 e 10 é encontrado para as reacdes 17 e
18. Contudo, quando se compara a area do suporte obtido na reagdo 17 com o resultado
reportado por BESTET]I (2009), em que a suspensao foi conduzida por 4h, nota-se que o
valor encontrado é muito aquém do que deveria ser encontrado. Assim, apesar dos
resultados morfoldgicos da reacdo 17 serem apresentados juntamente com os demais,
estas propriedades séo consideradas outliers.

Tabela 4.16. Resultados de area especifica, volume especifico de poros e diametro

médio de poro para os suportes produzidos.

Reacdo Legenda (ﬁqezjg) (Qr/]f:/%) ([,)83
13 - Iniciador; - Monémero 5,3 0,04 333,0
14 - Iniciador; + Mondmero 13,1 0,09 263,7
15 0 Iniciador; - Mondmero 1,9 0,01 291,8
16 0 Iniciador; + Mon6mero 4,3 0,03 300,4
17 0 Iniciador; 0 Mondmero 4.4 0,08 373,7
18 - Iniciador; 0 Mondmero 1,7 0,01 306,9

O efeito da massa de mondmero na area especifica dos suportes para os dois
grupos reacionais (com menos e com mais iniciador) do segundo bloco de experimentos
é mostrado na Figura 4.52. Nota-se que 0 aumento na quantidade de monémero provoca
um aumento na area especifica dos suportes, como era esperado. Apenas a area da
reacdo 18 (-Iniciador; 0 Mondmero) apresentou valor um pouco inferior ao esperado,

que pode estar associado a um problema de amostragem. Este resultado corrobora a
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ideia de que, quanto mais mondmero € alimentado na etapa de emulsédo alimentada,
maior é o recobrimento do nucleo, maior € a espessura da casca e maior é a area
especifica apresentada pelos suportes.

Ao analisar o efeito da massa monomerica no volume especifico de poros,
também apresentado na Figura 4.52, percebe-se que o comportamento dos dois grupos é
antagbnico. No entanto, o comportamento da reacdo 17 deveria ser melhor investigado.

Na Figura 4.52, observa-se também que o aumento na quantidade de monémero
¢ acompanho pela queda do diametro médio de poro. Esse resultado corrobora a ideia de
que o aumento da quantidade de monémero provoca o aumento do recobrimento do
ndcleo pelas particulas emulsificadas, reduzindo o didmetro médio de poros a partir da
maior deposicdo de particulas e maior a eficiéncia de aglomeragéo.
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Figura 4.52. Efeito da massa de mondmero alimentada nas caracteristicas morfolégicas
dos suportes produzidos: (A) area especifica; (B) volume especifico de poros; (C)
didmetro médio de poro.
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A relacdo existente entre as propriedades morfoldgicas dos suportes produzidos
é mostrada na Figura 4.53, em que a area especifica € relacionada ao volume especifico
de poros e ao diametro médio de poro. Sdo observados comportamentos muito similares
aos encontrados anteriormente para o primeiro bloco de experimentos. O aumento da
area especifica € acompanhado pelo aumento do volume especifico de poros e pela
diminuicdo do diametro médio de poro. Logo, esses resultados corroboram de forma
substancial a interpretacdo de que o aumento da area estd associado principalmente a
quantidade de particulas depositadas sobre o ndcleo e ndo a morfologia dessas

particulas. Novamente, a reacdo 17 apresenta um desvio em relagdo ao comportamento

das demais.
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Figura 4.53. Relacdo existente entre area especifica das particulas produzidas e (A)

volume especifico de poros e (B) didametro médio de poros.

BESTETI (2009) observou haver uma relacdo entre o didmetro médio das
particulas emulsificadas e o didmetro médio de poro, uma vez que a deposi¢do das
particulas emulsificadas é responsavel pela geracdo de poros nas particulas casca-
nacleo. No entanto, esse estudo ndo foi realizado de forma sistematica. Foram
apresentadas apenas algumas relagdes com suportes sintetizados a partir de diferentes
monémeros, diferindo inclusive em relacdo aos componentes da casca e do nucleo.
Assim, com o objetivo de facilitar a percepcdo da relagdo existente entre essas variaveis,
sdo apresentadas as Figuras 4.54 e 4.55.

Segundo a Figura 4.55, ndo parece haver relacdo direta entre o diametro das

particulas emulsificadas e o diametro médio de poro. Isso sugere que 0 mecanismo de
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geracdo de poros, embora relacionado a deposicdo de particulas na casca, possa ser

determinado por outros fatores, como a absorcdo de monémero do meio e a redugéo de

volume provocada pela maior densidade do polimero.
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Figura 4.54. Relagdo existente entre o didmetro médio de poro e o didmetro médio das

particulas emulsificadas.
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Figura 4.55. Relacdo encontrada entre o didmetro médio de poro e o didmetro médio

das particulas emulsificadas.

