",
) 3
RS
Instituto Alberto Luiz Coimbra de U F RJ
Pés-Graduagao e Pesquisa de Engenharia

PRODUCAO DE PARTICULAS POLIMERICAS COM POROSIDADE
CONTROLADA PARA A PREPARACAO DE BIOCATALISADORES

Marina Damido Besteti

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de
Pés-graduacdo em Engenharia Quimica, COPPE,
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como
parte dos requisitos necessdrios a obtencdo do

titulo de Doutor em Engenharia Quimica.

Orientador(es): José Carlos Costa da Silva Pinto

Denise Maria Guimaraes Freire

Rio de Janeiro

Julho de 2011



PRODUCAO DE PARTICULAS POLIMERICAS COM POROSIDADE
CONTROLADA PARA A PREPARACAO DE BIOCATALISADORES

Marina Damido Besteti

TESE SUBMETIDA AO CORPO DOCENTE DO INSTITUTO ALBERTO LUIZ
COIMBRA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA DE ENGENHARIA (COPPE) DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO COMO PARTE DOS
REQUISITOS NECESSARIOS PARA A OBTENCAO DO GRAU DE DOUTOR EM
CIENCIAS EM ENGENHARIA QUIMICA.

Examinada por:

Prof. José Carlos Costa da Silva Pinto, D.Sc.

Profa. Denise Maria Guimaries Freire, D.Sc.

Prof. Tito Livio Moitinho Alves, D.Sc.

Profa. Melissa Limoeiro Estrada Gutarra, D.Sc.

Prof. Marcelo Kaminski Lenzi, D.Sc.

RIO DE JANEIRO, RJ - BRASIL
JULHO DE 2011



Besteti, Marina Damiao

Producdo de Particulas Poliméricas com Porosidade
Controlada para a Preparacio de Biocatalisadores/ Marina
Damido Besteti. — Rio de Janeiro: UFRJ/COPPE, 2011.

XXII, 183 p.: il.; 29,7 cm.

Orientador: José Carlos Costa da Silva Pinto

Denise Maria Guimaraes Freire

Tese (doutorado) — UFRJ/ COPPE/ Programa de
Engenharia Quimica, 2011.

Referéncias Bibliograficas: p. 163-183.

1. Polimerizacio simultanea em suspensdo e emulsao.
2. Porosidade. 3. Imobilizacdo de enzimas. I. Pinto, José
Carlos Costa da Silva er al. II. Universidade Federal do
Rio de Janeiro, COPPE, Programa de Engenharia

Quimica. III. Titulo.

il



Aos meus pais, Rita e Luiz.
A minha irm3, Naira.

Ao meu noivo, Daniel

iv



Agradecimentos

A Deus, pelo dom da vida e por todas oportunidades concedidas.

Aos meus pais, Rita e Luiz, meu eterno agradecimento. Palavras ndo sdo
suficientes para agradecer tudo o que vocés fizeram e fazem por mim. Muito obrigada
pelas (muitas) palavras de conforto e de sabedoria e por sempre se fazerem presentes,
mesmo com a distancia. Sem o apoio de voc€s, esse trabalho ndo seria possivel.
Obrigada pela for¢ca nos momentos dificeis, em que tudo parecia impossivel e por nunca

terem me deixado desistir dos meus sonhos.

A minha irma Naira, minha amiga e companheira, meu eterno obrigada. Muito
obrigada por estar sempre presente, ter me ajudado infinitas vezes, pelas longas
conversas e por fazer com que eu sempre acreditasse no meu potencial. Obrigada por

sempre cuidar de mim.

Ao meu noivo Daniel por ser o melhor namorado, amigo e companheiro que eu
poderia encontrar. Muito obrigada pelo seu infinito apoio e pela sua infinita paciéncia,
nos muitos momentos que eu precisei. Obrigada por estar sempre ao meu lado, por
acreditar e participar de todos os meus sonhos. A caminhada ao seu lado fez tudo ser

mais leve e feliz.

A minha familia de Pontal (SP) por toda confianca e apoio.

Um agradecimento especial a Barbara, Aline, Lais e Luiza, pela amizade e
companheirismo, que foram e sd3o muito importantes para mim. Muito obrigada por toda

ajuda quando precisei e pelos aprendizados.

Aos orientadores José Carlos Pinto e Denise Maria Guimardes Freire por
aceitarem a orientag¢do desse trabalho, pelo conhecimento compartilhado e por todos os

ensinamentos.

Ao pessoal do LMSCP pela agraddvel convivéncia durante a execug¢do dos

trabalhos. A Soninha, pelas dicas e ajudas valiosas. Ao Ricardo, pelos conselhos e por



ensinar a importancia da calma e paciéncia. A Luiza e Grazielle pela colabora¢do na

execucdo de muitas analises.

Aos professores da Universidade Federal de Uberlandia, em especial a Valéria

Viana Murata, que muito colaboraram na minha formacao.

Um agradecimento especial aos que muitos colaboraram para a execucdo desse
trabalho: Beatriz Chagas (IMA/UFRJ) pelas andlises de BET, Mariana Paixdo
(PAM/COPPE/UFR]J) pela ajuda nas andlises de microscopia eletronica de varredura,

Giselle pela ajuda nass andlises de FTIR e de angulo de contato.

Aos amigos que fiz durante esse trabalho de tese.

Ao CNPq e 2 FAPERJ pelo auxilio financeiro. A PETROBRAS pelo auxilio

concedido na etapa de imobilizacio de enzimas.

vi



Resumo da Tese apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos necessarios

para a obten¢do do grau de Doutor em Ciéncias (D.Sc.)

PRODUCAO DE PARTICULAS POLIMERICAS COM POROSIDADE
CONTROLADA PARA A PREPARACAO DE BIOCATALISADORES

Marina Damido Besteti
Julho/2011

Orientadores: José Carlos Costa da Silva Pinto

Denise Maria Guimaraes Freire
Programa: Engenharia Quimica

A polimerizacdo simultdnea em suspensdo e emulsdo permite a obtencdo de
particulas  poliméricas casca-nicleo com caracteristicas bastante peculiares,
principalmente em relacdo a sua porosidade, que é conseqiiéncia da prdpria técnica de
polimerizacdo. Além disso, as composi¢des do niicleo e da casca podem ser facilmente
alteradas. Por isso, esses materiais podem ser utilizados como suporte na imobilizagdo
de enzimas. As caracteristicas morfoldgicas das particulas casca-niicleo podem ser
melhoradas por meio da adi¢do de um agente reticulante (divinilbenzeno), que permite a
obtencdo de elevados valores de drea especifica. A maior drea especifica obtida neste
trabalho foi de 28,7 mz/g, sendo que na auséncia de divinilbenzeno esse valor era de 7,9
m2/g. Essas particulas foram empregadas na imobilizacdo de lipase B de Candida
antarctica, permitindo a obtencdo de parametros de imobilizacio e valores de atividades
de hidrdlise e de esterificacdo similares aos da enzima comercializada como
Novozyme® 435 ¢ superiores aos do suporte comercial de polipropileno (Accurel®
MP1000). Foram feitos testes de polimerizacdo com benzoato de vinila, acetato de
vinila e metacrilato de metila, para avaliar a evolucio da porosidade da casca. Testes de
polimerizacdo permitiram também concluir que existe um limite maximo de vazio de
alimentacdo de mondmeros para que haja a formacdo da estrutura porosa do tipo casca-

ndcleo, util para a imobiliza¢do de enzimas.
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Abstract of Thesis presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the

requirements for the degree of Doctor of Science (D.Sc.)

PRODUCTION OF POLYMERIC PARTICLES WITH CONTROLLED POROSITY
FOR THE PREPARATION OF BIOCATALYSIS

Marina Damido Besteti
July/2011

Advisors: José Carlos Costa da Silva Pinto

Denise Maria Guimaries Freire
Department: Chemical Engineering

The suspension/emulsion simultaneous polymerization allows the formation of
core-shell polymer particles with very peculiar characteristics, especially in relation to
their porosity, which is a consequence of the technique of polymerization. In addition,
the compositions of the core and shell can be easily changed. Therefore, these materials
can be used as support for immobilization of enzymes. The morphological
characteristics of core-shell particles can be improved by the addition of a crosslinking
agent (divinylbenzene), which allows to obtain high values of specific area. The largest
specific area obtained in this study was 28,7 m*/g, and divinylbenzene in the absence of
this value was 7,9 m*/g. These particles were used in the immobilization of lipase B
from Candida antarctica, allowing to obtain parameters of immobilization and activity
values of hydrolysis and esterification similar to the enzyme marketed as Novozyme®
435 and higher to a polypropylene commercial support (Accurel® MP1000).
Polymerization tests were performed with vinyl benzoate, vinyl acetate and methyl
methacrylate, to analyse the evolution of the porosity of the shell. Polymerization tests
have also concluded that there is a maximum flow rate of monomers for the formation

of the core-shell porous structure, useful for the immobilization of enzymes.
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CAPITULO 1

Introducao

A utilizacdo de enzimas em processos industriais tem aumentado
consideravelmente nos dltimos anos, em grande parte por causa da possibilidade de
obter biocatalisadores em larga escala. A inddstria quimica, por meio da producdo de
detergentes, tecidos e combustiveis é a que mais emprega enzimas em Seus processos,
seguida da producdo de alimentos e de racdo animal (KIRK er al, 2002 e VAN
BEILEN e LI, 2002).

A grande vantagem da aplicacdo de tecnologias baseadas em enzimas, em
relacdo aos procedimentos quimicos usuais, € a possibilidade de desenvolver processos
mais eficientes e econdmicos. Isso € possivel porque usualmente ocorre a reducdo no
nimero de etapas do processo e porque as condi¢des operacionais sdo normalmente
mais brandas, muitas vezes em temperaturas e pressdes proximas as do ambiente. Em
funcdo da elevada eficiéncia catalitica das reagdes enzimaticas, as conversdes atingidas
sdo muito elevadas e praticamente ndo ha formacdo de subprodutos. Esses fatores
podem gerar melhorias operacionais, como a redu¢do dos custos de operacdo. A
utilizacdo de enzimas é capaz de reduzir gastos de processo de 9 a 90%, permitindo

economia de energia e de matéria-prima (VAN BEILEN e LI, 2002).

Entretanto, uma grande desvantagem dos processos enzimdticos é o elevado
custo dos biocatalisadores, 0 que pode inviabilizar a sua utilizacdo em grande escala,
para a obtencdo de produtos de baixo valor agregado. A solucdo para esse problema
pode ser em parte obtida com a técnica de imobilizacdo de enzimas. A técnica de
imobilizacdo consiste em confinar a proteina em um material s6lido, de forma que o
biocatalisador possa ser recuperado ao final do processo com niveis aceitaveis de
atividade enzimdtica e possa ser reutilizado. Essa concep¢do introduz uma grande

modificacdo nos processos catalisados por enzimas, uma vez que o uso de um suporte



de imobilizacdo confere cardter heterogéneo ao processo enzimdtico. Nessas condicdes,
a separacdo do produto final pode ser facilitada, possibilitando a sua aplicacdo em larga
escala (KATCHALSKI-KATZIR e KRAEMER, 2000). Atualmente, as lipases
respondem por cerca de 5% do mercado mundial de enzimas e, em funcdo de suas
propriedades, como termoestabilidade, regioseletividade e estereoseletividade, a sua
aplicagdo também por ser estendida para diversas outras dreas. Entretanto, o elevado
custo de imobilizacdo e a baixa estabilidade das enzimas dificultam a sua substituicdo

dos catalisadores quimicos (FREIRE e CASTILHO, 2008).

Ao longo dos anos, uma infinidade de materiais tem sido desenvolvida e
empregada como suporte para a imobilizagdo de enzimas, incluindo compostos
inorganicos, polimeros naturais e sintéticos € compostos constituidos por nanofibras.
Cada um desses materiais possui caracteristicas distintas, que influenciam de maneira
diferenciada a interacdo com a enzima. Nesse sentido, os materiais constituidos por
polimeros sintéticos tém recebido grande destaque, pois sdo de facil preparacdo, podem
apresentar morfologias e tamanhos variados, podem ser funcionalizados com os mais

diversos grupos quimicos e sao normalmente baratos (KAHRAMAN et al., 2007).

Nesse contexto, o objetivo principal desse trabalho foi desenvolver novas
particulas poliméricas para uso posterior como suportes de enzimas e para a fabricacdo
de novos biocatalisadores. Polimeros polares e apolares foram testados, com o intuito de
controlar e projetar a polaridade do meio, adequando o suporte as caracteristicas
intrinsecas dos variados tipos de enzimas. O controle das caracteristicas dos suportes
produzidos pode permitir o aumento da drea especifica e da porosidade, sem que haja
reducdo excessiva da densidade aparente do produto final. O suportes foram produzidos
com auxilio da técnica de polimerizacdo em suspensdo e emulsdo simultanea, que
apresenta diversas vantagens, como a possibilidade de produzir particulas porosas e a
capacidade de adequar a composi¢do das particulas as caracteristicas intrinsecas de cada
enzima. Os desempenhos dos suportes foram avaliados por meio de parimetros de
imobilizacdo e de reacdes de hidrdlise de p-nitrofenil laurato e esterificagdo de 4cido
oléico com etanol catalisadas com a enzima lipase B de Candida antarctica (CAL-B). A
escolha da CAL-B estd associada principalmente ao problema tecnoldgico de produgdo

de biodiesel, ja que essa enzima vem sendo amplamente usada na drea. Também foram



N

realizados testes adicionais relacionados a modificagdo da receita de polimerizacdo,
para verificacdo dos efeitos sobre a porosidade em polimeros contendo acetato de vinila

e metacrilato de metila.

Esta tese estd estruturada em sete capitulos, contando com a presente Introducio.
O Capitulo 2 apresenta uma revisdo bibliogrifica sobre os processos de polimerizacdao
em suspensdo e emulsio, bem como a descricdo completa do processo de polimerizacdao
simultinea em suspensdo e emulsdo. Além disso, o Capitulo 2 apresenta uma revisao
sobre a importincia da técnica de imobilizacdo enzimdtica e as caracteristicas
envolvidas nos principais processos de imobilizacdo de enzimas. As propriedades
morfoldgicas e quimicas de diferentes suportes ja desenvolvidos, assim como os efeitos
que causam sobre a atividade enzimdtica, também s3o abordadas. No Capitulo 3 ¢
apresentada a metodologia experimental das reacdes de polimerizacdo e as técnicas
usadas para caracterizacdo das particulas finais obtidas. O Capitulo 4 apresenta a
metodologia experimental usada para a imobilizacdo de CAL-B e também a descri¢do
das reacOes de hidrdlise e esterificacdo realizadas pelo biocatalisador (suporte com
enzima). No Capitulo 5 sdo descritos todos os suportes poliméricos produzidos para
emprego como suporte enzimatico, bem como as respectivas andlises de caracterizacdo.
Além disso, sdo apresentados alguns testes de polimerizacdo e os efeitos causados sobre
as caracteristicas finais das particulas casca-ntcleo. No Capitulo 6 sio apresentados os
resultados referentes a atividade enzimdtica durante e apds a imobilizacdo de CAL-B
nos suportes casca-nucleo, assim como ¢ feita uma compara¢do com o desempenho de
suportes comerciais. Faz-se ainda uma andlise econdmica simplificada, para ilustrar a
viabilidade econdmica de utilizagdo dos polimeros desenvolvidos. O Capitulo 7 traz as
principais conclusdes desse trabalho e sugestdes para trabalhos futuros. O Apéndice A
apresenta as distribui¢des de tamanhos das particulas presentes no sobrenadante, apds a
polimerizacdo simultdnea em suspensdo e emulsdo. O Apéndice B apresenta as anélises
de calorimetria diferencial de varredura (DSC) dos produtos poliméricos finais. O

Apéndice C apresenta os espectros de infravermelho dos materiais produzidos.

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Modelagem, Simulacao
e Controle de Processos (LMSCP) do Programa de Engenharia Quimica da COPPE

/UFRJ. A tese se enquadra na linha de desenvolvimento de novos materiais em sistemas



de polimerizacdo. As etapas de imobilizacdo de enzimas, avaliagdo dos parametros de
imobilizacdo e estudos da cinética enzimdtica apds o emprego dos suportes
desenvolvidos foram realizados em colaboracdo com o Laboratério de Biotecnologia

Microbiana (LaBiM) do Instituto de Quimica/UFRJ.



CAPITULO 2

Revisao Bibliografica

O objetivo desse capitulo € descrever os sistemas de polimeriza¢do em emulsao
e em suspensdo por radicais livres e também o sistema que combina esses dois
processos - a polimerizagdo simultanea em suspensdo e emulsdo. Em seguida, descreve-
se a importancia dos processos enzimaticos € os procedimentos de imobilizagdo de
enzimas mais empregados. As caracteristicas quimicas e morfologicas dos materiais
comumente empregados como suporte na imobilizacdo de enzimas serdo apresentadas,

bem como o efeito dessas propriedades sobre a atividade catalitica da enzima.

2.1. Processos de Polimerizacao

As reagdes de polimerizacdo podem ocorrer basicamente por dois mecanismos:
reacOes em etapas ou reacdes em cadeia (ODIAN, 2004). Na reacdo em etapas, o
crescimento da cadeia ocorre mais lentamente, por meio da reacdo entre grupos
funcionais de espécies em crescimento. Nesse caso, sdo utilizados mondmeros
multifuncionais e a polimerizacdo ocorre entre grupos quimicos especificos. A reacdo
em cadeia, por sua vez, € iniciada por uma espécie reativa, capaz de incorporar uma
molécula de mondmero, gerando uma nova espécie reativa. Dessa forma, a adi¢do
continua de unidades monoméricas pela espécie ativa, leva ao crescimento das cadeias
de polimero. A reacdo em cadeias pode ser promovida por diversos catalisadores e por
radicais livres. O mecanismo bdsico da polimeriza¢do por radicais livres pode ser
dividido em trés etapas: iniciacdo (producdo da espécie ativa e ativacdo da primeira
molécula de mondmero), propagacdo (crescimento das cadeias) e terminacdo (ODIAN,

2004).

Os processos de polimerizagdo podem ser homogéneos ou heterogéneos. As
reacdes homogéneas, como as polimerizacdo em massa e em solu¢do, sdo conduzidas
em uma Unica fase e sdo caracterizadas pela elevada viscosidade. Nos processos

heterogéneos existem ao menos duas fases, sendo que 0 mondmero e o polimero ficam
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usualmente dispersos em uma fase continua imiscivel (comumente utiliza-se agua)

(ODIAN, 2004).

Neste trabalho, as reacdes de polimeriza¢cdo foram conduzidas pelo mecanismo
de radicais livres por meio de processos heterogéneos, que sdo as polimerizacdes em

suspensao e emulsdo, descritas a seguir.

2.1.1. Polimerizacdo em Suspensao

A polimeriza¢do em suspensdo € um processo em que um ou mais mondmeros
insoluveis sdo dispersos em dgua (geralmente a fase continua é constituida de agua),
formando gotas de material organico. Essa dispersdao ¢ mantida por meio da utilizagdo
de agentes estabilizantes e de uma intensa agitacdo. Cada gota desse sistema funciona
como um mini-reator de polimerizacdo em massa. Nas gotas estd presente 0 mondmero
e também o iniciador. Ao longo do processo, a medida que a polimeriza¢do avancga, as
gotas tornam-se cada vez mais viscosas, até formarem as particulas sélidas (NI ez al.,

1998; ODIAN, 2004; KOTOULAS e KIPARISSIDES, 2006).

A polimerizagdo em suspensdo € um processo capaz de produzir particulas
poliméricas com formato esférico bem definido e com tamanhos na faixa de 5 — 1000
um (LIN et al., 2010). A técnica de polimerizagdo em suspensdo é usada para a
fabricacdo de diversos materiais comercialmente importantes, como poli(cloreto de
vinila) (PVC), copolimeros de monOmeros acrilicos e copolimeros de estireno (por
exemplo, resinas de acrolonitrila-butadieno-estireno, ABS e resinas de estireno-
acrilonitrila, SAN), poli(estireno) expandido (EPS) (GONCALVES et al, 2008;
GONCALVES et al., 2009), além de materiais particulados usados como meios de
separacao cromatografica (JAHANZAD et al., 2005).

A polimerizacdo em suspensdo apresenta cinco tipos principais (MACHADO et
al., 2007): suspensdo do tipo pérola (o polimero € solivel no mondmero), suspensdo do
tipo granular (o polimero € insoliivel no mondmero e as particulas geradas sdo porosas e
formadas por agregados de particulas menores, resultantes da precipitacdo do polimero),
massa-suspensdo ou semi-suspensdo (realizada em duas etapas, com uma polimerizagdo

em massa seguida de uma polimerizacdo em suspensdo), suspensdo inversa (a fase
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continua € constituida por um solvente organico e as gotas dispersas sdo formadas por
solucdes aquosas de mondmero e polimero) e micro-suspensdo (particulas muito
pequenas sdo produzidas por meio de intensa agitacao e emprego de misturas de agentes
estabilizantes). Neste trabalho, a polimerizacdo em suspensdo empregada foi sempre a
do tipo pérola. Como o polimero formado é solivel no préprio mondmero, a
polimerizacdo pode ser dividida em trés estdgios (YUAN er al., 1991; KIPARISSIDES,
1996; MACHADO et al., 2007):

1. Quando a polimerizacio se inicia, existe um equilibrio dindmico entre as taxas de
quebra e coalescéncia das gotas de mondmero e a viscosidade do meio € bastante baixa.

O sistema € constituido por uma mistura liquido-liquido;

2. A medida que a polimerizagio avanca, ocorre aumento considerdvel da viscosidade
da fase organica e as particulas ficam pegajosas. O controle da distribui¢do de tamanhos
de particulas fica bastante complicado, pois a taxa de coalescéncia € intensa. O final
dessa etapa ocorre quando se atinge o Ponto de Identificacdo de Particula (PIP), com
conversdes na faixa de 65 a 80%, quando as taxas de quebra e coalescéncia cessam e 0

tamanho das particulas fica controlado e definido.
3. Se o sistema estiver estavel, os fendmenos de quebra e coalescéncia cessam apds o
PIP e o tamanho final das particulas fica bem estabelecido. Caso contrério, as particulas

coalescem, formando um imenso aglomerado

A polimerizacio em suspensdo do tipo pérola é muito usada para a producdo de

poli(estireno), poli(metacrilato de metila) e poli(acetato de vinila) (ODIAN, 2004).

2.1.1.1. Componentes da Polimerizacdo em Suspensio

A polimeriza¢do em suspensdo apresenta algumas caracteristicas fundamentais,

que serdo descritas a seguir.

A) Agitagdo Mecanica



A agitacdo mecanica é uma varidvel muito importante para a polimeriza¢do em
suspensao, pois colabora com a manuten¢do da completa dispersdo das gotas na fase
continua e também influencia a distribui¢do final de tamanhos de particulas. De maneira
geral, quanto maior a velocidade de agitacdo, menor € o tamanho das particulas de
polimero, pois ocorre maior quebra das gotas de mondmero nos campos de
cisalhamento mais intensos. Entretanto, podem também ser observados alguns efeitos
conflitantes em relacdo a velocidade de agitacdo e o tamanho das particulas. Por
exemplo, o aumento da velocidade de agitacio pode ocasionar aumento da taxa de
coalescéncia das particulas por causa do aumento da freqiiéncia de choques (RAMIREZ
e HERRERA-ORDONEZ, 2007; MACHADO et al., 2007). A forma das pas e o
posicionamento do impelidor influenciam o comportamento hidrodindmico do sistema
e, conseqiientemente, a distribuicio de tamanhos de particulas (NI er al., 1998;

GONCALVES et al., 2009).

B) Agentes de Suspensdo

O agente de suspensdo é um estabilizante que atua na interface entre a dgua e a
gota de monOmero, formando uma fina camada que impede a coalescéncia
descontrolada das particulas. Além disso, agentes de suspensdo reduzem a tensdo
interfacial, contribuindo com a estabilizacdo de gotas menores (RAMIREZ e
HERRERA-ORDONEZ, 2007). Os agentes de suspensdo podem ser compostos
inorganicos insoluveis em agua (como kaolim e hidroxiapatita) ou polimeros
parcialmente soluveis em 4gua (como poli(alcool vinilico) e hidroxipropil celulose)

(ODIAN, 2004).

O mais comum agente de suspensdo usado em polimerizagdes em suspensao € o
poli(dlcool vinilico) (PVA), pois € um polimero solivel em dgua que pode ser
produzido com diversas massas molares e graus de hidrélise (conteido de OH)
(ODIAN, 2004; JAHANZAD et al., 2005). A escolha do agente de suspensdo é de
extrema importancia, uma vez que esse componente determina a estabilidade das gotas
de mondmero antes e durante a polimerizacio, prevenindo a coalescéncia e afetando a

distribuicdo final de tamanhos de particulas (GEORGIADOU e BROOKS, 2006).

C) Iniciadores



Os iniciadores sdo responsdveis pela geracdo da espécie ativa que inicia o
processo de incorporagdo das moléculas de mondmero, levando ao crescimento das
cadeias. A decomposi¢do dos iniciadores (e geracdo dos radicais livres) pode ser
promovida de diferentes formas, como por aumento de temperatura, por incidéncia de
luz e também por reagdes quimicas de oxi-reducio. A forma mais comum € por meio do
aumento da temperatura, pois 0s custos operacionais sdo usualmente menores. Nesse
caso, ¢ importante que a temperatura do meio reacional seja aproximadamente igual a
temperatura de meia vida, que € a temperatura na qual a concentracdo cai a metade no

tempo caracteristico da reagdo (ODIAN, 2004).

Na polimerizagdo em suspensdo o iniciador empregado € solivel na fase
monomérica. O iniciador mais comum deles é o peréxido de benzoila (BPO), devido ao
seu menor custo, facilidade de manuseio e seguranca de manipulag¢do. Outros tipos de
iniciadores podem também ser usados, como azocompostos (ODIAN, 2004). Por
estarem presentes no interior das gotas de mondmero, a concentra¢do de iniciador pode
ser bastante elevada, gerando baixos valores de massa molar ponderal média, ja que
muitas cadeias podem ser iniciadas simultaneamente (LENZI et al., 2003). Além disso,
por serem extremamente reativos € ndo apresentarem qualquer especificidade, os
radicais podem ndo ter tempo de difundir no meio, sofrendo terminacdo antes de
iniciarem as moléculas de monémero, o que caracteriza o Efeito Gaiola e justifica as
relativamente baixas eficiéncias de iniciagdo (DOTSON et al., 1996; KIPARISSIDES,
1996).

2.1.1.2. Outras Caracteristicas da Polimerizacdo em Suspensio

Um aspecto muito importante da polimeriza¢do em suspensdo € a determinagdo
da distribuicdo final de tamanhos de particulas (DTP). Essa é uma propriedade
complexa, de dificil controle e modelagem. As distribui¢cdes de tamanhos das gotas e
das particulas finais de polimero dependem de uma série de fatores, como tipo e
concentracdo de agente estabilizante, da agitacio, do tipo de reator, das propriedades
fisicas da fase dispersa e da mudanca de viscosidade da fase dispersa ao longo do tempo
(VIVALDO-LIMA et al., 1997; MACHADO et al., 2000; HASHIM e BROOKS, 2002;
KOTOULAS e KIPARISSIDES, 2006).



A DTP das particulas de polimero é controlada por dois fatores, que s@o as taxas
de quebra e de coalescéncia das gotas. Em geral, o fenOmeno de quebra ocorre em
regides proximas do agitador, onde as gotas e/ou as particulas poliméricas estdo
submetidas a intensa tensdo de cisalhamento. A coalescéncia estd relacionada com a
baixa solubilidade do mondmero no meio e ocorre principalmente nas regides mais

afastadas do impelidor (KOTOULAS e KIPARISSIDES, 2006).

O efeito gel (efeito Trommsdorf) estd relacionado ao aumento das conversdes no
meio de reacdo. Esse efeito estd associado a queda da taxa de terminacdo, ji que o
aumento da viscosidade do meio dificulta a mobilidade das cadeias de polimero,
resultando no aumento das taxas de reacdo. Por isso, o efeito gel pode causar
descontrole térmico da reacdo. Como conseqiiéncia do efeito gel, algumas propriedades
finais dos materiais podem ser alteradas, levando a produgdo de resinas com massas
molares maiores e maiores indices de polidispersdo (KIPARISSIDES, 1996;
POLLACO et al., 1996).

A medida que a polimerizagio avanca, as gotas de mondmeros se transformam
em particulas de polimero, com conseqiiente aumento da temperatura de transicao vitrea
(Tg), Se a Tg do meio reacional se tornar superior a temperatura da reacdo, a
mobilidade das cadeias diminui drasticamente, gerando resisténcias difusionais as taxas

de propagacio que reduzem a velocidade de reagdao (ODIAN, 2004).

A polimerizagdo em suspensdo apresenta indmeras vantagens, como: (i) a
morfologia das particulas é bem definida, fato muito importante para diversas
aplicagdes; (ii) como hd um meio continuo, a transferéncia de calor fica facilitada,
diminuindo a possibilidade de descontrole da reacdo e dificultando a formacdo de
agregados e incrustagdes; (iii) ao final da reacdo, a separacdo dos componentes ¢ bem

simples; (iv) baixos niveis de impurezas (LENZI, 2002; VIVALDO-LIMA et al., 1997).

Entretanto, a polimerizacio em suspensdo também apresenta algumas
desvantagens, como: (i) ndo existem processos continuos, por conta do risco de
incrustagdo; (ii) reacOes envolvendo copolimeros ndo sdo controladas de forma
eficiente, sendo que os materiais formados apresentam uma composi¢do aleatéria e

estdo sujeitos a desvios de composi¢cdo ao longo da batelada; (iii) eventualmente pode
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haver incrustagdes, ocasionando prejuizos a operacdo do processo (LENZI, 2002;

VIVALDO-LIMA et al., 1997).

2.1.2. Polimerizaciao em Emulsao

A polimerizacido em emulsio € extensamente aplicada para a sintese de diversos
materiais poliméricos, como vernizes, tintas e adesivos, tratando-se de um processo
tnico para a producdo de latex (dispersdo de particulas com tamanhos na faixa de 50-
500 nm). A técnica de polimerizacdo em emulsdo apresenta muitas vantagens, quando
comparada a outros sistemas de polimeriza¢do, principalmente por causa da sua
natureza compartimentalizada. Além das diferencgas fisicas, hd uma distin¢cdo cinética
que € de fundamental importancia: ndo existe uma relacio direta entre a massa molar do
polimero final e as taxas de reacdo. Nesses sistemas, a massa molar é controlada pela
taxa de geracdo de radicais livres, enquanto a velocidade de reacdo € controlada pela
concentracdo de particulas dispersas. Nos outros tipos de polimeriza¢do, essa relacdo é
inversa: o aumento das taxas de inicia¢do causa aumento da velocidade de reacdo e
reducdo das massas molares (SANTOS ez al., 2006; ARORA et al., 2007, ARUNBABU
et al., 2008; CUNNINGHAM, 2008).

Muitas propriedades do latex oriundo da polimerizacdo em emulsdo (como
estabilidade, viscosidade, textura, capacidade de formar filme entre outras) estdo
diretamente ligadas a distribui¢do dos tamanhos de particulas, de forma similar ao que
ocorre na polimerizacdo em suspensdo. O forte acoplamento existente entre a cinética
de reacdo e as distribui¢des de tamanhos de particula, no entanto, torna o processo
complexo e muito sensivel a perturbacdes (SANTOS et al., 2006; SROUR et al., 2007,
ALB e REED, 2008). As polimerizacdes em emulsdo sdo usualmente conduzidas em
vasos de mistura agitados. Nesses sistemas, no entanto, a velocidade de agitacdo e
geometria das pids ndo sdo muito importantes, pois as particulas sdo formadas por
nucleacdo micelar ou precipitacdo das cadeias poliméricas (LOVELL e EL-AASSER,
1997).

2.1.2.1. Componentes da Polimerizacio em Emulsio
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A seguir serdo descritos os principais componentes de uma polimeriza¢do em

emulsdo.

A) Emulsificante/Surfactante

Os emulsificantes sdo moléculas constituidas por um segmento hidrofébico e
outro segmento hidrofilico. Os emulsificantes mais comuns sdo anidnicos, como o lauril
sulfato de so6dio (SLS) e o dodecil sulfato de s6dio (SDS). Os emulsificantes exercem,
basicamente, duas funcdes: (i) estabilizam a gota de monOmero e a particula de
polimero formada; (ii) atuam na nucleacio e crescimento dessas particulas (WANG et

al., 2001; ODIAN, 2004; CHAIYASAT et al., 2008).

O excesso de surfactante presente no meio reacional gera micelas, que sdo
agregados de moléculas organizadas espacialmente e que possuem de 5 a 10 nm de
didmetro. Isso s6 € possivel quando o surfactante encontra-se acima de sua concentracdao
micelar critica (CMC), que é o limite de solubilidade do emulsificante no meio. Em
geral, as polimerizacOes sdo iniciadas no interior dessas micelas que funcionam como

nucleos das particulas de polimero geradas (KIPARISSIDES, 1996; ODIAN, 2004).

B) Iniciadores

No caso da polimerizagdo em emulsdo, o iniciador empregado (em geral, utiliza-
se o persulfato de potdssio, de s6dio ou de amodnio) € solivel apenas na fase aquosa.
Apds a decomposic¢do, os radicais gerados reagem com a pequena fracdo de mondmero
que fica dissolvida na fase continua, formando espécies hidrofébicas. Esses radicais
nucleiam entdo as micelas ou particulas de polimero pré-existentes (ODIAN, 2004;

BRIJMOHAN, 2005; CUNNINGHAM, 2008).
Além do emulsificante e do iniciador, outras substancias também podem ser
empregadas durante a polimerizacio em emulsdo, como tampdes, cuja finalidade ¢é

conferir maior estabilidade ao latex formado (LENZI, 2002).

2.1.2.2. Mecanismo Classico da Polimerizacdo em Emulsio
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HARKINS (1945a, 1945b, 1947) desenvolveu o mecanismo cldssico da

polimerizacdo em emulsdo, que até hoje é usado com poucas modificagcdes.

Simplificadamente, as principais caracteristicas mecanisticas desse sistema sdo:

= A presenca do emulsificante é determinante para a ocorréncia da polimeriza¢ao
em emulsdo, pois gera as micelas (onde ocorre a nucleagdo da particula de polimero) e
estabiliza as gotas de mondmero e as particulas formadas. A medida que o polimero é
formado, parte do surfactante é consumido e fica adsorvido em sua superficie. O
tamanho das particulas e as taxas de reacdo estdo diretamente relacionados com a

quantidade de emulsificante usada;

= A gota de mondmero funciona apenas como um reservatdrio de material que, ao
longo da reagdo, vai se difundindo para o interior das particulas. Os radicais livres
gerados na fase aquosa entram nas micelas e particulas de polimero, onde ocorre de fato
a polimerizag¢do. Apés a nucleacio, as particulas formadas permanecem inchadas com o

mondmero;

= A reac¢do s6 chega ao fim quando um segundo radical entra na particula. Devido
ao pequeno volume da particula, a terminagcdo é quase imediata. Se no interior da

particula ndo houver nenhum outro radical, inicia-se uma nova fase de reacéo.

O processo de polimerizacdo em emulsdo pode ser dividido em trés etapas
principais (VANDERHOFF, 1993; IMMANUEL er al., 2002; ODIAN, 2004;
NOMURA et al., 2005; SANTOS et al., 2006; CUNNINGHAM, 2008), como mostrado

a seguir.