4.2.2. Avaliacao dos Parametros de Imobilizacéo

Novas imobilizacfes enzimaticas foram realizadas nos seis novos suportes

sintetizados. O valor da carga proteica inicial foi mantido. Na Figura 4.56 séo
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apresentadas as cineticas de imobilizacdo, baseadas na atividade hidrolitica, obtidas para
cada uma das imobilizagBes realizadas. E possivel notar que a maior parte dos suportes
adsorve mais de 75% da carga inicial de enzima. As reagGes 15 (0 Iniciador; -
Monodmero) e 18 (- Iniciador; 0 Monémero) resultam em suportes com baixa capacidade
de adsorcdo proteica, muito provavelmente em funcdo de baixas areas especificas
obtidas.

Cinética de Imobilizaciio
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Figura 4.56. Anélise cinética das imobilizacdes realizadas no segundo bloco de reacgdes,

avaliando o efeito da quantidade de monémero alimentado.

Na Figura 4.57 também sdo mostradas as cineticas de imobilizacdo, mas
baseadas na quantidade de proteina ainda presente no sobrenadante. Pode-se observar
gue 0 mesmo comportamento obtido para a atividade hidrolitica € também encontrado
para a quantidade de proteina. Logo, a diminuicdo da atividade estd associada a uma
maior adsorcdo proteica e ndo a uma desnaturacdo da enzima, como mencionado
anteriormente.

A influéncia da quantidade de mondmero na atividade de hidrélise dos
biocatalisadores produzidos no segundo bloco experimental foi avaliada. Na Figura 4.58
sdo apresentadas as atividades hidroliticas das diferentes enzimas imobilizadas
produzidas. Pode-se observar que o aumento na quantidade de monémero alimentado
provoca uma queda na atividade de hidrolise dos biocatalisadores, apesar do aumento da

guantidade de mondmero provocar um aumento na area especifica dos suportes
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sintetizados, como mostrado anteriormente. Dessa forma, é possivel imaginar que sdo
mais significativos os efeitos difusionais presentes, provocando a queda da atividade

hidrolitica da enzima imobilizada.
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Figura 4.57. Analise cinética das imobiliza¢des realizadas, no segundo bloco de

reacOes, baseada na quantidade de proteina ainda presente no sobrenadante.
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Figura 4.58. Efeito da quantidade de monémero alimentada na atividade de hidrolise da

enzima imobilizada.
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Na Figura 4.59 é mostrado o efeito da quantidade de mondmero alimentado na
atividade de esterificacdo da enzima imobilizada. Nota-se que para cada bloco de
reacOes (com menos e com mais iniciador), 0 aumento na quantidade de mondmero
alimentado provoca um aumento na atividade de esterificacdo. Apenas a reacdo 13 (-
Iniciador; - Mondmero) apresenta um comportamento distinto das demais. Esse
aumento pode ser resultado de uma maior quantidade de proteina retida nos suportes,

como consequéncia da maior area apresentada pelos mesmos.
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Figura 4.59. Efeito da quantidade de monémero alimentada na atividade de

esterificacdo da enzima imobilizada.

Assim, foi possivel determinar os parametros de imobilizacdo para os diferentes
biocatalisadores produzidos neste segundo bloco experimental. Na Tabela 4.17 sdo
mostrados os resultados obtidos. Como cada imobilizacdo foi realizada a partir de
solucBes enzimaticas preparadas em momentos diferentes, cada carga inicial apresenta

um desvio distinto.
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Tabela 4.17. Parametros obtidos para as diferentes imobilizagcdes do segundo bloco.

. . Rendimento Retengdo Conc. de Ptn
Uc .Ulmo_ U_|mo Uteo de . d.e retida no
Suportes Legenda Hidrolitica |Esterificacdo oo~ | Atividade
(U/gsuporte) . . (U/gsuporte) | Imobilizagdo |, . , .- suporte
(U/genzimo) | (U/genzimo) Hidrolise
(%) (%) (mg/gsuporte)
Reacio_13 “Iniciador; 76,0 35¢0,6 | 9294231 70,2 92,5 4.9 2,12
-Mondmero
Reacéo_14 “Iniciador, 80,6 1,605 | 364+156 73,3 90,9 2,2 2,40
+Monomero
Reacdo_15 Olniciador; 81,4 4,5+1,0 234+90 17,6 21,6 25,7 0,45
-Monbémero
Reacdo_16 Olniciador; 81,6 44410 | 5124197 64,2 78,6 6,8 2,44
+Monomero
Reacdo 17 Olniciador; 112,0 3,4+1,1 565471 97,9 87,4 35 2,71
OMondmero
Reacdo_18 “Iniciador; 111,5 3,0£0,01 90455 37,4 33,5 7.9 1,33
OMondmero
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De forma a facilitar a compreenséo das relagdes existentes entre as propriedades
morfoldgicas dos suportes produzidos e os pardmetros de imobilizagdo obtidos, diversas
figuras foram elaboradas e sdo mostradas a seguir. Na Figura 4.60 € possivel observar a
influéncia da area especifica dos suportes sintetizados nos parametros de imobilizacéo.
Os resultados obtidos corroboram as conclusdes encontradas no primeiro bloco de
reacOes: hd uma area especifica minima necessaria para que toda a carga proteica inicial
seja adsorvida e 0 aumento da area especifica é acompanhado pela reducdo da retencédo
de atividade. Quanto maior € a area especifica, mais pronunciados sd@o os efeitos

difusionais, resultando em menores retencdes de atividade.
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Figura 4.60. Efeito da area especifica dos suportes sobre os parametros de
imobilizacdo: (A) rendimento de imobilizacgéo, (B) retencéo de atividade.