1. Nucleacdo das Particulas

A nucleacdo de particulas constitui um conjunto de fenOmenos bastante
complexo, dependendo das condi¢des operacionais utilizadas, como as concentragdes de
iniciador e de surfactante, a temperatura reacional e a solubilidade do mondmero na fase
aquosa. A formacdo das primeiras particulas é bem rdpida, mas essa etapa ¢é

fundamental para determinacdo da distribuicao de tamanhos das particulas finais.
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Basicamente, a nucleac¢do se inicia quando o iniciador presente na fase continua
gera radicais que reagem com o mondmero dissolvido nessa fase. O tipo de nucleacio
que pode ocorrer depende muito da solubilidade do mondmero na dgua. A nucleacio é
dita micelar (heterogénea), quando ocorre exclusivamente no interior das micelas. Por
outro lado, a nucleagdo € dita homogénea quando as cadeias de polimero formadas na
dgua se aglomeram para formar particulas. Apds serem formadas, as particulas de
polimero absorvem parte do emulsificante presente no meio reacional (ODIAN, 2004).
Essa etapa € caracterizada pelo aumento do nimero de particulas de polimero e se

estende tipicamente até conversdes de 1 a 2%.

2. Crescimento das Particulas

Nessa etapa, as particulas de polimero crescem continuamente e consomem todo
o mondmero presente nas gotas. Em fun¢do do carater compartimentalizado desse tipo
de polimerizacdo, as taxas de reacdo sdo muito elevadas. Por isso, o crescimento de
cadeias € rdpido, bem como o aumento do tamanho das particulas. Essa etapa é
caracterizada pela velocidade de reacdo constante e se estende tipicamente até

conversoes de 60-70%.

3. Esgotamento de Mondmero

Na etapa final, todo o0 mondmero presente no meio reacional (nas particulas de
polimero) é consumido. Em geral, as conversdes chegam a valores proximos de 100%.
Ao final dessa etapa, como a viscosidade no interior das particulas de polimero é
consideravelmente alta, o efeito gel torna-se pronunciado, podendo ocorrer um
descontrole de temperatura. O tamanho final das particulas fica entre os tamanhos das

micelas (2-10 nm) e das gotas de mondmero (1-10 pum).

A descricdo matemética do mecanismo proposto por HARKINS foi feita por
SMITH e EWART (1948), sendo capaz de descrever a grande maioria dos dados
experimentais disponiveis até hoje, apesar de muitos outros modelos terem sido
propostos para esse fim. Fundamentalmente, dois aspectos devem ser levados em conta:
as varidveis que controlam as taxas de polimerizacdo e o nimero de particulas

formadas.

14



Em relacdo as taxas de reacdo, as taxas de formagdo e terminagdo de radicais
livres e as taxas de sorc¢do e dessorcao de radicais das particulas de polimero devem ser
consideradas. Em funcdo da importancia relativa de cada um desses termos, o nimero
médio de radicais livres nas particulas pode variar em ampla faixa de valores. Se as
taxas de iniciacdo controlam o sistema e as taxas de dessor¢cdo sdo baixas, o nimero

médio de radicais por particula € igual a 0.5 (LENZI, 2002).
O ndmero de particulas formadas esta relacionado diretamente com a quantidade
de micelas no meio. Portanto, o nimero de particulas é controlado pelas quantidades de

emulsificantes adicionadas ao meio (LENZI, 2002).

2.1.2.3. Outras Caracteristicas da Polimerizacio em Emulsio

Existem alguns outros sistemas de polimerizacdo em emulsdo que também sdao

muito importantes e s3o um pouco diferentes dos sistemas classicos:

= Miniemulsdao - A formacdo das particulas ocorre nas préprias gotas de
mondmero. Para isso, faz-se uma dispersio muito fina das gotas, com auxilio de
elevadas taxas de cisalhamento e de uma elevada concentracdo de emulsificante. Por
isso, a formagdo de micelas deve ser evitada (SCHORK, 1999; SUZUKI er al., 1999;
SAJJADI, 2007; CUNNINGHAM, 2008);

= Emulsao livre de emulsificante - Nesse caso, o iniciador também tem a fun¢do
de estabilizar as particulas de polimero, formando espécies que se adsorvem na interface
entre 0 meio aquoso e as particulas de polimero. A formacdo das particulas ocorre

fundamentalmente pelo mecanismo da nucleacdo homogénea (ODIAN, 2004);

. Emulsdo Inversa - O mon6émero € soldvel na fase aquosa, sendo necessdria a

utilizacdo de um diluente organico para constituir a fase continua (ODIAN, 2004).

A polimerizacdo em emulsdo apresenta inimeras vantagens: (i) a possibilidade
de gerar materiais poliméricos com elevadas massas molares com altos valores de
conversdo; (ii) o produto final pode ser usado diretamente, ndo sendo necessdrio

nenhum tipo de purificacdo; (iii) a viscosidade do meio nio € alta, o que facilita o
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controle térmico da reagdo (KIPARISSIDES, 1996; LENZI, 2002). Contudo, algumas
desvantagens também podem ser apontadas: (i) a natureza compartimentalizada da
polimerizacdo torna dificil o controle das propriedades do polimero; (ii) a presenca de

emulsificante dificulta a purificacdo (KIPARISSIDES, 1996; LENZI, 2002).

2.1.3. Polimerizacao Simultinea em Emulsao e Suspensiao

Polimeros com morfologia casca-niicleo sdo formados por pelo menos dois
materiais poliméricos distintos, organizados como um nicleo interno e uma camada
externa, apresentando diferentes propriedades quimicas, fisicas e morfoldgicas. Essas
particulas permitem a combinac¢do de materiais com propriedades diferentes, tornando
possivel a produ¢do de blendas e compdsitos com melhor desempenho (VELEV er al.,
1996; GU et al., 2005; PUSCH e VAN HERK, 2005; OKAMOTO et al., 2007). Esses
materiais podem encontrar diversas aplicagdes: revestimentos funcionais, materiais
sensiveis a temperatura, sensores, catalisadores, componentes eletronicos, materiais
opticos, entre muitos outros (VELEV et al., 1996; PEDRAZA e SOUCEK, 2005;
JONSSON et al., 2006; CAI ez al., 2007; CUI e WANG, 2007; SANCHEZ-SILVA et
al., 2010).

Virios processos podem ser utilizados para a producdo de particulas de polimero
com morfologia nicleo-casca, como polimeriza¢des em emulsio (FERGUSON et al.,
2002; CUI e WANG, 2007), em miniemulsio (LANDFESTER er al, 2002;
BORTHAKUR et al., 2010), em dispersdo (OKUBO et al., 1999; SRISOPA et al.,
2011) e em suspensdo (RAMIREZ ¢ HERRERA-ORDONEZ, 2007; GONCALVES et
al., 2008; GONCALVES et al., 2009; LIN et al., 2010), tanto em modo batelada como
batelada alimentada. Os componentes da casca e do nucleo podem ser materiais
poliméricos ou compdsitos hibridos, formados pela mistura de polimeros com
substincias inorganicas, tais como silica e hidroxiapatita (VELEV et al., 1996; GU et

al., 2005; PUSCH e VAN HERK, 2005; OKAMOTO et al., 2007).

Particularmente, particulas casca-niicleo também podem ser produzidas por meio
da combina¢do dos processos de polimeriza¢do em suspensdo e emulsdo (LENZI, 2002;
LENZI et al., 2003; ZHENQIAN et al., 2009; PENG at al., 2011). LENZI et al. (2003)

desenvolveram uma metodologia que combina as receitas tipicas de polimerizacdo em
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suspensdo e em emulsdo para a producdo poli(estireno) casca-nuicleo. Na primeira etapa
do processo, um nicleo ndo-poroso € produzido através de uma polimerizacdo em
suspensdo tradicional. Em seguida, na segunda etapa do processo, os constituintes de
uma polimerizacdo em emulsdo cldssica devem ser adicionados ao sistema (em que a
reacdo em suspensdo ja estd ocorrendo). A alta viscosidade e a natureza pegajosa dos
nicleos promove a aglomeragdo de particulas emulsificadas ao seu redor, gerando as
particulas com morfologia casca-nicleo. A formacdo da casca pode ser detectada por
espectrocopia de infravermelho préximo (NIR) (LENZI et al., 2006). A aglomeracio de
nanoparticulas ao redor do nicleo leva a formacdo de poros, tornando o material
adequado para ser empregado como suporte na imobiliza¢do de enzimas (PINTO et al.,

2004a; FIGUEIREDO et al., 2005).

A espessura da casca depende das caracteristicas do niicleo no momento em que
os componentes da polimerizacdo em emulsdo sdo alimentados; ou seja, depende da
duracdo da etapa de suspensdo. Se os componentes da polimeriza¢cdo em emulsdo sdao
adicionados quando a conversio do ntcleo € suficientemente baixa, a aglomeracio de
particulas € mais intensa; ou seja, a captura das das nanoparticulas € bastante eficiente.
Caso contrario, se a conversao do nucleo estiver em um valor muito elevado, a sua
viscosidade € tdo grande que as particulas do nicleo se comportam como sélidos e a
captura das particulas emulsificadas ndo € satisfatdria, gerando cascas mais finas e com

recobrimento menos uniforme.

LENZI et al. (2005) desenvolveram um modelo para explicar as propriedades
moleculares dos polimeros casca-nicleo produzidos, mostrando que a distribui¢do de
massas molares depende das taxas de aglomeracdo das nanoparticulas ao redor do
nicleo (ou seja, da espessura da casca) . Como demonstrado por meio de simulacdo, a
aglomeracdo de particulas, quando a conversdo € mais baixa, leva a perda da natureza
compartimentalizada dos processos em emulsdo. Nesse caso, as caracteristicas das
particulas casca-nicleo sdo similares as das particulas geradas apenas pela
polimerizacdo em suspensdo. Posteriormente, ZHENQIAN et al. (2009) produziram
particulas de polimero com nicleo de poli(estireno) e casca de poli(metacrilato de
metila) pelo mesmo processo e utilizou 0 mesmo mecanismo para explicar os resultados
obtidos. PENG ef al. (2011) também utilizaram essa metodologia para a producdo de

polimeros de acrilatos fluorinados.
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BESTETI (2009) utilizando a técnica de polimeriza¢io simultanea em suspensao
e emulsdo, combinou diversas composi¢des no nucleo e na casca, de forma a analisar os
efeitos dessas mudancas sobre a morfologia do produto final. Foi constatado que a
temperatura de transi¢do vitrea (Tg) € a varidvel determinante para a formacdo de casca
porosa. Quando os componentes da emulsdo exibiam valores de Tg abaixo da
temperatura do meio reacional, como no caso do poli(acetato de vinila) e de poli(acetato
de vinila-co-metacrilato de metila), ocorria a formac¢do de um filme ao redor do ntcleo,
sem qualquer porosidade. Entretanto, composi¢des de casca em que a Tg ficava acima
da temperatura de reacdo conduziam a materiais com boas caracteristicas de porosidade,
caso da casca de poli(estireno), poli(estireno-co-cardanol), poli(metacrilato de metila) e
poli(metacrilato de metila) saponificado. O mecanismo proposto por BESTETI (2009)

para explicar esses comportamentos estd ilustrado na Figura 2.1.
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Figura 2.1: Mecanismo de formacao de particulas poliméricas com morfologia casca-

nicleo (Retirado de BESTETI, 2009).

2.1.4. Comentarios Finais

A utilizacdo de materiais com morfologia casca-nicleo apresenta intmeras

vantagens, por permitirem a combina¢do de materiais com diferentes propriedades. Em

18



particular, as particulas com essa morfologia produzidas pela polimerizacdo simultanea
em suspensdo e emulsdo apresentam caracteristicas bastante peculiares, como a larga
distribuicdo de massas molares e a alta porosidade. Além disso, as composi¢des do
ndcleo e da casca podem ser facilmente alteradas, possibilitando a criagdo de uma
infinidade de materiais. Diante disso, essas particulas casca-nicleo reinem diversas
caracteristicas que permitem a sua utilizacdo potencial como suportes para a

imobiliza¢do de enzimas.

2.2. Imobilizacao de Enzimas

2.2.1. Processos Enzimaticos

Enzimas estdo sendo cada vez mais empregadas em diversas aplicacdes da
industria quimica, farmacéutica e de alimentos. A crescente utilizacdo de enzimas deve-
se principalmente a elevada especificidade das reacOes enzimadticas, capaz de gerar
conversdes elevadas sem a formacdo de subprodutos. Além disso, observa-se
usualmente a reducdo do nimero de etapas do processo, além de ser possivel o uso de
condi¢cdes operacionais mais brandas, quando comparadas aos processos quimicos
classicos. As propriedades cataliticas das enzimas naturais podem ainda ser
aperfeicoadas por meio de modificacdes na sua estrutura primdria, que altera as
caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas do biocatalisador (KATCHALSKI-

KATZIR e KRAEMER, 2000; VILLENEUVE et al., 2000).

Uma familia de enzimas com crescente aplicacdo industrial é a familia das
lipases, classificadas como hidrolases (glicerol éster hidrolases E.C.3.1.1.3). A funcdo
bioldgica das lipases € catalisar a hidrélise de ésteres, principalmente os triacilglicerdis
de cadeia longa (contendo dez ou mais carbonos), levando a formacdo de diacilglicerdis,
monoacilglicerdis e glicerdis. A reacdo inversa também pode ser catalisada pelas
lipases, sendo denominadas de esterificacdo e transesterificacio (aciddlise,
interesterificacdo e alcoolise), dentre outras (BRINK ez al., 1988). O equilibrio entre as
reacdoes de hidrélises e as de esterificacio € determinado fundamentalmente pela

atividade de 4gua no meio reacional (VILLENEUVE et al., 2000).
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As lipases exibem versatilidade catalitica, sdo disponiveis comercialmente,
podem apresentar quimio, estereo e regio seletividade e podem ser usadas em ampla

faixa de pH e de temperatura (20-70 °C) (CRESPO et al., 2005).

Além dessas vantagens, a sua funcdo catalitica apresenta caracteristicas
peculiares, uma vez que sd@o enzimas soliveis na dgua e a maioria das lipases pode ser
ativada por uma interface lipidio/dgua, ocorrendo o aumento da sua atividade catalitica
quando a solubilidade do substrato € excedida, o que caracteriza o fendmeno de ativagdo
interfacial (SARDA e DESNUELE, 1958). O comportamento cinético da maioria das
lipases estd intimamente relacionado as caracteristicas unicas de sua estrutura
tridimensional e a presenca de uma tampa, constituida por oligopeptideos, que se
movimenta (ativag@o interfacial) quando em contato com uma interface, permitindo a
exposicao do sitio ativo (VILLENEUVE et al., 2000). A funcdo da tampa € encobrir o
sitio ativo, formado por um residuo nucleofilico (serina), um residuo 4cido (glutamato
ou aspartato) e um residuo de histidina. A conformac¢do tampa aberta é alcancada pelas
interagdes eletrostaticas e hidrofébicas entre a face da enzima de ligacdo com lipideos e
a interface do meio. Entretanto, algumas lipases ndo possuem tampa e esse fendmeno de
ativacio interfacial também pode ser notado (FERNANDEZ-LAFUENTE er al., 1998;
BEVILAQUA, 2005). O fendomeno da ativagdo interfacial dessas enzimas frente a
superficies hidrofébicas permite o desenvolvimento de lipases hiperativas pelo processo
de imobilizacdo. Nessa situacdo, a lipase reconhece o suporte como uma interface
hidrofébica/hidrofilica (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998; BEVILAQUA, 2005).

O mecanismo da hiperativagdo por imobiliza¢do em suportes hidrofébicos esta ilustrado

na Figura 2.2.
Hiperativag&o sobre Equilibrio em
superficie hidrofobica meio aquoso
e — —_—
- ———
Forma aberta Forma fechada
Superficie hidrofdbica

Figura 2.2: Mecanismo da hiperativacao de lipases pelo processo de imobiliza¢do em

superficies hidrofébicas (Retirado de CUNHA, 2007).
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Atualmente, as lipases respondem por cerca de 5% do mercado mundial de
enzimas; entretanto, existe uma forte tendéncia de crescimento por conta do seu vasto
campo de aplicacdo. Estas enzimas apresentam uma grande versatilidade de
propriedades, tais como termoestabilidade, resisténcia a solventes organicos,
especificidade, regioseletividade e estereoseletividade, razdo pela qual sua participagdo
no mercado mundial de enzimas industriais vem crescendo significativamente (FREIRE
e CASTILHO, 2008). Entretanto, um dos desafios encontrados na substituicdo dos
catalisadores quimicos pelas lipases na industria reside no elevado custo de

imobilizacdo, custo de producdo e dificuldade de separag¢do da enzima soltvel.

2.2.2. Imobilizacao de Enzimas

Enzimas imobilizadas s@o aquelas que estdo confinadas ou localizadas em um
determinado material, com manutencdo de sua atividade catalitica, podendo ser
reutilizadas repetidamente e continuadamente (MOSBACH, 1976). As primeiras
enzimas imobilizadas foram preparadas na década de 50, por meio da inclusdo dos
biocatalisadores em matrizes poliméricas ou fixagdo sobre suportes (TISCHER e

KASCHE, 1999).

A necessidade de imobilizacdo surge por causa da baixa estabilidade e, em
algumas situagdes, da baixa atividade e seletividade das enzimas. A principal razio, no
entanto, estd associada aos elevados custos de obtencdo das enzimas (producdo e
recuperacdo), fator que restringe a sua aplicacdo em grande escala, mesmo que as
caracteristicas de especificidade, régio-seletividade e enantio-seletividade sejam
adequadas (VILLENEUVE ez al., 2000). Quando imobilizados, os sistemas enzimaticos
apresentam indmeras vantagens, como a facilidade de separacdo do meio reacional,
possibilidade de reutilizacdo, formacdo de um micro-ambiente ao redor da enzima rico
em 4gua e a possibilidade de desenvolver processos continuos. Na forma imobilizada,
diminuem a formacao de agregados, os custos operacionais e os riscos de contaminagdo,
0 que torna o biocatalisador mais estdvel e resistente a temperatura e pH e permite
aumentar a concentracao de enzima no meio reacional (FREIRE ez al., 1987; MURRAY

etal., 1997; KATCHALSKI-KATZIR ¢ KRAEMER, 1999; BHUSHAN et al., 2007).
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As propriedades finais dos sistemas enzimdticos imobilizados dependem das
caracteristicas do suporte e da enzima. Dessa maneira, em fun¢do da interacdo entre
ambos, forma-se um biocatalisador com parametros quimicos, bioquimicos, mecanicos
e cinéticos peculiares, que se refletem no rendimento e eficiéncia da imobilizacdo e na
estabilidade operacional (TISCHER e KASCHE, 1999). A Figura 2.3 ilustra as

interagdes existentes entre as variaveis citadas.