O efeito da area especifica dos suportes sobre a atividade hidrolitica dos
biocatalisadores sintetizados é apresentado na Figura 4.61. Percebe-se que 0 aumento da
area é acompanhado pela diminuigdo da atividade de hidrélise, muito provavelmente em
funcdo das limitagdes difusionais intrinsecas a esse tipo de ensaio.

Na Figura 4.62 sdo apresentados os efeitos do volume especifico de poros sobre
0s parametros de imobilizacdo. Notam-se comportamentos similares aos observados
para a area especifica. Esses resultados eram esperados, uma vez que, como mostrado
anteriormente, o volume especifico de poros e a area especifica dos suportes aparentam

ser linearmente dependentes.
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Atividade Hidrolitica da Enzima Imobilizada
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Figura 4.61. Efeito da area especifica dos suportes na atividade de hidrdlise das

enzimas imobilizadas no segundo bloco de experimentos.
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Figura 4.62. Efeito do volume especifico de poros dos suportes sobre os parametros de
imobilizacdo no segundo bloco de experimentos: (A) rendimento de imobilizacéo, (B)

retencéo de atividade.
A influéncia do volume especifico de poros na atividade de hidrélise da enzima

imobilizada é mostrada na Figura 4.63. Aparentemente, o volume especifico de poros

provoca uma diminuicdo sutil na atividade hidrolitica da enzima imobilizada.
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Atividade Hidrolitica da enzima
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Figura 4.63. Efeito do volume especifico de poros dos suportes na atividade de

hidrélise da enzima imobilizada.

A influéncia do didmetro médio de poro sobre os parametros de imobilizacdo
também foi avaliada e € apresentada na Figura 4.64. Nota-se que aparentemente, 0
diametro de poro ndo interfere no rendimento de imobilizacdo, como mostrado no
primeiro bloco experimental. No entanto, duas reacGes apresentam comportamentos
bastante distintos das demais, provavelmente em funcdo da interferéncia de outras
variaveis que ndo estdo sendo aqui consideradas. Ao observar a retencdo de atividade
novamente ndo é evidenciado um efeito do diametro de poro sobre este parametro, com
excecdo da reacdo 15 que apresenta comportamento distinto das demais, muito

provavelmente em funcéo da pequena area especifica que a particula possui.
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Figura 4.64. Efeito do diametro médio de poro dos suportes sobre os parametros de
imobilizacdo: (A) rendimento de imobilizagéo, (B) retencéo de atividade.
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A maneira como o diametro médio de poro afeta a atividade de hidrolise da
enzima imobilizada é mostrada na Figura 4.65. Como observado também a partir do
primeiro bloco experimental, aparentemente o didmetro médio de poro ndo afeta a

atividade de hidrolise do biocatalisador.
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Figura 4.65. Influéncia do diametro médio de poro na atividade hidrolitica do

biocatalisador.

Os efeitos das propriedades morfologicas dos suportes nas atividades de
esterificacdo das enzimas imobilizadas sdo apresentados na Figura 4.66. Percebe-se que
ha uma tendéncia de aumento da atividade de esterificacdo com o aumento da area
especifica, muito provavelmente em funcdo da maior quantidade de proteina retida ao
suporte. Apenas a reacdo 13 apresenta uma atividade muito elevada em relacdo as
demais. O aumento do volume especifico de poros tambem é acompanhado pelo
aumento da atividade de esterificacdo. Esses resultados séo similares aos obtidos para o
primeiro bloco experimental.

No entanto, observa-se que, aparentemente, o diametro médio de poro nédo afeta
a atividade de esterificacdo dos biocatalisadores. Esse comportamento difere do
encontrado a partir do primeiro bloco de reac¢fes, quando foi observada uma queda de
atividade com o aumento do didmetro. Isso pode ser consequéncia da presenca de
inimeros fatores envolvidos no sistema, que ndo estdo sendo considerados, como

possiveis efeitos conformacionais ou estereoquimicos. Esses efeitos estdo presentes nos
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processos de imobilizagdo e podem provocar alteragdes em comportamentos esperados.

Além disso, é necessario avaliar as diferentes varidveis apresentadas em conjunto.
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Figura 4.66. Efeito das propriedades morfoldgicas dos suportes nas atividades de
esterificacdo das enzimas imobilizadas: (A) area especifica, (B) volume especifico de
poros, (C) diametro médio de poro.

4.2.3. Validacédo dos Modelos Propostos

A partir dos resultados obtidos com o segundo bloco de experimentos, pode-se
validar os modelos desenvolvidos na primeira etapa do trabalho. Dessa forma,
empregaram-se 0s modelos elaborados a partir do primeiro bloco experimental no
calculo das atividades de hidrdlise e de esterificacdo dos suportes produzidos na

segunda etapa do trabalho, considerando suas propriedades morfoldgicas.
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Nas Figuras 4.67 e 4.68 sdo mostrados os valores de atividade obtidos a partir
dos modelos e os valores encontrados experimentalmente. E possivel perceber que os
modelos desenvolvidos previamente ndo sdo capazes de descrever de forma satisfatoria
as atividades de hidrélise e de esterificacdo dos biocatalisadores desenvolvidos no
segundo bloco experimental. Isso mostra que a variagdo das quantidades alimentadas de
monomero introduziu novos efeitos no complexo sistema reacional estudado. Dessa
forma, novos modelos foram propostos, com o objetivo de descrever de forma mais

eficiente as atividades dos biocatalisadores sintetizados ao longo de todo o trabalho.
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Figura 4.67. Comparacdo entre as atividades hidroliticas experimentais e as previstas

pelo modelo considerando o segundo bloco de experimentos.
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Figura 4.68. Comparagéo entre as atividades de esterificagdo experimentais e as

previstas pelo modelo considerando o segundo bloco de experimentos.
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Nas Tabelas 4.18 e 4.19 sdo apresentados 0s novos modelos empiricos
desenvolvidos, englobando todos os dados de atividade de hidrélise e de esterificagdo
obtidos a partir dos dois blocos de experimentos do trabalho (apenas os resultados
obtidos a partir das reacdes 12 e 13 foram desconsiderados nesta elaboracdo, em funcgéo
da discripancia observada em relagdo aos demais resultados encontrados). Nas analises
realizadas nas se¢des anteriores, foi possivel avaliar o efeito de cada variavel envolvida
no sistema de forma individualizada. Por meio da modelagem é possivel identificar os
diferentes fatores que influem sobre um dado sistema (no caso deste trabalho, sobre as
atividades de de hidrolise e de esterificacdo dos biocatalisadores), avaliando inclusive o
efeito sinérgico que pode existir entre eles.

E possivel perceber que o modelo elaborado para a atividade de hidrolise,
apresentado na Tabela 4.18, descreve de forma satisfatoria os dados experimentais,
apresentando coeficiente de correlagdo de 0,93. Percebe-se para este sistema, a
existéncia de um méaximo de atividade em funcdo da area especifica dos suportes
(parametro by negativo). Este comportamento corrobora a ideia de que efeitos
difusionais estdo presentes no ensaio experimental e que interferem no desempenho
apresentado pelos biocatalisadores. Além disso, é importante salientar que, ao longo do
processo de imobilizacdo, outros efeitos estdo presentes, interferindo na atividade
enzimatica, como efeitos conformacionais e estereoquimicos, efeitos esses que ndo
estdo sendo considerados nos modelos propostos. Os resultados mostram também que
os didmetros de poro afetam pouco as atividades, como observado anteriormente.

Na Figura 4.69 é mostrada a relacdo existente entre as atividades de hidrolise
obtidas experimentalmente e as atividades preditas pelo modelo elaborado. Percebe-se
que o modelo descreve de forma satisfatoria as atividades de hidrélise a partir das

propriedades morfol6gicas dos suportes.
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Tabela 4.18. Modelo empirico que descreve a atividade hidrolitica dos biocatalisadores
produzidos.

Equacdo
UimoHidro.= al*Sesp + a3* Vesp+ b11*Sesp*Sesp+bl12*Vesp*Dp +b13*Sesp*Dp
Parametros Estimados
(R=0,93; Grau de Liberdade=6)

Parametros al_2 6a3 B b1l § 1231)12 § 15)13 B
(Um™©) [(10°.U.m™) | (U.g.m™) | (10°.U.m™) | (10~.U.m™)
Valores 11,43 -889,61 -0,17 2,51 -0,03
Estimados
Desvio Padrdo 1,79 209,74 0,02 0,57 0,01
p-level 0,000 0,003 0,000 0,002 0,000

sendo: UimoHidro, a atividade de hidrolise da enzima imobilizada (U/g); Sesp, a area
especifica das particulas do suporte (m2/g); Dp, o didmetro médio de poro (A); Vesp, o

volume especifico de poros (cm?3/g).
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Figura 4.69. Relagdo entre as varidveis observadas e as preditas pelo modelo,

considerando a atividade hidrolitica.
O modelo elaborado para a atividade de esterificacdo, mostrado na Tabela 4.19,

ndo foi tdo satisfatorio quanto o obtido para a atividade de hidrdlise, apesar do maior

namero de parametros utilizados no seu desenvolvimento.
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Tabela 4.19. Modelo empirico que descreve a atividade de esterificagdo dos biocatalisadores produzidos.