Suporte

Propriedade Bioquimica Caracteristicas Quimicas

Tipo de reacdo e cinética Propriedades Mecdnicas

Metodo de imohilizagdo Efeitos de Transferéncia de Massa Meétodo de imobilizacdo

Rendimento (%) Eficiéncia (1) Rendimento (%)

Performance
Consumo de enzima [unidade (kg produto)?]

Produtividade [(kg produto) unidade!]

Figura 2.3: Fatores que governam as propriedades finais de uma enzima imobilizada

(Adaptado de TISCHER e KASCHE,1999).

Para tornar seu uso adequado, os suportes usados para a imobiliza¢do de enzimas
devem apresentar algumas caracteristicas, como a insolubilidade em 4gua, resisténcia
mecanica, elevada capacidade de imobilizar essas enzimas e deve apresentar custos
compativeis com o processo. Suportes poliméricos, como poli(estireno), poli(acrilatos),
poli(acrilamida), celulose e dextrana, sio amplamente utilizados para esse fim, com a
vantagem de permitirem interagdes com as enzimas por meio dos grupos funcionais
organicos. Por outro lado, suportes inorganicos, como silica gel, 6xido de aluminio,
apatita e vidro, tém a vantagem de apresentarem elevada estabilidade mecanica e
térmica, serem ndo-toxicos e resistentes ao ataque de microorganismos e solventes

organicos (KAHRAMAN et al., 2007).
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Apesar das indmeras vantagens obtidas com a imobilizacdo, apds esse

procedimento os biocatalisadores normalmente podem apresentar alguma modifica¢do

de sua estabilidade, comportamento cinético e atividade, sendo isso conseqiiéncia dos

seguintes fatores (FREIRE, 1988; SALIS ez al., 2003; SALIS ez al. 2008):

Efeitos Conformacionais - A interacdo entre a enzima e o suporte pode ocasionar
algumas alterac¢des na disposi¢do espacial dos residuos de aminodcidos do sitio ativo

ou alguma distor¢do na cadeia protéica.

Efeitos Estereoquimicos - Em func¢do da intera¢cdo com o suporte, a enzima pode ter
algumas regides de sua estrutura inacessiveis aos substratos. A natureza hidrofilica
ou hidrofébica do suporte, bem como as propriedades do meio, sdo fatores que

alteram o desempenho da enzima.

Efeitos de Particdo - Surgem pela distribui¢cdo desigual de componentes dentro e
fora do suporte, dependendo do tipo de interagdo que ocorra entre o suporte € o

substrato.

Efeitos Difusionais - Como deve ocorrer a migracido do substrato do meio reacional
para o interior dos poros, onde estdo localizadas as enzimas, surgem gradientes de
concentracdo, que modificam as taxas de reacdo e reduzem a eficiéncia da enzima
imobilizada, quando comparada com a enzima solivel ou livre. Os gradientes de
concentracdo de substrato sdo também influenciados pelos efeitos de particdo. Os
efeitos de difusdo interna, relacionados a migracdo de substrato da superficie do
suporte a0 dominio da enzima, s@o muito importantes em materiais porosos,
principalmente quando a taxa de reacdo € alta. Esse efeito pode ser critico, quando o

diametro das particulas de suporte aumenta.

2.2.2.1. Metodologias de Imobilizacdo de Enzimas

As técnicas para imobilizacdo de enzimas podem ser classificadas como de

imobiliza¢do por adsor¢do, por ligacdo covalente e por oclusdo ou encapsulamento. De

acordo com VILLENEUVE er al. (2000) e PANZAVOLTA et al. (2005), a técnica de

imobiliza¢do escolhida depende de especificacdes dos biocatalisadores, como atividade
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enzimatica, efetividade de reutilizagcdo, recuperacio das caracteristicas originais, custos,
toxicidade do processo de imobilizacdo e propriedades finais desejadas para a enzima
imobilizada. A superficie do suporte e a técnica de imobilizacdo influenciam a atividade
do biocatalisador final. A hidrofobicidade, carga e grupos quimicos presentes no suporte
afetam a estabilidade e orientagcdo da proteina. Por outro lado, o0 método de imobilizagdo
também afeta a atividade enzimdtica quando causa modificacdo quimica dos
aminoacidos envolvidos, principalmente se estdo proximos ao sitio ativo da enzima (XI

et al., 2005).

A) Imobilizagdo por Adsor¢do Fisica

A imobiliza¢do de enzimas por adsorcdo fisica € um método simples e de baixo
custo. A interacdo entre a enzima e o suporte ocorre por meio de for¢as secunddrias,
como van der Waals, interacdo hidrofébica, ligacdo de hidrogénio, ligacdo idnica ou
uma combinacdo dessas. O suporte pode ser reciclado depois que a enzima imobilizada
perde totalmente sua atividade. Por causa da simplicidade, este € o método de
imobilizacdo mais empregado em larga escala. Os suportes podem ser minerais,
materiais inorganicos (como silica e alumina), resinas de troca idnica e materiais
poliméricos (VILLENEUVE er al., 2000; CUNHA, 2007). A desvantagem principal
desse tipo de procedimento reside no fato de as forcas eletrostiticas ndo serem muito
intensas. Por isso, as protefnas podem dessorver, gerando perda da atividade catalitica

do biocatalisador e contamina¢do do produto final (LATHOUDER ez al., 2007).

O sucesso de uma imobilizagdo por adsor¢do fisica estd relacionado a
morfologia e composi¢do quimica do suporte, concentracdo de enzima e condi¢cdes do
meio reacional. A morfologia, o tamanho de particula, a drea especifica e o didmetro de
poro sdo as varidveis mais relevantes na escolha do suporte. O tamanho dos poros deve
minimizar os efeitos difusionais e permitir que enzimas e substratos consigam ocupar
todo o espaco disponivel. As interacdes quimicas sdo muito importantes, influenciando
a particdo de dgua, substrato e produto e, conseqiientemente, a atividade enzimatica.
Porém, uma hidrofobicidade muito elevada pode impedir a entrada da dgua no interior
dos poros, o que pode modificar a capacidade catalitica da enzima. A concentracio de
enzima a ser empregada deve ser aquela que permite a saturacdo do suporte. Se a

quantidade de enzima empregada for muito baixa, algumas alteracdes de morfologia
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podem ocorrer, reduzindo a atividade catalitica, pois a enzima tende a ocupar 0 maximo
de area disponivel. Por outro lado, concentra¢des excessivas de enzima podem causar
problemas de denominados de ‘“overcrowding” (durante a imobiliza¢do, ocorre a
formagdo de multicamadas de enzimas, o que se traduz em perda de atividade
catalitica). O pH também ¢ um fator importante, ja que as imobilizagdes sdo conduzidas
por forgas idnicas e costumam ser realizadas em valores de pH préximos ao do ponto
isoelétrico da enzima. A adi¢do de solventes durante o processo de imobilizag¢do reduz a
solubilidade da enzima na fase aquosa e contribui para um aumento na eficiéncia do
procedimento (VILLENEUVE et al., 2000; SALIS et al, 2003; LI et al., 2004;
BLANCO et al., 2007).

O processo de imobilizagdo por adsor¢ao fisica deve sempre ser cuidadosamente
otimizado e pode ser melhorado com a utiliza¢cdo de um suporte com natureza quimica
compativel com as caracteristicas quimicas da enzima. No caso especifico das lipases, a
melhor estratégia € imobilizar por interacdo hidrofobica, em fung¢do da elevada
concentracdo de residuos de aminodcidos com essa caracteristica em sua composi¢do
(FERNANDEZ-LAFUENTE er al., 1998; SALIS et al., 2003; PANZAVOLTA et al.,
2005).

B) Imobilizacdo por Ligagcdo Covalente

A imobilizacdo por ligacdo covalente envolve segmentos de aminodcidos das
cadeias laterais da enzima, como lisina, dcido aspartico e glutamico, tirosina e serina, e
grupos especificos do suporte. O suporte pode ser ativado pela incorporacdo quimica de
grupos capazes de reagir com os segmentos de aminodcidos. Com essa finalidade, sdo
comumente empregados o gluteraldeido, o brometo de cianogéneo e as carbodiimidas.
Agentes bifuncionais, que promovem ligagdes cruzadas entre a enzima € o suporte, sdo
também usados nesse tipo de imobilizacdo. Diversos suportes de composi¢ao orginica e

mineral s3o usados para esse fim.

O gluteraldeido é o agente de ativagdo e de estabilizacdo mais amplamente
empregado. O pequeno tamanho da sua molécula facilita a interacdo com a proteina. A
natureza dessa ligacdo leva a formacdo de iminas (base de Schiff) entre os grupos

aldeidos do gluteraldeido com os grupos aminas das proteinas (JATURANPINYO et
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al., 2004). Os obstaculos estéricos existentes entre a superficie do suporte e as
moléculas de enzimas podem ser diminuidos com a utilizacdo de moléculas
denominadas espacadores. Essas moléculas devem ter afinidade com suporte e enzima e
devem apresentar elevada flexibilidade, para garantir a conformacao original da enzima,
mantendo-a estavel e com bons niveis de atividade (BULMUS et al., 1997, AYAN et
al., 2002).

A principal vantagem desse tipo de imobilizacdo € o fato da enzima imobilizada
ndo sofrer qualquer dessorcdo ao longo do processo reacional. A ligacdo da enzima com
o suporte ocorre de forma bem definida e estdvel, ao contrario da interagdo por adsor¢do
fisica. Entretanto, além da mudang¢a conformacional, que pode resultar em perda parcial
da atividade, a ligacdo deve ocorrer com segmentos de aminodcidos ndo envolvidos
com a fun¢do catalitica, o0 que nem sempre acontece, tornando o método de
imobiliza¢do bastante empirico. A imobiliza¢do pode ocorrer apenas nas areas externas
do suporte, tornando a morfologia do suporte uma varidvel de menor importancia
(FERNANDEZ-LAFUENTE, 1998; VILLENEUVE et al, 2000; HASIRCI er al.,
2006).

A estabilidade de enzimas imobilizadas covalentemente pode ser melhorada por
meio da formacdo de ligacdes multipontuais entre a enzima e o suporte. A morfologia
interna do suporte pode ser importante para o estabelecimento desse tipo de ligacdo,
uma vez que superficies amplas facilitam o estabelecimento de interacdes entre a

proteina e o suporte (MATEO et al., 2006).

C) Imobilizacdo por Oclusdo/Encapsulamento

Nesse tipo de procedimento de imobiliza¢do ocorre o aprisionamento da proteina
em géis, fibras, membranas ou matrizes poliméricas. Dessa forma, a liberacdo da
proteina para a solucdo fica impedida, porém a difusdo dos substratos e produtos é
permitida. A imobilizac@o por oclusio ou encapsulacio apresenta a grande desvantagem
de aumentar os efeitos de difusdo, restringindo o acesso de moléculas de determinados
tamanhos ao centro ativo enzimatico. A vantagem reside no fato de que a interacdo com
o suporte ¢ minimizada; dessa forma, consegue-se conservar a atividade catalitica

original da enzima (FREIRE, 1988; VILLENEUVE et al., 2000).
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2.2.3. Suportes utilizados na Imobilizacao de Enzimas

Um dos primeiros suportes utilizados para a imobilizacdo de enzimas foi o
Eupergit® C, que é constituido por diversos metacrilatos e possui em sua estrutura uma
grande quantidade de grupos oxiranos (6xido de etileno), que realizam ligacdes
covalentes multipontuais com alguns residuos de aminodcidos das protefnas. Trata-se de

um material com ampla versatilidade de aplicacdo e boas propriedades mecanicas

(KATCHALSKI-KATZIR e KRAEMER, 1999).

O suporte de polipropileno ou polietileno poroso, disponivel comercialmente
com o nome de Accurel®, tem sido muito empregado em imobilizacdes por adsor¢io
fisica, em funcdo de seu cardter hidrofdbico. Para o caso especifico de lipases, pode
causar o aumento da sua atividade catalitica e enantio-seletividade, em funcdo da
elevada afinidade da enzima com a sua estrutura quimica (SALIS er al., 2003;
ALMEIDA et al., 2008). Segundo OLIVEIRA et al. (2006), a afinidade entre lipase de
Yarrowia lipolytica ¢ o Accurel® permitiu a producdo de biocatalisadores estdveis,
quando empregados em bioprocessos com fluidos comprimidos e supercriticos.Trata-se
de um material bastante homogéneo, permitindo que as enzimas se depositem de forma
igual e sem grandes modificacdes em sua estrutura. Apresenta valores de area especifica
bastante considerdveis (por exemplo, o Accurel® EP100, tem drea especifica de 45
m?/g) e poros com ampla faixa de tamanhos (variam de 9 a 25 um) (AL-DURI e
YONG, 2000; SABBANI et al., 2006). Segundo SABBANTI et al. (2006), no caso da
imobilizacdo de lipases de Candida rugosa e avaliando a atividade de esterificagdo
enantio-seletiva, os tipos de Accurel® com menores tamanhos de particulas permitem
produzir biocatalisadores mais eficientes, pois resultam em maiores dreas especificas

disponiveis para a adsorcao.

O poli(estireno) € um material polimérico que também vem sendo empregado
para o desenvolvimento de suportes poliméricos, principalmente pelas suas
caracteristicas intrinsecas de elevada hidrofobicidade, capaz de gerar intera¢cdes intensas
com as enzimas, principalmente lipases. Além disso, o poli(estireno) apresenta boas
propriedades de resisténcia mecanica. Entretanto, essa elevada hidrofobicidade pode

causar modifica¢des na estrutura da enzima e impedir o acesso do substrato, gerando um
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biocatalisador com baixa atividade, como observou MURRAY er al. (1997) na

imobilizacdo de lipase de Candida rugosa em um latex ndo poroso de poli(estireno).

Existem materiais a base de poli(estireno-co-divinilbenzeno) disponiveis
comercialmente (Amberlite e Amberchrom) que possuem &rea especifica bastante
elevada (variando na faixa de 200-700 mZ/g) e diametro médio de poro na faixa de 300-
1000 A (CHEN er al., 2007a). Na imobilizagdo de lipase B de Candida antarctica, com
diferentes tipos desses suportes, as melhores atividades enziméticas foram encontradas
nos materiais que exibiam menores tamanho de particula e didmetro médio de poro,
devido a intensa interacdo com o material, as lipases ndo penetravam no interior dos
poros, gerando um maior recobrimento superficial das particulas (CHEN et al., 2007a).

Da mesma forma que o poli(estireno), o uso de poliacrilatos é crescente em
aplicagdes para a imobilizacdo de enzimas. Esses compostos ndo exibem elevada
hidrofobicidade; contudo, sdo capazes de promover funcionalizacdo de forma simples,
possibilitando a sua aplicacdo tanto em imobiliza¢Oes por adsor¢do fisica quanto por

ligacdo quimica (LI et al., 2004).

O poli(metacrilato de metila) e derivados sdo comumente funcionalizados com
grupos aldeidos, para serem empregados em imobilizacdes por ligagdes covalentes
(BULMUS et al.,, 1997, AYHAN et al, 2002; LI et al., 2004). Blendas de
poli(metacrilato de metila) e de poli(estireno) foram estudadas por LI e al. (2006) na
imobilizacdo de albumina, a fim de comparar o efeito de interacdo polares e apolares.
Inicialmente, a proteina tende a se depositar na regido limite entre os dois polimeros, em
funcdo da competicio entre interagcdes polares e ndo-polares. O fendmeno de adsor¢do
fisica apresentou natureza estocastica. Em seguida, as enzimas tendem a interagir com o
poli(estireno) e somente depois ocupar os sitios de poli(metacrilato de metila),
indicando que as interagdes hidrofébicas tendem a predominar durante a imobilizacdo

(LI et al., 2006).

Suportes de poli(metacrilato de metila) também sdo comercializados como tipos
de Amberlite ¢ Amberchrom. Estdo disponiveis em ampla faixa de tamanhos de
particulas e com drea especifica de 500 m*/g e didmetro médio de poro de 250 A.

CHEN et al. (2007b) estudaram a influéncia de suas caracteristicas morfoldgicas na
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imobilizacdo de lipase B de Candida antarctica. Quanto menor o tamanho das
particulas, mais rapidamente ocorre a saturacdo do suporte e mais uniforme é a
distribuicdo da lipase na superficie do material, ndo havendo regides inativas (CHEN et

al., 2007b).

Sepabeads® ¢ um tipo comercial de suporte a base de poli(metacrilato de metila)
e que pode receber diversas funcionalizagdes, como grupos epoxi, amino-epoxi e
octadecil. Trata-se de um material com boas propriedades mecanicas e quimicas, poros
largos e 4rea especifica elevada (GUISAN er al., 2001). Particularmente, o suporte
Octadecil-Sepabeads € caracterizado pela elevada hidrofobicidade, resultante da extensa
cadeia lateral contendo 18 d4tomos de carbono. De acordo com PALOMO et al. (2002a)
e CUNHA er al. (2009), essa distinta caracteristica o torna muito util quando utilizado
na imobilizac¢do de lipases, pois causa o fendmeno da hiperativacdo interfacial de sua
superficie, fazendo com que ela reconheca a superficie do suporte como se fossem
moléculas de substrato, o que facilita 0 acesso ao seu sitio ativo. Além disso, a estrutura
quimica do octadecil, com longas cadeias laterais, facilita a acomodacdo da lipase
durante a imobilizacdo. Em alguns casos, esse efeito pode causar o aumento da

atividade catalitica, em comparacdo com a enzima em solugdo.

Suportes contendo grupos epdxi sdo uma boa alternativa para a imobiliza¢do de
enzimas, em funcdo de sua boa estabilidade em pH neutro. Esses materiais podem reagir
com diferentes grupos nucleofilicos (como amino, hidroxila e tiol), formando ligacdes
covalentes com pequena modificacdo da proteina. Os grupos epdxi reagem com
segmentos de aminodcidos especificos, em funcdo do pH do meio reacional. (MATEO

et al.,2000; GHAZI et al., 2005; BAl et al., 2006).