Equacéo
UimoEster.= a0+al*Sesp + a2* Dp + a3*Vesp+b11*Sesp* Dp+b12*Vesp*Sesp+b13*Vesp*Dp+cl2*Sesp*Dp*Vesp
Parametros Estimados
(R=0,86; Grau de Liberdade=3)

Parametros a0 al a2 a3 b1l b12 b13 cl2
(U.g?h | (Um? | (@0"U.(g.m)Y | @0°.u.m?®) | 20°.Uu.m3) | (10°.U.g.m®) | (10*°.Uu.m™) | (10'°.U.g.m®)
valores | 43553 | 6974 -3,32 -41186,27 -0,02 4874,87 163,64 -21,45
Estimados
Desvio
Padrao | 85211 | 372,36 2,70 52778,41 1,11 4215,15 150,17 14,50
p-level 0,28 0,86 0,27 0,47 0,99 0,30 0,33 0,20

sendo: UimoEster, a atividade de esterificacdo da enzima imobilizada (U/g); Sesp, a area especifica das particulas do suporte (m?qg); Dp, 0o

diametro médio de poro (A); Vesp, o volume especifico de poros (cm?/g).
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A dificuldade encontrada para descrever as atividades de esterificagdo pode ser
originada dos erros experimentais envolvidos e principalmente do efeito causado por
outras variaveis envolvidas no sistema e que ndo sdo consideradas no modelo
apresentado. Nestas reacOes de esterificacdo sdo mais intensos os efeitos de particdo,
uma vez que um dos substratos envolvidos apresenta cadeia carbonica longa, assim
como o produto formado, oleato de etila. Além disso, também estdo presentes os efeitos
difusionais. A presenca desses efeitos dificulta a elaboracdo de um modelo capaz de
descrever a atividade de esterificacdo de forma mais satisfatoria.

A relagdo existente entre as atividades de esterificacdo encontradas
experimentalmente e as preditas pelo modelo é mostrada na Figura 4.70. Pode-se
perceber que o modelo desenvolvido, considerando os erros experimentais envolvidos
no processo, descrevem de forma satisfatoria os dados experimentais. No modelo
proposto, o efeito dominante é o da area especifica, que provoca aumento das atividades
de esterificacéo.

Atividade Esterificacio
Experimental X Calculada
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Atividade EsterificacioExperimental (U/genzim o)

Figura 4.70. Relacdo entre as variaveis observadas e as preditas pelo modelo,

considerando a atividade de esterificagéo.

Outros dois modelos foram elaborados com o objetivo de descrever as atividades
de hidrolise e de esterificacdo dos biocatalisadores a partir das varidveis operacionais
empregas na etapa de polimerizagdo. Dessa forma, por meio dos modelos desenvolvidos
e das atividades desejadas para o bicatalisador, seria possivel a obtencdo de informacdes

sobre a forma mais adequada de operar o sistem de sintese do suporte polimérico. Os
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modelos séo apresentados nas Tabelas 4.20 e 4.21. Vale ressaltar que para partir de um
conjundo consistente de dados novamente as reagGes 12 e 13 foram desconsideradas.

O modelo desenvolvido para atividade hidrolitica em funcdo das variaveis
operacionais, mostrado na Tabela 4.20, € novamente satisfatorio (R=0,95). No entanto,
para representar o sistema € necessario um grande ndmero de pardmetros. Observa-se
também que a quantidade de mondmero alimentada ndo interfere na atividade de
hidrolise dos biocatalisadores, ndo sendo uma variavel necessaria na modelagem do
sistema. Percebe-se também que em funcdo do maior nimero de parametros envolvidos,
uma analise sobre o efeito de cada uma das variaveis na atividade de hidrolise do
biocatalisador é dificultada.

Contudo, o modelo desenvolvido para atividade de esterificacdo, apresentado na
Tabela 4.21, ndo foi eficiente. Mesmo com o0 emprego de inimeros parameros, ndo €
possivel descrever o sistema de esterificacdo de forma satisfatéria. Dessa forma,
percebe-se que o desempenho do biocatalisador ndo é explicado apenas pelas
propriedades morfoldgicas dos suportes e pelas variaveis operacionais. E possivel notar
que os outros fatores envolvidos no sistema, como os efeitos de particdo e os efeitos
difusionais, podem interferir no desempenho dos biocatalisadores. Além disso, a propria
polaridade na superficie dos suportes pode ser afetada pela quantidade de iniciador e de
emulsificante empregada nas reac6es de polimerizacao, o que pode tornar a modelagem

deste sistema ainda mais complexa.
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Tabela 4.20. Modelo empirico que descreve a atividade hidrolitica da enzima imobilizada a partir das vaiaveis operacionais.

Equacéo

UimoHidro=a0+al*V+a2*ME+a3*MI+b1*V*ME+b2*V*MI+b3*ME*MI+c1*V*ME*MI

Parametros Estimados
(R=0,95; Grau de Liberdade=3)

Parametros a0 al a2 , a3 , bl b2 b3 ; cl
(U.gh | (Uh).(gDD | U.gD) | (Ug? | (Uh).(g)h | (Uh).@Dh | U.g® | (U.h).(gh?
Valores | 100495 | 2955805 40092 | 334152 | -1179327 9829143 | -133305 | 3921611
Estimados
Eaej;’a'lg 28372 775576 11316 | 93803 309374 2567838 37412 1024316
p-level | 0,006 0,004 0006 | 0006 0,004 0,004 0,006 0,004

sendo: UimoHidro, a atividade de hidrélise da enzima imobilizada (U/g); ME, a massa de emulsificante (g); MI, a massa de iniciador (g); V, a

vazdo para alimentacdo do monémero (I/h).
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Tabela 4.21. Modelo empirico que descreve a atividade de esterificacdo da enzima imobilizada a partir das variaveis operacionais.

Equacéo

UimoEster=a0+al*V+a2*ME+a3*MI+b1*V*ME+b2*V*MI+b3*ME*MI+c1*V*ME*MI+c2*V*ME*Mmon

Parametros Estimados
(R=0,73; Grau de Liberdade=2)

Parametros a0 al a2 a3 bl b2 b3 cl c2
(U.gh | ((Uh.ghh | (VgD | (Ug?) | (U.h).(gD)™M | (U.h).@@D™h (U.g°) ((U.h).(D™ | ((U.h).(g.D™h

E;’tf‘r';]);gzs 7579417 | 241642666 |3028650|25412916| -96564175 | -809069622 | -10154009 | 323297751 40

Eaej;’;g 7406410 | 202742291 |2954017 | 24489108| 80877062 671343166 | 9767470 267814012 28

p-level 034 0.27 0.34 0,33 0.27 0.26 0.33 0.26 0.20

sendo: UimoEster, a atividade de esterificacdo da enzima imobilizada (U/g); ME, a massa de emulsificante (g); MI, a massa de iniciador (g); V,

a vazdo para alimentagdo do monomero (I/h); Mmon, a massa de mondmero alimentada na etapa de emulséo alimentada (g).
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4.3. Proposic¢éo de um Modelo Fisico

Com base nos resultados apresentados, pode-se afirmar que as caracteristicas
morfologicas das particulas casca-nicleo produzidas sdo fortemente dependentes das
condi¢cdes operacionais. Embora os didmetros dos poros variem pouco com a
modificacdo das condicdes de operacdo, indicando que essa variavel depende pouco da
morfologia das particulas emulsificadas formadas, a area especifica e o volume de poros
estdo fortemente correlacionados a quantidade relativa de polimero na casca, indicando
que o controle adequado do processo de deposicdo de particulas sobre o nucleo € de
fundamental importancia. As taxas de aglomeracdo aumentam com o0 aumento da
quantidade de mondmero alimentada e variam de forma ndo linear com as demais
variaveis investigadas, levando ao aparecimento de pontos 6timos de opera¢do. Quando
a alimentacdo de mondmero é muito lenta, as taxas de polimeriza¢do sdo muito baixas
na emulsdo, resultando em uma menor quantidade de particulas emulsificadas que
apresentam maior estabilidade. Dessa forma, prejudica-se a formacdo da casca e o
acumulo de area. Além disso, todos os dados obtidos parecem confirmar a forte
interacdo entre 0s materiais que constituem as particulas casca-nucleo e o latex no
sobrenadante, o que sugere que o latex pode ser formado por particulas que se
desprendem da casca polimérica no campo de cisalhamento do reator.

Com relacdo as reagfes enzimaticas, parece que a area especifica exerce o papel
mais importante. De forma geral, quanto maior a area especifica, maior é a quantidade
de enzima adsorvida e menor € a retencdo de atividade de hidrélise, o que induz ao
aparecimento de um ponto 6timo. A reducédo da retencdo de atividade indica a existéncia
de resisténcias difusionais, de maneira que o desenvolvimento de procedimentos que
permitam aumentar a porosidade e o diametro de poros deve ser encorajado.

Observa-se também que o aumento da atividade de esterificacdo acompanha o
aumento da é&rea. Provavelmente em funcdo de limitagbes difusionais menos

expressivas.
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Capitulo V

ConclusoOes e Sugestoes

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que todas as variaveis operacionais
investigadas na etapa da polimerizagdo provocam mudancgas significativas nas
propriedades morfolégicas das particulas sintetizadas. Observou-se a existéncia de um
limite de vazdo méxima viavel para alimentagdo do monémero (0,082 — 0,12 I/h), acima
do qual se perde o controle do sistema, ocorrendo a formacdo de grandes aglomerados
poliméricos. Observou-se também que as massas de iniciador e de emulsificante afetam
a area especifica dos suportes de forma ndo linear, resultando em um valor méximo de
area especifica quando a concentracdo intermediaria de cada componente é empregada
na reacdo. Observou-se ainda que o0 aumento na quantidade mondmero alimentada
aumenta o grau de cobertura das particulas poliméricas, provocando também o aumento

da aglomeracdo das particulas.