Imobilizacdes de penicilina G acilase de Escherichia coli, através de grupos
epoxi, foram estudadas por KOTHA er al. (1996), em suportes a base de metacrilato e
divinilbenzeno. Constatou-se que o aumento da quantidade de divinilbenzeno produzia
particulas com faixa de tamanhos maiores e aumentava a concentracdo de enzima
imobilizada. Porém, uma concentracdo muito elevada de divinilbenzeno gera interagcdes
hidrofébicas mais intensas entre a enzima e a matriz polimérica, o que faz a sua
atividade catalitica decair (KOTHA er al., 1996). Polimeros de composicdo semelhante

foram empregados por BAI er al. (2006) na imobilizacdo glucoamilase de Aspergillus
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niger. A medida que a quantidade de agente reticulante aumentava, a drea especifica
também aumentava (58,2-135,3 mz/g), causando, entretanto, a redu¢do no volume de
poro, da concentracdo de grupos epdxi e, conseqiientemente, da quantidade de enzima
que pode ser imobilizada. A influéncia do aumento na &rea especifica por adi¢cdo de

agente reticulante também foi observada por BHUSHAN et al. (2007).

MATEQO et al. (2003) compararam os parametros de imobiliza¢cdes em suportes
ativados apenas com grupos epoxi (Sepabeads® EC-EP1, EC-EP2 e EC-EP3) e com
grupos epoxi-amino (Sepabeads® EC-HFA). As enzimas utilizadas foram -
galactosidase de Aspergillus oryzae e de Thermus sp., lipase de Candida rugosa,
invertase de levedura do pao, glucoamilase de Aspergillus niger e glutaril acilase. Para
todas essas proteinas a retencdo de atividade, na faixa de 65-100%, foi maior para os
suportes com grupamentos epoxi-amino. Nesse material ocorre primeiramente a
adsor¢do idnica por meio das regides negativamente carregadas da proteina e, em
seguida, a formacgdo de ligagdes covalentes multipontuais. No suporte que contém
apenas grupos epoxi, a interagdo ocorre por meio das partes hidrofébicas e a auséncia de
multifuncionalidade torna a taxa de formacao da ligacdo covalente mais lenta. GHAZI
et al. (2005) também utilizou diferentes tipos de Sepabeads® para a imobilizacio de
frutosiltransferase de Aspergillus aculeatus e as melhores atividades enziméticas foram

encontradas nos materiais com maiores tamanhos de poros.

CHEN et al. (2008) exploraram a imobilizacdo lipase de Candida antarctica em
um suporte ativado com grupos epoxi, comercialmente disponivel como Amberzyme
(4rea especifica de 230 mz/g e didmetro médio de poro de 230 A). Outros suportes
foram também empregados, para fins de comparacdo: nanoparticulas com estrutura
casca-nucleo (com casca de poli(glicidil metacrilato) e nicleo de poli(estireno)), que
podem reagir com a enzima por meio dos grupamentos epoxi, e a resina Lewatit VP OC
1600 (area especifica de 130 mz/g e diametro médio de poro de 150 A), constituida de
poli(metacrilato de metila-co-divinilbenzeno) e usada para a producdo da lipase
comercializada com o nome de Novozyme 435. A andlise da distribuicdo da lipase por
microespectroscopia em Amberzyme e Lewatit VP OC 1600 indicou que as proteinas
tendem a se aglomerar pela elevada afinidade na superficie do suporte, enquanto que no

interior dos poros a interacdo entre elas € fraca e até repulsiva. As lipases imobilizadas
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em nanoparticulas exibiram a maior atividade, apesar dessas particulas nido serem
porosas, em virtude de seu pequeno tamanho, que praticamente elimina os efeitos
difusionais. A menor atividade foi observada para Amberzyme, como conseqiiéncia da
orientacdo da enzima imobilizada, que pode causar sua desnaturacdo (CHEN et al.,

2008).

Dillbeads” é um tipo comercial de suporte enzimdtico obtido a partir de uma
combinacdo de quatro tipos de acrilatos, agente reticulante e agentes formadores de
poros com grupos epéxi. As dreas especificas variam de 67-311 m%g e o didmetro
médio de poro fica na faixa de 27-100 nm. O seu desempenho foi avaliado na
imobilizacdo de esterol esterase de Ophiostoma piceae, constatando-se que, quanto
maior o diametro de poro, maior é a quantidade de enzima que se liga ao suporte

(TORRES et al., 2008).

Polimeros naturais s3o exemplos cldssicos de suportes usados para a
imobilizacdo de enzimas, como a agarose, celulose, quitina, quitosana e Sepharose, a
base de dextrana. Esses materiais t€m boa compatibilidade e podem ser funcionalizados,
porém apresentam baixa resisténcia aos procedimentos operacionais € a pressdo e a
estrutura macroporosa pode facilitar a dessorcdo da proteina (FREIRE et al., 1987; XI et

al., 2005; CETINUS et al., 2007).

Resinas de troca i6nica sdo materiais produzidos pela deposicdo de polimeros
sintéticos sobre polimeros naturais, principalmente agarose e Sepharose. Dessa forma, o
polimero € capaz de envolver a superficie disponivel, aumentar a concentracdo de
cargas, criar uma estrutura flexivel e melhorar as propriedades de adsor¢do. A
possibilidade de aplicagcdo dessas resinas esta relacionada a presenga de cargas elétricas
na superficie protéica, que interagem com cargas localizadas na superficie de materiais
poliméricos por meio de for¢cas de Coulomb de longo alcance (ATIA, 2005).
Comumente, poli(etileno imina) e aspartico-dextrana sdo covalentemente ligados aos
suportes (PALOMO et al., 2002a; FUENTES et al., 2004a; FUENTES er al., 2004b;
CUNHA, 2007).

As diversas conformacgdes que a estrutura de uma lipase de Candida rugosa com

tampa pode sofrer, em funcdo das caracteristicas do suporte, foi analisada por
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PALOMO et al. (2002b). O suporte de glioxil-agarose consegue provocar na enzima o
fendmeno de ativacdo interfacial, que gera uma eficiéncia de imobilizacdao de 100% e
total retencdo de atividade. O suporte de poli(etilenoimina)-Sepabeads € uma resina de
troca i0nica; portanto, a imobiliza¢cdo ocorre por adsor¢do idnica e exibe 10% de
decréscimo de atividade. Gluteraldeido-Sepabeads realiza ligacOes covalentes com a
proteina e a sua atividade chega a decrescer em até 20%. Esses valores de atividade
catalitica estdo intimamente relacionados com a conformacio adquirida pela lipase, em
funcdo da imobilizacdo. Como conseqiiéncia, para diferentes substratos ha diferentes
afinidades pelo biocatalisador e até mudanca de enatio-seletividade (FERNANDEZ-
LORENTE et al., 2001). Esse tipo de suportacdo também permite que a lipase fique
protegida da a¢do de solventes, impedindo que ocorram efeitos deletérios, pois a parte
hidrofébica da enzima estd voltada para o suporte hidrofébico, surgindo ao redor um

ambiente hidrofilico (GUISAN ez al., 2001; ABIAN et al., 2002, CUNHA et al., 2009).

PALOMO er al. (2004) propuseram diversas estratégias de imobilizacdo para a
lipase de Bacillus thermocatenulatus. Os suportes escolhidos foram: octadecil-
Sepabeads, PEI-agarose, DEAE-agarose e glioxil-agarose para a formacgdo de ligacio
covalente multipontual. O suporte octadecil-Sepabeads exibiu os melhores resultados,
com reten¢do de 100% de atividade e aumento na atividade de hidrdlise. Esse resultado
foi devido a ativacdo interfacial sofrida pela lipase, quando em contato com a superficie
extremamente hidrofébica. O suporte de glioxil-agarose apresentou um decréscimo de

atividade de 30%, seguido de PEI-agarose e DEAE-agarose, que foi de 10%.

A influéncia do fendmeno de ativacgdo interfacial, decorrente da imobilizacio por
adsorcio hidrofébica, foi verificada por FERNANDEZ-LORENTE et al. (2007). Para
tanto, a enantio-seletividade de lipases de Candida rugosa e Alcaligenes sp. foi
analisada e comparada em func¢do da técnica de imobilizacdo empregada. Como suporte
hidrofébico, foi usado octil-agarose; como suporte para ligacdo covalente, utilizou-se
CNBr-Sepharose 4B. Para ambas as enzimas, em fun¢do dos segmentos de aminoécidos
hidrofébicos localizados ao redor do sitio ativo e do ambiente hidrofébico gerado pelo

suporte, octil-agarose sempre mostrou os melhores resultados.

Suportes a base de aminopolimeros sdo muito comuns na imobilizacdo de

enzimas e também podem receber diversas funcionaliza¢cdes (BALTIERI er al., 2002;
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HASIRCI et al. (2006). As poli(cetonas) também podem funcionar como suportes para
enzimas, uma vez que a presenga de grupos carbonilas permite a formacao de pontes de
hidrogénio com os segmentos de aminoacidos da cadeia peptidica (AGOSTINELLI et
al., 2007). Poli(6xido de etileno) também pode ser empregado para esse fim (CRESPO
et al., 2005).

PANZAVOLTA et al. (2005) desenvolveram um suporte constituido por
poli(fenil acetileno) (drea especifica de 44 m?/g e didmetro de poro na faixa de 100 a
200 A) e compararam o seu desempenho na imobilizacio de lipase de Candida rugosa
com o de outros materiais, como Accurel EP 100 (area especifica de 90 mz/g e didmetro
médio de poro de cerca de 250 A), poli(alcool vinilico) reticulado e funcionalizado com
cadeias C, (area especifica de 0,86 mZ/g e didmetro médio de poro de cerca de 1000 A)
e resina de poliacrilato funcionalizada com cadeias C;g (Octadecil-Sepabeads) (area
especifica de 900 mz/g e didmetro médio de poro na faixa de 50-60 A). Esse dltimo
suporte foi tratado com poli(etilenoimina), uma substancia polar que mantém a
conformacgdo ativa da enzima. Com excecdo do poli(fenil acetileno), todos os outros
materiais exibem cadeias laterais extensas, que realizam interagdes hidrofébicas com as
enzimas. O suporte a base de poli(fenil acetileno) conservou 30% da atividade catalitica,
em comparacdo com a enzima em solugdo, pois interage principalmente com
aminodcidos arométicos, presentes proximos ao sitio ativo, enquanto que 0OS outros

materiais conservam cerca de 60% da atividade enzimatica inicial.

YANG et al. (2006) determinaram a influéncia das caracteristicas morfoldgicas
e de polaridade de diferentes suportes na imobilizac@o de lipase de Candida sp., em uma
reacdo de hidrélise. Os suportes utilizados foram NKA-9 (polar, area especifica de 250-
290 mz/g e didmetro médio de poro na faixa de 15,5-16,5 nm), AB-8 (fracamente polar,
area especifica de 480-520 mz/g e didmetro médio de poro na faixa de 13-14 nm), H103
(ndo polar, drea especifica de 1000-1100 m*g e didmetro médio de poro na faixa de 8,5-
9,5 nm), D4020 (ndo polar, drea especifica de 540-580 m*/g ¢ didmetro médio de poro
na faixa de 10-10,5 nm) e NKA (ndo polar, drea especifica de 570-590 m*/g e didmetro
médio de poro na faixa de 20-22 nm). Os melhores resultados de atividade de hidrdlise
foram exibidos para suportes com drea especifica de 580 m2/g, com poros maiores. A

caracteristica de apolaridade permite uma maior interacdo com o substrato (apolar) e a
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morfologia adequada facilita a entrada deste substrato e a saida do produto,

minimizando os efeitos difusionais.

Polimeros com estrutura casca-nticleo também podem ser usados para a
imobilizacdo de enzimas, com a vantagem de combinarem as propriedades distintas dos
constituintes do niicleo e da casca (UCHIDA er al., 2001; JATURANPINYO et al.,
2004; XU et al., 2006).

FIGUEIREDO et al. (2005) analisaram os efeitos da concentracdo inicial de
enzima e da solu¢do de tampdo e do pH na adsor¢do de lisozima em diferentes
materiais, como hidroxiapatita, poli(estireno) casca-nuicleo (com casca porosa e obtido
por meio da combinacdo de polimerizacdo em suspensdo e emulsdo, segundo
metodologia proposta por LENZI er al. (2003) e de Amberlit IRA 120, constituido de
poli(estireno-co-divinilbenzeno). A maior quantidade de enzima foi adsorvida em
hidroxiapatita, sendo dependente de todas as varidveis analisadas, que foram
concentracdo de enzima e da solu¢do tampdo de fosfato e o pH. O desempenho do
poli(estireno) casca-nicleo também foi considerado satisfatério. A quantidade de
enzima adsorvida nesse caso foi independente a concentracdo de tampdo e,
diferentemente da hidroxiapatita, a interacdo com a enzima ndo era governada for forcas
eletrostaticas. Os resultados com Amberlite IRA 120 ndo foram conclusivos, uma vez

que as variancias experimentais exibiram valores muito elevados.

Diversos outros materiais poliméricos podem ser usados como suportes
enzimaticos. Outros exemplos incluem polimeros com grupos azalactona (HEILMANN
et al., 2004), poli(dlcool vinilico) e criogel (PLIEVA et al., 2000), poli(6xido de
fenileno) funcionalizado com grupos aminas (GANCARZ et al., 2006), poli(carbonato
de vinilideno) e poli(6xido de etileno) coberto com grupos amina (DING e QU, 2001),
polimeros condutores (BIEGUNSKI et al., 2006) e polimeros magnéticos
(BAYRAMOGLU et al., 2007)

Como detalhado anteriormente, a grande vantagem do uso de materiais
inorganicos frente aos poliméricos, naturais ou sintéticos, estd na sua elevada resisténcia
mecanica e quimica. Um bom exemplo sdo as zedlitas, (diametro médio de particula de

3,2 um, drea especifica de 790 m%g e didmetro médio de poro de 1,6 nm), constituido
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por minerais de aluminio e silica, altamente porosas e hidrofébicas, sendo comum o uso

na imobiliza¢do de lipases (KNEZEVIC er al., 1998; MOJOVIC et al., 1998).

Celite ¢ um material constituido por particulas porosas de diatoméceas,
composto por 6xido de silica e alguns outros compostos inorginicos. Apresenta uma
estrutura com poros conectados, além de ser inerte, resistente a meios organicos,
biocompativel e de baixo custo. Geralmente a Celite ndo € funcionalizada. Dessa forma,
a imobiliza¢do por adsorcdo fisica costuma ser preferida (IVANOV e SCHNEIDER,
1997; KHARE e NAKAJIMA, 2000; CHANG et al., 2007).

A influéncia do didmetro de poro de suportes para imobilizacdo de enzimas
também foi investigado por KANG et al. (2007), usando silicas mesoporosas com
grande quantidade de grupos silanol na sua superficie, denominadas de SBA-15. A
forma funcionalizada com grupos diisopropil, introduzidos com o objetivo de aumentar
a interacdo com a enzima, ¢ denominada de DIP-SBA-15. Ambos apresentavam
particulas com tamanho médio de 2 um e didmetro de poro de 6, 8 ¢ 13 nm, sendo
indicados por SBA (6) (area especifica de 546 mZ/g), SBA (8) (4rea especifica de 623
m?/g), SBA (13) (drea especifica de 721 m*/g), DIP-SBA (6) (4rea especifica de 520
m?/g), DIP-SBA (8) (drea especifica de 592 m*/g) ¢ DIP-SBA (13) (4rea especifica de
700 mZ/g). A enzima utilizada no processo de imobilizac¢do foi a lipase de pancreas de
porco e os parametros de imobilizacdo foram avaliados em funcio da atividade de
hidrdlise de triacetina. A eficiéncia de imobilizacdo e reten¢do de atividade foram
melhores para os suportes com didmetro de poro na ordem de 8 nm. Como o didmetro
médio da lipase pancredtica estd em torno de 4,8 nm, a difusdo em poros com 6 nm fica
dificultada, enquanto que no suporte com 13 nm de didmetro de poro essa dificuldade
fica minimizada. Porém, o excesso de espaco disponivel facilita a dessor¢ao da proteina.
O suporte DIP-SBA tem melhor desempenho em comparacdo ao SBA, pois a sua
superficie mais hidrofébica permite que ocorra o fendmeno de hiperativacdo interfacial

da lipase, melhorando a interacdo com o suporte (KANG ez al., 2007).

Diversos outros materiais inorginicos também foram estudados na imobiliza¢do
de diferentes enzimas, como silica e alginato (CORADIN e LIVAGE, 2003), silicato de
sodio (MATSUMOTO e OHASHI, 2003), silica gel coberta com quitosana (XI et al.,
2005; WU et al., 2006), silica funcionalizado com grupos octil (BLANCO et al., 2007),
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carbonato de calcio (GHAMGUI et al, 2007), carboximetilcelulose (DALLA-
VECCHIA et al., 2005), particulas de vidro funcioanlizadas (KAHRAMAN et al.,
2007)

2.2.4. Comentarios Finais

Diante do que foi exposto, pode-se concluir que € ampla a faixa de materiais que
podem ser utilizados para a imobiliza¢do de enzimas, tanto por adsor¢do fisica, quanto
ligacdo covalente e encapsulamento. A principal caracteristica desses suportes, que
influenciam em maior propor¢do a interagdo com a enzima € manuten¢do de sua
atividade catalitica em niveis aceitdveis, € a sua estrutura quimica e as suas
caracteristicas morfoldgicas, como drea especifica e didmetro médio de poro. Pode-se
notar que muitos dos materiais apresentados precisam passar por etapas de
funcionalizacdo, a partir de uma matriz inicial, com o objetivo de introduzir os grupos
funcionais adequados para a aplicacdo final. Suportes que permitam a adaptacdo de sua
composicdo ao cardter quimico dos segmentos de aminoacidos suportados podem
apresentar vantagens de utilizagdo em processos enzimdticos. Nesse sentido, 0s
polimeros casca-nucleo, oriundos da polimeriza¢io simultanea em suspensdo e emulsdo,
podem constituir uma boa alternativa para produ¢do de suportes, pois as composi¢des
do ntcleo e da casca podem ser facilmente alteradas para se adequarem as
caracteristicas da estrutura enzimadtica (engenharia de suportes). Esses suportes podem
ser particularmente uteis para a imobilizacdo de lipases (e CAL-B) porque essas
enzimas sdo suportadas eficientemente por interacdes hidrofobicas, por meio de
adsorcdo fisica. Além disso, nesse caso essas enzimas sdao mantidas numa forma

favorével a reacio.
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CAPITULO 3

Materiais e Métodos 1:

Reacoes de Polimerizacao

O objetivo do presente capitulo é descrever o sistema empregado para conduzir
as reagdes de polimerizacdo em suspensio e emulsdo, para a formagdo de particulas
com morfologia casca-nicleo, empregadas como suportes para a imobilizacdo de
enzimas. As reacOes de saponificacdo, usadas para a funcionalizacdo de alguns
polimeros, também sdo descritas. Os procedimentos experimentais, materiais utilizados

e as técnicas de caracterizacdo empregadas também sdo detalhados na seqiiéncia.