Dentre as diferentes reacBes realizadas, foi sintetizado um suporte com area
especifica de 35m2/g, similar a do suporte comercial Accurel® MP1000. Dessa forma,
percebeu-se que alterando as propriedades operacionais da etapa de polimerizacdo, é
possivel sintetizar suportes poliméricos com diferentes propriedades morfoldgicas,

préximas inclusive das apresentadas por suportes comercias.

Os resultados mostraram também que a area especifica e o volume de poros dos
suportes sintetizados sdo linearmente dependentes, indicando que aumento da area esta
associado principalmente a quantidade de particulas depositadas sobre o ndcleo e ndo a

morfologia das mesmas.

Com base nos diferentes parametros de imobilizagdo determinados, observou-se
que, para uma carga proteica inicial, hd uma area minima necessaria para que a mesma
seja adsorvida nos suportes. O aumento da area especifica dos suportes provoca queda
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na atividade hidrolitica dos biocatalisadores produzidos, em funcdo da presenca de
fendmenos de resisténcia a transferéncia de massa. Além disso, a retencdo de atividade
hidrolitica diminui com a &rea especifica, muito provavelmente em fungdo dessas
limitacGes difusionais envolvidas entre 0 meio reacional e a enzima imobilizada. O
aumento da atividade de esterificacdo pode ser alcangado com o0 aumento da area
especifica, em funcdo da maior quantidade de enzima retida ao suporte e da menor

importancia das resisténcias difusionais.

A partir dos experimentos realizados, modelos empiricos foram desenvolvidos
com o objetivo de descrever as atividades de hidrolise e de esterificagdo como funcéao
das caracteristicas morfoldgicas dos suportes: diametro médio de poro, volume
especifico de poros e area superficial. Foi possivel perceber que modelo elaborado para
a atividade de hidrolise descreve de forma satisfatéria os dados experimentais.
Observou-se a existéncia de um maximo de atividade em funcéo da éarea especifica dos
suportes. Este comportamento corrobora a ideia de que os efeitos difusionais,
conformacionais e estereogimicos estdo presentes neste tipo de analise e que interferem
no desempenho apresentado pelos biocatalisadores. Por outro lado, 0 modelo elaborado
para a atividade de esterificacdo ndo foi tdo satisfatdrio, apesar do maior nimero de
parametros utilizados no seu desenvolvimento. A dificuldade encontrada para descrever
as atividades de esterificacdo pode ser explicada, principalmente pela existéncia de
outras variaveis relevantes que ndo foram consideradas no modelo apresentado. Além
disso, 0s erros experimentais expressivos envolvidos neste tipo de andlise dificultam a

modelagem do sistema.

Foram desenvolvidos também modelos empiricos capazes de descrever as
atividades de hidrdlise e de esterificacdo dos biocatalisadores a partir das variaveis
operacionais empregadas na etapa de polimerizagcdo com o objetivo de tornar possivel a
determinacdo das condicGes ideais para a sintese do suporte que resultard no
biocatalisador com melhor desempenho. O modelo desenvolvido para atividade
hidrolitica em funcdo das varidveis operacioais foi satisfatorio. No entanto, o modelo
elaborado para atividade de esterificacdo ndo foi eficiente. Percebe-se que, para a
atividade de esterificacdo, o desempenho do biocatalisador ndo pode ser explicado

apenas pelas propriedades morfoldgicas dos suportes e pelas variaveis operacionais.
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Nota-se, assim, que outros fatores envolvidos no sistema, como efeitos de particao,
difusionais, estereoquimicos, conformacionais, polaridade na superficie do suporte,

interferem no desempenho dos biocatalisadores.

5.1. Sugestoes

Para trabalhos futuros, sugere-se a realizacdo de novas polimerizacfes
empregando novos mondmeros de cadeia longa (que conferem carater mais hidrofébico
aos suportes produzidos) sob as condi¢es operacionais 6timas determinadas a partir do
presente trabalho. O objetivo € verificar se as conclusbes aqui obtidas podem ser
estendidas a outros mondmeros.

Novos estudos devem ser realizados de forma a explorar o0 emprego de vazoes
flutuantes na etapa de emuls&o alimentada, uma vez que sob esta condicdo foi obtido o
suporte com a maior area especifica. Além disso, novas metodologias envolvidas na
etapa de imobilizacdo devem ser estudadas com o objetivo de minimizar os erros
experimentais obtidos.

Propde-se ainda o estudo da estabilidade operacional do biocatalisador, ja que o
uso comercial do produto s6 é possivel se ele demonstrar estabilidade operacional
adequada. Além disso, estudos devem ser realizados objetivando avaliar a estabilidade
mecanica dos biocatalisadores produzidos e analisar os reatores mais adequados para o
emprego dessas enzimas imobilizadas.

Os possiveis fatores presentes no meio reacional que afetam o desempenho do
biocatalisador, como polaridade superficial das particulas poliméricas, devem ser
avaliados. Particularmente a polaridade da superficie pode ser muito afetada pela
presenca de iniciadores e de emulsificantes.