3.1. Unidade Experimental

O esquema da unidade experimental empregada para realizar as reagdes de

polimerizacdo esta ilustrado na Figura 3.1.

Figura 3.1: Esquema da unidade experimental.
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A unidade experimental € constituida por:

1. Frasco de alimentacdo, consistindo de um béquer com capacidade de 150 ml,
devidamente vedado. A alimentag¢do é constituida apenas por mondmero;

2. Suporte com garra para segurar a corrente de alimentagao;

3. Bomba dosadora (Prominent, modelo GALA1000SST200UA002100) com cabeca
de bombeamento de aco inox;

4. Suporte para a bomba;

5. Reator de vidro borossilicato encamisado e com capacidade de 1,0 1 (FGG
Equipamentos Cientificos LTDA). A tampa do reator é de aco inox e possui orificios
para a alimentacdo de mondmero e de Ny, alocagdo de termopar, introdu¢do do agitador
e do condensador de refluxo. Uma bracadeira de ago € utilizada para fixar a tampa junto
ao reator. Um anel de viton € colocado entre o reator e tampa, a fim de impedir
vazamentos (PEIXOTO, 2007);

6. Agitador mecanico de aco inox (Ika, modelo Eurostar Power Control), com haste
reta e impelidor do tipo hélice de seis pds verticais (dngulo entre as pas de 45°);

7. Condensador de refluxo com serpentina, usado para recuperar 0 mondmero
volatilizado ou arrastado com Nb;

8. Banho de resfriamento (Nova Etica, modelo 521/20), cujo fluido de circulacdo é
agua destilada;

9. Banho de aquecimento com temperatura programada (Haake, modelo C25P), com

fluido de circulacdo constituido por dgua destilada e etileno glicol (proporcao de 1:1);

3.2. Reagentes

Todos os reagentes empregados nio passaram por qualquer purificacido prévia,
sendo usados diretamente como recebidos do fabricante, com excecdo da &dgua

empregada na reacio de saponificagdo.

1. Estireno (ES), fornecido pela Nitriflex Resinas S/A com pureza minima de 99%,
sendo usado como mondmero nas rea¢des de polimerizacdo em suspensdo e emulsio;
2. Acetato de vinila (VAc), fornecido pela Vetec Quimica Fina com pureza minima de

99%, sendo usado como mondmero nas reagdes de polimerizacdo em emulsio;
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3. Metacrilato de metila (MMA), fornecido pela Aldrich com pureza minima de
99,5%, sendo usado como mondmero nas reacdes de polimerizacdo em suspensdo e
emulsao;

4. Benzoato de Vinila (BV), fornecido pela Aldrich com pureza minima de 99%,
sendo usado como mondmero nas rea¢des de polimeriza¢do em emulsio;

5. Divinilbenzeno (DVB), fornecido pela Aldrich com pureza minima de 99%, sendo
usado com agente reticulante nas reacdes de polimeriza¢do em suspensdo e em emulsao;
6. Perdxido de benzoila (BPO), fornecido pela Vetec com 97% de pureza, sendo usado
como iniciador na polimeriza¢do em suspensao;

7. Persulfato de Potassio (K,S,0s), fornecido pela Vetec Quimica Fina com pureza
minima de 99%, sendo usado como iniciador na polimerizacdo em emulsio;

8. Lauril sulfato de sédio (SLS), fornecido pela Vetec Quimica Fina com pureza
minima de 90%, sendo usado como emulsificante da polimeriza¢cdo em emulsio;

9. Bicarbonato de s6dio (NaHCO3), fornecido pela Proquimios com 99,70% de pureza,
sendo usado como tampao na polimerizacdo em emulsio;

10. Poli(élcool vinilico) (PVA), fornecido pela Vetec Quimica Fina com 98% de
pureza, grau de hidrélise de 88% e Mw de 78.000 g/mol, sendo usado como agente de
suspensao da polimerizagdo em suspensio;

11. Hidréxido de sédio, fornecido pela Vetec Quimica Fina com 99% de pureza, usado
na reacdo de saponificacio;

12. Tetrahidrofurano (THF) grau HPLC/Spectro, fornecido pela Tedia Company Inc.
com pureza minima de 99,90%, usado na andlise de GPC como fase mdvel e na
solubilizacdo das amostras;

13. Hidroquinona, fornecida pela Vetec Quimica Fina com 99% de pureza, sendo usada
como inibidor da rea¢do de polimeriza¢do quando adicionada as aliquotas retiradas
durante reacgdo.

14. Ciclohexano, fornecido pela Vetec Quimica Fina com pureza minima de 99%,
sendo usado nas andlises de picnometria;

15. Agua destilada, usada no preparo das solucdes de PVA, K,S,0s, SLS e NaHCO:s.
Também é empregada como fluido de troca térmica e na lavagem do polimero durante a
filtraco;

16. Agua filtrada e desmineralizada, usada no preparo da solucio de NaOH e

empregada na reacdo de saponificagdo;
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17. Etileno glicol, fornecido pela Vetec Quimica Fina com pureza minima de 99%,
empregado como fluido de troca térmica no banho de resfriamento;
18. Nitrogénio liquido, fornecido pela White Martins com pureza minima de 99%,

usado na andlise de BET e na etapa de filtracao.

3.3. Materiais e Equipamentos

Os materiais e equipamentos empregados durante as reacdes de polimerizacao,
na etapa de purificagdo e na caracterizacdo das amostras produzidas sdo descritos a

seguir.

1. Placa de agitacio (IKA C-MAG HS 7) para homogeneizacdo das solucdes
empregadas;

2. Balangas (Gehaka, modelo BG-400, pesagem maxima de 404 g; Belmark, modelo
U210A, pesagem méxima de 210 g), com precisdo de 0.001 g, para pesagens dos
componentes das polimerizacdes e das amostras para andlise;

3. Papel de filtro (Qualy, gramatura 80, poros com didmetro médio de 14 pm),
utilizado na etapa de filtracdo;

4. Dewers e trape para a etapa de filtracdo;

5. Bomba de vacuo (Quimis, modelo Q35SD2) para a etapa de filtracio;

6. Estufa de circulacio (Quimis, modelo Q314) para a secagem das aliquotas de
conversao;

7. Estufa a vacuo (Precision, modelo 29) para a secagem das amostras;

8. Microscopio Otico binocular (Nikon, modelo SMZ800, com capacidade de
ampliacdo de 50 x), com camera digital (Nikon Coolpix 995) acoplada que permitia a
ampliacdo e digitalizacdo da imagem, empregado para visualizar a morfologia das
particulas obtidas;

9. Microscépio Eletronico de Varredura (MEV) (Fei Company, modelo Quanta 200),
com tensdo maxima de 30 kV, em alto viacuo e em SE (elétrons secundarios). As
fotomicrografias foram processadas em um analisador de imagens (Fei Company). As
amostras eram metalizadas no metalizador JFC 1500 (Jeol LTDA);

10. Microscopio Eletronico de Varredura por Emissdo de Campo (FEG-MEV) (Fei

Company, modelo Quanta 400, com tensdo méaxima de 30 kV e resolu¢cdo nominal de
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1,2 nm, em alto vacuo em elétrons secundarios). As fotomicrografias foram processadas
em um analisador de imagens (Fei Company). As amostras eram metalizadas no
metalizador

11. Cromatégrafo (Viscotek, modelo VE 2001 GPC Solvent/Sample Module, com
quatro colunas Phenomenex, com géis de porosidade 10%, 10° e 10° A, e detector
refratométrico Viscotek, modelo VE 3580) para a determinacdo da distribuicdo de
massas molares das particulas presentes no sobrenadante de cada polimerizacdo. A
calibracdo do equipamento foi feita com padrdes de poli(estireno), com massas molares
na faixa de 2340 — 1,86x10° Da;

12. Calorimetro (Perkin Elmer, modelo DSC7) para a determina¢do da temperatura de
transicdo vitrea (Tg) das particulas produzidas;

13. Analisador de area especifica, didmetro médio de poro e volume de poro pelo
método BET (Micrometics, modelo ASAP 2000). As andlises eram conduzidas
variando-se a temperatura de 0 a 60 °C, admitindo que o nitrogénio adsorvido na
amostra segue uma isoterma padrdo de referéncia;

14. Analisador de tamanho de particula (Malvern Instrumentos, modelo Mastersize
2000), usado a determinag¢do da distribuicdo de tamanhos das particulas casca-ntcleo;
15. Analisador de tamanho de particula (Malvern Instruments Zeta Size-Nano, modelo
Nano-ZS), usado para a determinacdo da distribuicio de tamanhos de particulas
presentes no sobrenadante de cada polimerizagao;

16. Particle Size Distribution Analyser (PSDA), versdo 1.0, software para determinagdo
da distribui¢do de tamanhos de particula das particulas resultantes da polimeriza¢do em
suspensdo, patenteado por SOARES e PINTO (2006);

17. Tensiometro (Kruss Process, modelo K100) para a determina¢do do angulo de
contato das particulas casca-ntcleo.

18. Espectrometro (Thermo Fisher Scientific Inc., modelo Nicolet 6700), com detector

MCT/B Smart Orbit, resolu¢do 4 e 128 varreduras (64 varreduras de fundo).

3.4. Procedimento Experimental

Nesta secdo, sdo descritos 0s procedimentos experimentais usados nas reagoes

de polimerizacdo em suspensdo, em emulsdo e na reacdo de saponificacao.

41



3.4.1. Reacoes de Polimerizacao Simultinea em Suspensiao e Emulsao

As reacOes de polimerizacdo simultinea em suspensdo e emulsdo, para a
obtencdo de particulas com morfologia casca-nicleo, foram realizadas com base em
uma metodologia estabelecida, descrita na literatura e patenteada (LENZI, 2002; LENZI
et al., 2003; PINTO et al., 2004a; BESTETI, 2009). As quantidades de reagentes,
condi¢des e procedimentos experimentais empregados sdo detalhados a seguir. Foi dada
énfase a variacdo da composi¢cdo do meio reacional, avaliando-se a influéncia das

propriedades dos mondmeros utilizados sobre as caracteristicas dos materiais obtidos.

3.4.1.1. Reacdo de Polimerizacdo em Suspensio

A polimerizacdo simultanea em suspensdo e emulsdo permite a obten¢do de
particulas poliméricas com morfologia casca-nicleo, sendo que a etapa de
polimerizacdo em suspensdo € responsavel pela formagdo do niicleo e a reacdo de
polimerizacdo em emulsdo forma as nanoparticulas que constituem a casca. A duragdo
da etapa de suspensdo influencia diretamente a capacidade do nicleo em capturar as
particulas oriundas da reacdo em emulsdo. Como detalhado no trabalho de LENZI
(2002), reacdes em suspensdo de estireno com duragdo de 2h a 85 °C (correspondente a
uma conversdo de cerca de 75%) permitem a formac¢do de uma casca de poli(estireno)
mais satisfatéria. Dessa forma, essa foi a condi¢do padrdo estabelecida para a realizacdo
das polimerizacOes. As reagdes de poli(metacrilato de metila) (PMMA) foram
conduzidas com dura¢do da etapa de suspensdo de 30 minutos, 1h e 2h, a fim de
verificar as caracteristicas resultantes da casca formada. Para esses diferentes tempos de
duracdo, ndo foi feita qualquer modificacdo das demais condicdes reacionais. O MMA é
extremamente reativo e o nudcleo atinge uma elevada viscosidade (diminuindo a
eficiéncia na captura de nanoparticulas) em um tempo curto. Por isso, a forma¢do mais
eficiente da casca ocorre com tempos menores de reacdo. As condi¢des reacionais

utilizadas em todas as corridas em suspensdo estdo detalhadas na Tabela 3.1.

As polimerizagdes em suspensdo foram conduzidas em batelada. O agente em
suspensdao (PVA) era adicionado na forma de solu¢do e a sua solubilizacdo na
quantidade total de 4gua indicada na receita era feita durante o periodo minimo de 10

horas na temperatura ambiente. O sistema experimental era ligado e quando a
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temperatura do sistema atingia cerca de 40 °C, adicionava-se a solucdo de PVA e
iniciava-se a agita¢do a 200 rpm. Esse procedimento era feito para minimizar a queda de
temperatura do reator quando mondmero e iniciador fossem adicionados. As
quantidades correspondentes de mondmero e iniciador (BPO) eram pesadas, quando o
sistema reacional atingia a temperatura desejada. A fim de evitar que a polimerizacdo se
iniciasse, a solubiliza¢do do iniciador no mondmero era feita na temperatura ambiente.
A solu¢cdo mondmero/iniciador era adicionada ao reator e a agitacdo ajustada ao seu
valor nominal. Esse instante era considerado como o inicio da reacio de polimerizagdo
em suspensdo. Os mondmeros empregados na polimerizacdo em suspensdo foram
estireno e metacrilato de metila. A temperatura nominal era estabilizada alguns poucos

minutos (2-5) apds a adicdo da fase orgénica.

Tabela 3.1: Condi¢des reacionais usadas nas polimeriza¢des em suspensao.

Componentes Massa [g]
Mondmero 100,0
BPO 4,0
PVA 3,0
Agua Destilada 370,0
Agitacao: 1000 £ 50 rpm
Temperatura: 85 °C

3.4.1.2. Reacdo de Polimerizacdo em Emulsio

As reacdes em emulsdo eram conduzidas no mesmo reator em que era conduzida
a polimerizacdo em suspensdo, sem que qualquer separacdo dos componentes da
polimerizacdo em suspensao fosse realizada. As condi¢Oes experimentais usadas para a
etapa em emulsio estdo detalhadas na Tabelas 3.2. As solugdes de iniciador (K,S,0s),
agente emulsificante (SLS) e tampdo (NaHCO;) eram preparadas previamente,
empregando-se, respectivamente, 31,0g, 50,0g e 31,0g de 4dgua destilada. As solucdes
de iniciador e de tampdo eram agitadas por cerca de 30 minutos, enquanto a solu¢do de

emulsificante era agitada por cerca de 8 horas.
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Tabela 3.2: Condi¢des reacionais usadas nas polimeriza¢des em emulsdo.

Componentes Massa [g]
Mondmero 100,0
K>S,05 0,3

SLS 2,5
NaHCO; 0,3
Agua Destilada 115,0
Vazio de Alimentaciio: 35,0 [g.h]
Agitacao: 1000 = 50 rpm
Temperatura: 85 °C

A polimerizacdo em emulsdo foi conduzida em semi-batelada, para evitar o
descontrole térmico da reacdo. A velocidade de agitacdo e a temperatura de reacdo
utilizadas nesta etapa eram as mesmas da polimerizagdo em suspensdo. Ao final da
primeira etapa de suspensdo, adicionava-se no reator, nessa ordem, a solucdo de
surfactante, de tampdo e a quantidade de 4gua indicada na receita para completar o
meio, com um intervalo de 2 minutos entre cada uma das adi¢des. Apds cerca de 5
minutos, colocava-se no reator uma carga inicial de mondmero (30g) e, em seguida, a
solu¢do de iniciador. O tubo de alimentacdo de mondmero era conectado ao reator e
ajustava-se a vazao da bomba ao seu valor nominal, mantendo-a constante. Esse instante
era considerado como o inicio da reacdo de polimerizacdo em emulsdo. A quantidade de
mondmero alimentada era sempre de 70g. Apds o término da alimentacdo, a
polimerizacdo prosseguia por mais 2 horas. Os mondmeros empregados na
polimerizacdo em emulsdo foram estireno, metacrilato de metila, acetato de

vinila/metacrilato de metila, benzoato de vinila/metacrilato de metila e divinilbenzeno.

Ao final da polimerizacdo simultdnea em suspensdo e emulsdo, fazia-se a
separacdo da fase sobrenadante da fase decantada (que continha as particulas de
polimero). O polimero obtido era filtrado, utilizando dgua destilada na lavagem. Apds a
filtracdo, o material permanecia por cerca de um dia na estufa a vdcuo e por dois dias na

estufa de circulacdo na temperatura de 60 °C, antes de ser armazenado e caracterizado.
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3.4.2. Reacao de Saponificacao

A reacdo de saponificacdo foi realizada com o objetivo de funcionalizar a casca,
constituida de copolimeros de benzoato de vinila/metacrilato de metila, removendo
acido benzodico e promovendo a formagdo de grupos hidroxilas na cadeia polimérica. As
quantidades de reagentes e condi¢cdes experimentais empregadas na reacdo de
saponificagdo foram as mesmas descritas por PEIXOTO (2007), como registrado e
patenteado na literatura (PINTO et al., 2004b; PEIXOTO et al., 2006; PINTO et al.,

2006). As condi¢des da reacao de saponificacdo sdo apresentadas na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Condic¢des reacionais para a rea¢do de saponificacao.

Componentes Quantidade
Polimero 50,0 g
Agua desmineralizada e microfiltrada 200,0 ml
Solugdo 40% de NaOH 50 ml

Agitacao: 500 rpm
Temperatura: 30 °C

Duracao: 2h

O polimero casca-nucleo empregado na reacdo de saponificacdo encontrava-se
devidamente purificado. A solucdo 40% (p/p) de NaOH foi preparada, dissolvendo-se
40,0 g de hidréxido de s6dio em 100,0 g de dgua filtrada e desmineralizada. O sistema
reacional era ligado e esperava-se a temperatura estabilizar em 30 °C. As quantidades de
polimero e dgua indicadas eram adicionadas ao reator e a agitagdo mantida em 200 rpm.
Em seguida, 50 ml da solu¢do de NaOH eram também adicionados ao reator. A
velocidade de agitacdo tinha o seu valor ajustado ao valor nominal e esse instante era
considerado como o inicio da reacdo de saponificacdo. Ao final dessa etapa, o polimero
obtido era filtrado, utilizando dgua destilada na lavagem. Antes de ser armazenado, o
material permanecia por cerca de um dia na estufa a vacuo e por dois dias na estufa de

circulagdo na temperatura de 60 °C.

3.4.3. Reacoes de Polimerizacao em Massa
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As reagOes de polimerizacio em massa foram realizadas com o objetivo
principal de determinar a propor¢do adequada entre comondmeros para produzir
copolimerizacdes ndo descritas na literatura. Isso se faz necessdrio quando novos
mondmeros serdo empregados para obten¢do dos polimeros casca-nticleo, constituindo

uma etapa preliminar de estudo, para garantir o sucesso do procedimento final.

Os testes de polimerizacdo em massa foram conduzidos em tubos de ensaio e
com ajuste de temperatura feito diretamente pelo banho de aquecimento. Ao final desse
processo, uma pequena quantidade de hidroquinona era adicionada ao tubo de ensaio, a
fim de paralisar a polimerizagdo. A quantidade de mondmero e as condi¢des
operacionais utilizadas nas polimerizacdes em massa estdo descritas na Tabela 3.4.

Quando foi feita a homopolimerizac¢do, a durag¢do da reagdo foi de Sh.

Tabela 3.4: Condi¢Oes reacionais para a polimeriza¢do em massa.

Componentes Quantidade
Mono6mero 2,0 ml
BPO: 0,08 g

Temperatura: 85 °C
Duracao: 2h

3.5. Técnicas de Caracterizacao

Para determinar as propriedades dos materiais poliméricos obtidos, foram
utilizadas diversas técnicas de caracterizacdo, a fim de verificar a influéncia da
composi¢cdo do meio de reagdo sobre as caracteristicas da particula final. Foi dada
atencdo principalmente a porosidade e a drea especifica dos materiais preparados, que
sdo propriedades de extrema importancia para o desenvolvimento de suportes para a
imobilizacdo de enzimas. Os sobrenadantes das reacdes de polimerizacdo também

foram caracterizados.

3.5.1. Microscopia Optica e Microscopia Eletronica de Varredura

As particulas poliméricas resultantes tanto da polimerizacdo em suspensao

quanto da polimerizacdo simultinea em suspensdo e emulsdo foram observadas no
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microscopio optico (MO) e no microscopio eletronico de varredura, a fim de determinar

sua morfologia. Esses equipamentos foram descritos na Secao 3.3.

Para observacio no MEV, as amostras, sem tratamento prévio, foram
depositadas na forma de pd sobre uma fita adesiva dupla face de carbono, afixada em
um “stub” de aluminio. As amostras foram analisadas apds recobrimento com ouro.
Detalhes sobre as condi¢des de operacdo para a aquisi¢do das imagens, tais como
tamanhos de “spot” e distincia de trabalho (WD), bem como as ampliacdes das regides

observadas, estdo disponiveis nas legendas das micrografias que serdo apresentadas.

3.5.2. Cromatografia de Permeaciao em Gel (GPC)

A técnica de GPC foi usada para a determinacdo dos valores de massas molares
médias e da distribuicio de massas molares dos polimeros. A solu¢do polimérica é
bombeada através de uma coluna recheada com gel poroso, de modo a fracionar a
amostra em fun¢do de suas massas molares (ou volume hidrodinamico, que € o tamanho
efetivo da molécula na solu¢do). As moléculas menores penetram nos poros da coluna e,
conseqilentemente, demoram mais tempo para serem eluidas. Por outro lado, as

moléculas maiores ndo penetram nos poros € saem mais rapidamente.

E fundamental que ocorra a completa solubilizagdo do polimero na fase mével
usada e que ndo haja nenhum tipo de interacdo com a coluna e seu recheio. A faixa de
separacdo dos tamanhos de cadeia depende do tamanho dos poros do material
empacotado e a correta determinacdo das massas molares estd relacionada com a
selecdo correta das colunas. O fluxo de solvente dever ser do tipo empistonado, para

minimizar efeitos de separagdo por difusao (MACHADO, 2002).

Tanto os polimeros casca-niicleo quanto seus respectivos nicleos (resultantes da
etapa de polimerizacdo em suspensdo) e sobrenadantes foram submetidos a andlise de
GPC. No preparo das amostras sélidas, pesavam-se 0,15 mg de polimero, que eram
dissolvidos em 3 ml de tetrahidrofurano (THF). Para as amostras liquidas, cerca de 400
mg eram pesados (2 gotas) e dissolvidas na mesma quantidade de THF. Apds a
completa dissolucdo, fazia-se uma microfiltracdo com membranas de teflon de 0,45 pm

de diametro de poro. Apds essa etapa, cerca de 300 pl eram injetados no equipamento.
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As analises eram conduzidas a 35 °C, usando tetrahidrofurano (THF) como fase mével e

realizadas em duplicata.

3.5.3. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As transi¢Oes caracteristicas de materiais poliméricos (a temperatura de transi¢cdo
vitrea, Tg, e a temperatura de fusio cristalina, Tm), podem ser identificadas quando o
material é aquecido ou resfriado. Os materiais sintetizados nessa tese tém estrutura
majoritariamente amorfa e, por isso, caracterizam-se apenas pela presenca da Tg, que é
caracterizada quando a mobilidade segmental das cadeias poliméricas é reduzida

drasticamente (nesse estdgio, o material adquire o comportamento de um vidro)

(CANEVAROLO, 2004).

A técnica de DSC € capaz de detectar mudancas na capacidade calorifica de
uma amostra em funcio da temperatura, pela medida do fluxo de calor necessario para

manter a temperatura diferencial em relagdo a um padrio igual zero (ODIAN, 2004).

As amostras de polimero e de referéncia eram colocadas em capsulas
especificas, posicionadas em um disco termoelétrico, e eram aquecidas por uma fonte de
calor. O calor era transferido para as amostras por meio do disco e o fluxo de calor
diferencial entre ambas as capsulas era controlado por termopares conectados ao disco.
A diferenca de temperatura entre o polimero e o material de referéncia € proporcional a
variacdo de entalpia, a capacidade calorifica e a resisténcia térmica total ao fluxo

calérico (CANEVAROLO, 2004).

A andlise de inicia com a geracdo da linha de base, que € praticamente horizontal
em toda faixa de temperatura, por meio de um ensaio com cdpsulas vazias. Alguns
desvios podem acontecer, em decorréncia do acimulo de residuos no sensor, vazdo do
géas de arraste e desgaste natural do equipamento. As andlises, tanto para os polimeros
quanto para a obtencdo da linha de base, devem ser realizadas na mesma faixa de
temperatura, taxa de aquecimento e fluxo de gis. A Tg é uma transi¢cdo de segunda
ordem, caracterizada apenas por uma variacdo de capacidade calorifica; portanto,

provoca apenas uma elevacio na linha de base (CANEVAROLO, 2004).
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Para a realizacdo da analise de DSC, pesavam-se cerca de 10 mg de polimero em
uma pequena capsula, que posteriormente era selada em uma prensa. As amostras eram
submetidas a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, usualmente empregada para a
andlise de polimeros, e em uma faixa de temperatura de 0 — 250 °C. O primeiro
aquecimento e resfriamento foram descartados para eliminar a histéria térmica do
material. Para a determinacio da Tg, apenas o segundo aquecimento foi considerado. As

andlises foram feitas em triplicata.

3.5.4. Area Especifica e Diametro Médio de Poro (BET)

A érea especifica de um material é geralmente determinada pela quantidade de
adsorvato necessdria para recobrir a superficie de um adsorvente, na forma de uma
monocamada. Os adsorvatos mais comuns sdo gases. Quando um sélido € exposto a um
gis (sistema fechado e com temperatura constante) ocorre um aumento da massa do
s6lido e diminuicdo da pressdo do gds, até que essas varidveis atingem um valor
constante. A quantidade de gis adsorvida ¢ dependente da natureza dessas espécies. Os
gases mais empregados nesses procedimentos sdo nitrogénio e argdnio, pois exibem

uma adsor¢ao nao-especifica com qualquer sélido (TEIXEIRA ez al., 2001).

Para a obtencdo de informacdes acerca da estrutura porosa de materiais, a
determina¢do da isoterma de adsor¢cdo € fundamental. Ela indica a quantidade de gés
adsorvido em um sélido, a temperatura constante e em fun¢do da pressdo do gis. O
formato da isoterma é fung¢do da porosidade e morfologia do sélido (microporos,
mesoporos e macroporos). O método de Brunauer, Emmett e Teller (BET) ¢
normalmente usado para determinar e representar isotermas de adsorcao fisica e é capaz
de relacionar os valores obtidos a partir de isotermas de adsor¢do com os valores de drea
especifica (para isso, considera o volume da monocamada formada). O método BET ¢é
adequado para a determinagio da drea de mesoporos (20-500 A) e de microporos (< 20

A) (TEIXEIRA et al., 2001; SALIS et al., 2003).

Em um baldo de vidro, a amostra de polimero era pesada, vedada e presa ao
equipamento. Iniciava-se um pré-tratamento, com fluxo de nitrogénio, para manter a
atmosfera inerte. A amostra era submetida a vicuo e aquecimento, na faixa de 0 a 60 °C,

por 24 h. Em seguida, o material era resfriado a temperatura ambiente e colocado em
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um frasco com N, liquido, sendo aquecido novamente. Essa etapa também tinha
duracdo de 24h. Ao final, o baldo era pesado e massa da amostra determinada. Com esse
valor e usando um programa especifico, a drea especifica, o didmetro médio de poro e o

volume médio de poro eram determinados.

3.5.5. Distribuicao de Tamanho de Particula (DTP)

3.5.5.1. Particle Size Distribution Analyser (PSDA)

A determinagdo da distribuicdo de tamanhos de particulas geradas pela
polimerizacdo em suspensdo e particulas casca-nicleo com casca de poli(acetato de
vinila-co-metacrilato de metila) foi feita por meio do software PSDA. Para a sua
utilizagdo, uma micrografia da amostra era obtida por meio de microscopia dptica
(Secdo 3.5.1). No programa, pelo menos 300 particulas eram selecionadas, sendo esse
ndmero recomendado por proporcionar uma boa precisdo para obtengdo da distribuicao

de tamanho de particula.

3.5.5.2. Analisador de Tamanhos de Particula Malvern

A determinacdo da distribuicdo de tamanhos de particulas realizada no
equipamento Malvern baseia-se na técnica de espalhamento de luz laser de baixo angulo
(conhecida genericamente como espalhamento de luz), consistindo em medir os angulos
de difracdo do raio laser, que se relacionam com o diametro da particula (FRANCA e

COUTO, 2007).

Cerca de Sml de amostra eram dispersas em dgua e transferidas para o médulo
do equipamento (Hydro 200S) (usava-se uma bomba de vacuo para retirar o ar do meio
a ser analisado). A andlise ocorria durante 0,5 minutos, usando o comprimento de onda
do infravermelho. As andlises eram feitas em duplicata na temperatura ambiente. Esse
equipamento foi usado para a determinagdo de distribui¢do de tamanhos de particulas
das particulas casca-nicleo, com exce¢do daquelas que apresentavam casca de
poli(acetato de vinila-co-metacrilato de metila). O polimero PMMA/PMMA 2h teve a
sua distribuicdo de tamanhos de particulas determinada pelo analisador LS 13 320,

descrito por BESTETI (2009).
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3.5.5.3. Analisador de Tamanhos de Particula ZETA SIZE-NANO

Nesse equipamento, a determinacdo da distribui¢do de tamanhos € feita por meio
da técnica de espalhamento dindmico da luz. A amostra era iluminada por um feixe de
laser e as particulas mudam de posi¢do no fluido e em respeito as demais, interferindo

na intensidade da luz captada pelo detector.

Esse analisador foi utilizado para a determinac¢io da distribuicdo de tamanhos de
particulas presentes no sobrenadante, ao final das reacdes de polimerizacdo simultinea
em suspensdo e emulsdo. Uma gota da amostra, sem qualquer tratamento prévio, era
recolhida com uma pipeta Pasteur e colocada em uma cubeta de vidro. A cubeta era
preenchida com 4gua destilada e microfiltrada. Em seguida, a cubeta era transferida para
o moédulo do equipamento. As andlises foram feitas em triplicata na temperatura

ambiente.

3.5.6. Determinaciio do Angulo de Contato

Uma superficie hidrofébica € aquela que nio pode ser facilmente molhdvel pela
dgua. Nesse tipo de material, a 4gua ndo forma um filme continuo, mas gotas
individuais, devido as forcas de repeléncia. Uma superficie é considerada hidrofébica se
o angulo de contato com a dgua é maior que 90° e, hidrofilica, se o angulo de contato for

menor que 90° (PRABOWO et al., 2007; NAMEN et al., 2008).

Para a determinacdo do angulo de contato dos polimeros casca-nicleo em
relagdo a 4gua, utilizou-se um tensidmetro descrito na Se¢do 3.3. Primeiramente, foram
preparadas pastilhas dos materiais poliméricos a serem analisados, utilizando uma
prensa. Em seguida, com um paquimetro, determinava-se o didmetro e a espessura dessa
pastilha, j4 que esses parametros devem ser informados ao programa do tensidmetro.
Em seguida, essa amostra era colocada na balanca do equipamento, com o auxilio de
uma pequena garra (acessorio proprio do equipamento). As andlises eram feitas em

duplicata na temperatura ambiente.

3.5.7. Analise Gravimétrica
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As conversdes de mondmero ao longo da polimerizagdo em suspensdao e da
polimerizacdo simultinea em suspensdo e emulsdo foram obtidas por andlise
gravimétrica. As amostras eram retiradas do reator com o auxilio de um tubo cilindrico
com diametro de 0,5 cm e, em seguidas depositadas em cdpsulas de aluminio, contendo
quatro gotas de solu¢cdo 1% (p/p) de hidroquinona. Ao final da rea¢cdo, as amostras eram
mantidas em uma estufa de circulagdo a 65 °C até massa constante. A conversdo era

calculada pela Equacio 3.1:

M =M, -M,)
¢0rg 'Ma

(3.1)

sendo My a massa de polimero seco (contendo a massa da cdpsula e a massa de
hidroquinona seca), M. a massa da cdpsula, My, a massa de hidroquinona seca, M, ¢é a
massa da amostra retirada do reator de polimerizagdo e Qo a fra¢io organica inicial do

sistema (polimero e mondmero).

Essa mesma metodologia foi usada para determinar o teor de sdélidos no
sobrenadante. Apds a completa decantagdo do polimero, o sobrenadante era separado.
Em um béquer com solucdo 1% (p/p) de hidroquinona, pesava-se uma quantidade
sobrenadante, que permanecia em estufa (a 65 °C) até massa constante. O teor de
sOlidos foi obtido como a relacdo entre a massa de polimero final e a massa de

sobrenadante presente inicialmente no béquer.

3.5.8. Picnometria

A picnometria foi utilizada para a determinacdo da densidade relativa de
amostras solidas. O picndmetro (Roni Alzi Vidros) utilizado tinha um volume de 50 ml,
requerendo manipulag@o cuidadosa para que ndo houvesse qualquer influéncia durante a
determinacdo das massas. A primeira etapa consistia na determinacdo da massa do
picnometro, completamente vazio e seco. Em seguida, o picnOmetro era
cuidadosamente preenchido com o solvente, de forma a evitar a formagdo de bolhas. Ao
final do preenchimento, o picndmetro era tampado e o excesso de solvente escorria pelo
capilar. Esse excesso era seco com lenco de papel e o picndmetro era colocado na
balanca, para a determinacdo da massa de picndmetro com solvente. Essa etapa era
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usada para calibracio. Ao final da pesagem, o solvente era descartado e o picndmetro
era completamente seco com nitrogénio gasoso. Dessa forma, iniciavam-se as medidas
com o polimero. Novamente, o picndmetro era pesado, vazio e seco. Em seguida,
adicionava-se cerca de 1g de polimero, tomando o cuidado de distribui-lo
uniformemente no fundo do picndmetro. Determinava-se a massa do picndmetro com o
polimero. Entdo, o picndmetro (contendo o polimero) era preenchido com o solvente (de
forma a evitar a formagdo de bolhas), tampado e pesado, determinando-se a massa do
conjunto (picndmetro, polimero e solvente). Essas medidas foram realizadas em
triplicata. Ao final de cada uma das medidas, o picnOmetro era limpo apenas com
solventes (dlcool e acetona) e seco, para iniciar uma nova medida. O solvente utilizado
foi o ciclohexano (com densidade conhecida), sendo a densidade das amostras pode ser

calculada da seguinte forma:

(My — M3) X pg
My — My) — (M5 — My + M3 —my) (3.2)

pp =

sendo M; a massa do picndmetro vazio e seco (primeira etapa), M, a massa do
picndmetro com solvente (primeira etapa), Mz a massa do picndmetro (segunda etapa),
M, a massa do picndmetro + amostra, Ms a massa do picndmetro + amostra + solvente,

pr a massa especifica da amostra e ps a massa especifica do solvente.

A determina¢do das densidades dos polimeros casca-nicleo foi feita apenas para
as amostras contendo casca e nucleo de poli(estireno) e de poli(metacrilato de metila) e

nas amostras que apresentam divinilbenzeno da sua composi¢ao.