Novas enzimas devem ser empregadas nos processos de imobilizacdo, de forma
a avaliar a interacdo das enzimas com os suportes poliméricos produzidos e analisar a
aplicacdo dessas novas enzimas imobilizadas em outras reagoes.

Finalmente, estudos devem ser realizados com o objetivo de fazer o
escalonamento do processo de polimerizacdo e de uso do biocatalisador na sintese de

biodiesel ou farmacos, por exemplo.
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Apéndice A

A conversdo associada a cada um dos tempos de amostragem de cada uma das
reacOes foi calculada a partir das Equagdes A.1 a A.5. Com a Equacdo A.1 foi possivel

calcular a massa de monémero alimentada entre os intervalos de amostragem.

AmMonAIim = (V*(tamN+1 _tamN )*p)
Equacdo A.1. Calculo da massa de monémero alimentada entre cada tempo de

amostragem na etapa de emuls&o alimentada.

sendo: tynn, O tempo de amostragem; tymn+1, O tempo de amostragem no instante

seguinte a tymn; AMmonaiim, @ Massa de mondmero alimentada na etapa de emulsdo

alimentada entre os tempos de amostragem; V , a vazdo média entre os dois tempos de

amostragem; p ¢ a densidade do estireno na temperatura de 25 °C, 0,9 g.ml™ (SIGMA-
ALDRICH, 2013).

Ao somar as massas alimentadas entre os tempos de amostragem, conseguiu-se
determinar a massa de monémero alimentada até o instante analisado, como é mostrado
na Equacao A.2.

mMonTotaIAIimN+1 = r‘nMonAIimN + AmMonAIim
Equacdo A.2. Calculo da massa total de mondémero alimentada até o intervalo de tempo

N+1.

sendo: MmonTotalAlimn+1, @ Massa de mondmero total alimentada até a o instante N+1;
Mmonalimn, @ Massa de mondmero alimentada até o instante N; Amponaiim, @ Massa de
monodmero alimentada na etapa de emulséo alimentada entre os tempos de amostragem
N e N+1.
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Para calcular a conversdo em cada instante de tempo, como mostrado na
Equacdo A.5, foi necessario saber a quantidade de cada componente presente no meio
reacional. Essa informag&o pode, entdo, ser obtida a partir das Equagdes A.3 e A.4.

mTotaIN+l = mMonAIim N+1 + mMonSusp + mAS + rnISusp + mMonCarga + rnIEmuIs + mEmuIsif + mBicarb + mAgua

Equacéo A.3. Célculo da massa total presente no reator até o intervalo de tempo N+1.

sendo: Mroin+1, @ Massa total de reagente presente no reator no instante N+1;
MMonalimN+1, @ Massa de mondmero alimentada até o instante N+1; Myonsusp, @ Massa de
monomero adicionada na etapa da suspensdo; mas massa de agente de suspensao
adicionada; mysysp, @ massa de iniciador da etapa de suspensao; Muoncarga, @ Carga inicial
de monémero adicionada no inicio da etapa de emulséo alimentada; mgmuis, @ Mmassa de
iniciador da etapa de emulsdo; Mgmuisit, Massa de emulsificante; Mgicarp, @ Massa de
bicarbonato adicionada; magua, @ massa total de agua adicionada, incluindo a quantidade

utilizada para preparar as solugfes aquosas.

m
—X =%X
mTotaIN+l

Equacao A.4. Calculo de percentagem massica de cada um dos componentes presentes

no meio reacional no tempo N+1.

sendo: my, a massa de cada um dos constituintes do meio reacional; X, representando
cada um dos componentes do meio reacional, agente de suspensdo, iniciador da etapa de
suspensdo, iniciador da etapa de emulsdo, agua, emulsificante, bicarbonato.

Meeca = Mhig = (Mypiga *Y0AS) — (Mg, * %0BiICATD) — (M0 * %01 £t ) = (Myige * %01

C _ llseca Umida Umida Susp

) — (Myiga * YoEMulsif')

N (1-%! g, ~%Bicarb — %AS —%Agua—%I ,,,.~%Emulsif ) *m
Equacéao A.5. Calculo da conversdo no tempo N+1.

Emuls Gmida

sendo: Mmgeca, @ Massa seca depois de estabilizada, desconsiderando a massa do copinho,
onde as amostras foram pesadas; mpig, @ massa de hidroquinona presente na solugédo
aquosa de hidroquinona 1 % (p/p); Mamida, @ Massa da amostra logo depois de retira-la do

reator; Cn+1, a conversdao em cada instante N+1.
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Dessa forma, foi possivel calcular a conversao em cada tempo de amostragem e
realizar a andlise cinética das conversdes de monémero em cada uma das reagfes. Os
resultados encontrados para os blocos de reagdo em que foram alteradas as quantidades

de iniciador e de emulsificante sdo mostrados na Figura A.1.

Analise Cinética
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Figura A.1. Analise cinética das conversdes de monémero nas reacées realizadas,

avaliando os efeitos da quantidade de iniciador e da quantidade de emulsificante.
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Sé&o apresentados a seguir os termogramas de DSC.
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