3.5.9. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia de infravermelho permite identificar qualitativamente a
composicdo de uma amostra. Essa técnica baseia-se no principio de que as ligacdes
quimicas de uma substancia possuem freqiiéncias de vibragdes especificas associadas a
diferentes niveis de energia. Essas freqiiéncias podem ser observadas quando a amostra

¢ submetida a incidéncia de luz de infravermelha e possui comprimentos de onda na
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faixa de 400 a 4000 cm™ (SILVERSTEIN ez al., 2005). A determinagio da composi¢do
por FT-IR foi realizada nas amostras que contendo copolimeros, a fim de verificar se a
copolimerizacdo de fato ocorreu. As amostras eram analisadas na forma sélida, no

espectrometro descrito na Se¢do 3.3
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CAPITULO 4

Materiais e Métodos I1:

Imobilizacao de Enzimas

O objetivo do presente capitulo é descrever a metodologia empregada para a
determinagdo dos parametros de eficiéncia de imobiliza¢do, rendimento da
imobilizacdo, reten¢do de atividade e estabilidade da lipase B de Candida antarctica,
imobilizada nos polimeros com morfologia casca-nicleo produzidos pela polimeriza¢ao
simultanea e suspensdo e emulsdo. O procedimento usado para a determinacdo da
atividade enzimadtica e dos parametros de imobilizacdo estd descrito em detalhes na
literatura (OLIVEIRA er al., 2006; ALMEIDA et al., 2008; CUNHA et al., 2008;
CUNHA et al., 2009; BRANCO et al., 2010).

4.1. Materiais e Equipamentos

1. Lipase B de Candida antarctica (CAL-B), na forma soldvel, fornecida pela Novo
Nordisk;

2. Lipase B de Candida antarctica (CAL-B) na forma imobilizada, denominada
Novozyme 435, fornecida pela Novozymes (atividade nominal = 10000 Ul/g);

3. Etanol, fornecido pela Vetec Quimica Fina com pureza minima de 99%, sendo usado
no tratamento dos suportes empregados na imobilizacdo de enzimas;

4. Agua destilada, empregada no tratamento dos suportes empregados na imobilizacio
de enzimas;

5. Solucdo tampado de fosfato de s6dio de S mM e 25 mM e com pH igual a 7,0;

6. p-Nitrofenil laurato, fornecido pela Fluka com pureza minima de 98%, empregado
como substrato para a hidrdlise;

7. Acetonitrila, grau UV/HPLC, fornecido pela Tedia Company Inc. com pureza

minima de 99,9%, usado como substrato para a hidrélise;
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8. Dimetilsulféxido (DMSO), grau HPLC/SPECTRO, fornecido pela Tedia Company
Inc. com pureza minima de 99,8%, sendo usado como substrato para a hidr6lise;

9. Acido oléico para sintese, fornecido pela Vetec Quimica Fina com pureza minima de
99%;

10. Accurel® MP 1000, fornecido pela Membrana GmbH e a base de polipropileno,
suporte comercial usado como compara¢do ao desempenho dos materiais poliméricos
desenvolvidos (tamanhos de particulas < 1500 pm);

11. Espectrofotometro (Shimadzu, modelo Multi-Spec 1501), usado para a
determinacdo da atividade de hidrdlise. Esse equipamento possui um banho termostatico
acoplado, de forma a manter a temperatura adequada para os testes enzimaticos. A
temperatura foi mantida em 30 °C (por meio de um banho de aquecimento ética, modelo
TIC-17RGTA) e as leituras de absorbancia foram feitas no comprimento de onda de 410
nm;

12. Espectrofotdometro (Shimadzu, modelo UV-1800), usado para a determinacio da
atividade de hidrdlise. Esse equipamento possui um banho termostitico acoplado, de
forma a manter a temperatura adequada para os testes enzimaticos. A temperatura foi
mantida em 30 °C (por meio de um banho de aquecimento ética, modelo TIC-17RGTA)
e as leituras de absorbancia foram feitas no comprimento de onda de 410 nm;

13. Titulador (Metler Toledo, modelo DL50), usado para a determina¢do da quantidade
de éster formado na rea¢do de esterificaco;

14. Reatores de vidro de 5 ml, com banho termostatico acoplado, para a realizacdo das
reacOes de esterificagdo.

15. Placas magnéticas para a realizacdo das reagdes de esterificacdo;

16. Sistema de filtracdo a vicuo para a purificacdo dos suportes contendo os

biocatilisadores.

4.2. Imobilizacao de Lipase por Adsorc¢ao Fisica

A primeira etapa do procedimento padrdao usado para a imobiliza¢do da lipase B
de Candida antarctica consistia no tratamento dos suportes poliméricos. Pesava-se 1g
de suporte e, em seguida, o material era colocado em contato com 10 ml de etanol por
30 minutos. Apds esse periodo, adicionavam-se 10 ml de dgua destilada, sendo que essa

mistura permanecia em contato com o polimero por mais 10 minutos. A mistura final
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era colocada em um sistema de filtracdo a vacuo. O suporte tratado era continuamente
lavado com &4gua destilada, até eliminar completamente o odor do dlcool. Ao final, o
suporte era colocado em contato com a solu¢do de fosfato de sédio (25 mM) por cerca
de 1 minuto e, depois, filtrado novamente. O suporte seco era guardado em um tubo do
tipo falcon. Ao final desse procedimento, 1g de suporte era colocado em contato com 10
ml de solucdo lipdsica (com diferentes unidades, sendo que a diluicio da solugdo
enzimdtica inicial era feita em tampdao 5 mM), sendo essa suspensdo mantida sob

agitacdo constante de 250 rpm e na temperatura de 4 °C.

O processo de adsor¢do da lipase nos suportes foi acompanhado por meio da
determinacdo da sua atividade hidrolitica com p-nitrofenil laurato, utilizando o
sobrenadante da suspensio lipase/suporte. Para isso, cerca de 5 minutos antes de iniciar
a medicdo da atividade, a suspensdo de lipase/suporte era retirada da agitacio, a fim de
que o material sélido decantasse (0s suportes casca-nucleo apresentavam esse
comportamento, ja o Accurel MP 1000 permanecia na superficie da suspensdo). A
solucdo de substrato da reacdo de hidrdlise era constituida por 8 mg de p-nitrofenil
laurato, 5 ml acetonitrila € 5 ml DMSO. No preparo do meio reacional para a enzima,
2,2 ml de solu¢do tampao de fosfato de sédio (25 mM e pH 7,0) e 0,25 ml de solucdo de
substrato eram termostatizados a 30 °C, no préprio espectrofotdmetro. Ao atingir a
temperatura desejada, 0,05 ml do sobrenadante da suspensdo lipase/suporte era
adicionado, iniciando-se a rea¢do que leva a formacdo do produto croméforo p-nitro
fenol. O progresso da reacdo era acompanhado por espectrofotometro com leituras de
absorbancia a 410 nm. Com isso, obtinha-se o valor da atividade hidrolitica naquele
instante, determinada de acordo com a Equacdo 4.1. Uma unidade internacional (UI) foi
definida como a quantidade de enzima necesséria para formar 1,0 umol de p-nitro fenol

por minuto, nas condi¢des do ensaio.

Esse procedimento foi realizado durante todo o processo de imobilizacdo (24
horas), ao final do qual se considerava que a imobiliza¢do ja ndo ocorria de forma
significativa. Como a enzima adsorvia no suporte ao longo do tempo, a atividade
hidrolitica do sobrenadante diminufa. A atividade inicial da solucdo lipasica (antes da
mistura com suporte) também era determinada e, nesse trabalho, teve valores que
variaram de 40UI a 800UI, como serd detalhado nas préximas secdes. Ao final da etapa

de imobilizacdo, o biocatalisador (nesse trabalho, esse termo referencia-se ao suporte ja
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com a enzima imobilizada) era separado, por filtracdo simples, lavada com dagua

destilada e armazenado a 4 °C.

(Abs/min) XVfinale

A = (4.1)

Va m

Sendo:
A’: atividade lipasica, [UI/ml] ou [Ul/g de suporte];
Viina: Volume final do meio reacional [ml];
Vam: volume da amostra, [ml] ou massa do suporte [g];

f: fator obtido na curva de calibracdo de p-nitro fenol [mM].

4.3. Dosagem da Atividade Hidrolitica do Biocatalisador

A determinacdo da atividade hidrolitica de p-nitro fenil laurato com a formacao
do produto croméforo p-nitro fenil também foi usada para a determinacio da atividade
do biocatalisador, de forma similar ao descrito anteriormente. Nesse caso, adicionava-se
cerca de 10 mg de biocatalisador na solucdo de substrato e, a medida que a reagdo
prosseguia, ¢ em determinados intervalos de tempo, uma amostra era retirada e
analisada por espectrofotometro com leituras de absorbancia a 410 nm. A atividade
hidrolitica foi determinada de acordo com a Equacgdo 4.1. Uma unidade internacional
(UD) foi definida como a quantidade de enzima necessédria para formar 1,0 pumol de p-

nitro fenol por minuto, nas condi¢des do ensaio.
4.4. Determinacao dos Parametros de Imobilizacao

Com a determinacdo dos valores de atividade enzimética ao longo do processo
de imobilizacdo e da atividade do biocatalisador, os pardmetros de imobiliza¢do foram

determinados, de acordo com as Equacdes 4.2 a 4.5, detalhadas a seguir (FREIRE,
1998).
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Eficiéncia de Imobilizac¢do (Eino)

E,, (%>=U“#100 4.2)

Reteng¢do de Atividade (R,)

R, (%)=U"’;]0—‘100 (4.3)

teo

Rendimento de Imobilizacdo (1)

n(%):%.loo (4.4)

c

Sendo que:

Uimo: unidades totais de enzimas imobilizadas (atividade do biocatalisador) [UI];

U:: unidades totais de enzimas que s3o colocadas na etapa inicial da
imobilizac¢ao [UI];

Us: unidades totais de enzimas que nfo reagiram com o suporte € estdo presentes
no sobrenadante [UI];

Uieo: unidades totais de enzimas teoricamente imobilizadas, definido como:

Upoo = U, — U 4.5)

4.5. Dosagem da Atividade de Esterificacao do Biocatalisador

A atividade de esterificacdo foi quantificada por meio da reacdo entre acido
oléico e etanol, que era conduzida na temperatura de 40 °C e durante 2 horas. O etanol
utilizado nessa etapa era colocado previamente em contato com uma peneira molecular,
a fim de eliminar a 4gua que pudesse influenciar na reacdo de esterificagdo. Utilizavam-

se 9¢g de 4cido oléico, 1,5 g de alcool tratado e 3% (m/m) de enzima. O meio reacional
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permanecia em reator aberto, com banho acoplado para manutencdo da temperatura. A
agitacdo empregada era magnética. Em intervalos determinados, aliquotas de 200 ul
eram retiradas do meio reacional, sempre em triplicata. Para a extra¢do do 4cido oléico
da mistura contida na aliquota, adicionavam-se 20 ml de solu¢@o de acetona com alcool
(1:1) (v/v). Essa solu¢do também paralisava a reacdo. A quantidade de 4cido oléico
consumido foi determinado por titulacio com NaOH (0,02 N), utilizando o titulador
descrito na Se¢do 4.1. Uma unidade de atividade enzimatica de esterificacao foi definida
como a quantidade de enzima que esterifica 1,0 pmol de 4cido graxo por minuto, nas

condi¢des do ensaio. A atividade enzimatica era determinada pela seguinte equacao:

A= Vg— Vb)X1000XNXVfinal
tXVeXM

(4.6)

Sendo:

A: atividade de esterificacdo [pmol/ min. Mg ou Ul/g];

Va: volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra retirada no tempo zero [mL];
Vy: volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada apds o tempo t [mL];
N: normalidade da solu¢cdo de NaOH [mmol/mL];

Viinal :volume final de meio reacional [mL];

M: massa da enzima imobilizada utilizada na reac¢do [g];

V.: volume da aliquota do meio reacional retirada para titulacdo [mL];

t: tempo [min].

4.6. Estabilidade de Estocagem

A enzima imobilizada (na forma liofilizada) era estocada em um dessecador a
vicuo, em temperatura ambiente e durante 65 dias. Durante esse periodo, foi feita a
determinacdo de sua atividade hidrolitica, a fim de determinar a sua estabilidade. O
objetivo era identificar a eventual perda de atividade por conta da dessor¢do,

desnatura¢@o ou inibicao por interacdo com o suporte.

60



CAPITULO 5

Resultados e Discussao I:

Reacoes de Polimerizacao

Este capitulo tem como objetivo fundamental analisar o desenvolvimento de
particulas poliméricas com morfologia casca-nicleo por meio da polimerizacdo
simultinea em suspensdo e emulsdo, para serem aplicacdo como suportes para a
imobilizacdo de enzimas. Além disso, faz-se um estudo detalhado das varidveis que

influenciam a formacao da estrutura porosa nesse processo de polimerizacgao.

5.1. Introducao

A polimerizacdo simultdnea em suspensdo e emulsdo é capaz de produzir
materiais com estrutura bastante peculiar e a grande vantagem de sua utiliza¢do para a
producdo de suportes poliméricos € que, em uma Unica etapa € sem a presenca de
quaisquer outros aditivos, sdo formados produtos com boas caracteristicas morfoldgicas.
Além disso, a composi¢do da casca pode ser facilmente alterada para se adaptar as
propriedades das enzimas a serem imobilizadas. Nenhuma funcionalizacdo se faz
necessdria, diferentemente de muitos suportes disponiveis atualmente, o que torna o
processo de obtencdo simplificado e com baixo custo, condi¢des necessdrias e

adequadas para a obtenc¢@o de bons suportes.

BESTETI (2009) fez um estudo detalhado sobre particulas com morfologia
casca-nucleo com distintas composi¢des no nicleo e na casca. A andlise dos valores de
area especifica e didmetro de poro apresentados por esses materiais comprovaram que
esses materiais Sao suportes potenciais para a imobilizacdo de enzimas. Dessa forma,
esses polimeros foram empregados para os testes enzimdticos iniciais, como sera
detalhado no préximo capitulo. A partir dos estudos prévios, diversas melhorias
puderam ser sugeridas, conforme serd detalhado nas proximas secdes. A Tabela 5.1
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sintetiza algumas caracteristicas desses materiais, fundamentais para a imobilizagdo,

como area especifica e diametro de poro.

Tabela 5.1: Caracteristicas de polimeros casca-nucleo preparados por BESTETI (2009).

Polimeros Dp [f&] Area Especifica
[m*/g]
PS/PS 4 218.,8 7.9
PS/PMMA 2 141,2 36,7
PS/PMMA 28 133,3 30,5
PS/PMMA 4 195,0 0,9
PS/PVAc 2 0,0 0,0
PS/PVAc-co-PMMA 3 0,0 0,0
PS/PVAc-co-PMMA 3S 0,0 0,0
PS/PS-co-PC 2 251,2 6,2
PMMA/PS 2 2723 8,7
PMMA/PS 4 354,0 3.4

* . . N o~ , N
Na nomenclatura, o primeiro nome refere-se a composi¢do do nicleo e, o segundo, 2
composi¢do da casca. O nimero representa 0 momento (em horas) de adi¢do da mistura reacional da

emulsdo. S representa que o material foi saponificagdo.

A Tabela 5.1 mostra que BESTETI (2009) explorou principalmente os materiais
produzidos com nicleo de poli(estireno). Observou-se que a natureza do material
produzido em emulsdo afetava significativamente a morfologia das particulas casca-
ntcleo produzidas. Por isso, foram propostas algumas modificacdes nessas composi¢des
basicas, a fim de melhorar os desempenhos dos suportes poliméricos na imobiliza¢do de
enzimas. Em particular, pretendia-se aumentar a drea especifica das particulas. E
importante ressaltar que os valores de drea especifica obtidos sdo referentes a particulas
toda, ou seja, considera a casca e o nucleo, cuja drea especifica € muito baixa e proxima

de zero.

5.2. Polimeros Casca-Nucleo de Poli(metacrilato de metila)
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O poli(metacrilato de metila) (PMMA) é um material com boa resisténcia
mecanica e com menor polaridade que o poli(estireno) (PS). Como demonstrado por
BESTETI (2009), a adicio de PMMA na composi¢do de polimeros casca-nicleo gerou
particulas com uma 4rea especifica considerdvel e, como serad detalhado posteriormente,

bons parametros de imobilizagao.

O PMMA apresenta um efeito gel bastante pronunciado e, portanto, o nticleo
atinge uma elevada viscosidade rapidamente, o que, conseqiientemente, dificulta a
captura de particulas geradas pela emulsio (LENZI 2002, LENZI er al., 2003;
BESTETI 2009). Por isso, foi proposta a andlise das caracteristicas da casca formada
para trés valores distintos de durag¢do da etapa de suspensdo, que foram 30 minutos, lh e
2h. A etapa de suspensdo com 4h de duracdo ndo foi considerada, pois os resultados
mostrados por BESTETI (2009) indicavam que a casca formada era bastante fina; ou
seja, ocorria baixa eficiéncia de captura das nanoparticulas geradas pela polimerizacdao

em emulsio.

Nas particulas poliméricas a base de poli(metacrilato de metila), foi proposta a
adicdo de benzoato de vinila, com duracdo da etapa de suspensdo de 1h e 2h. O uso de
benzoato de vinila foi proposto como uma alternativa a produ¢do de uma casca
contendo acetato de vinila. Quando acetato de vinila foi usado para preparar a casca, as
particulas apresentavam drea especifica igual a zero (BESTETI, 2009), o que impedia a

imobilizacdo de enzimas. Maiores detalhes serdo fornecidos no préximo capitulo.

5.2.1. Nucleo de Poli(metacrilato de metila)

As micrografias das particulas de poli(metacrilato de metila) (PMMA), obtidas
por meio da polimerizacdo em suspensdo com duracdo de 30 minutos, 1h e 2h,
denominadas respectivamente de PMMA 30 min, PMMA 1h e PMMA 2h, estdo
ilustradas na Figura 5.1. Apesar das polimerizagdes terem sido conduzidas com
diferentes duragdes, as morfologias obtidas foram bastante similares, com particulas
esféricas e larga distribuicdo de tamanhos. As particulas poliméricas de PMMA 30 min
e PMMA 1h apresentam-se um pouco aglomeradas e isso ocorre por causa da alta

viscosidade do material € menores conversoes.
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(A)

(©)
Figura 5.1: Micrografias de PMMA resultantes da polimerizacdo em suspensao com
duracdo de (A) 30 min, (B) 1h e (C) 2h.

As distribui¢des de tamanhos de particulas estdo ilustradas na Figura 5.2.

64



25

20

160

180

25

20 4

-
o
1

Volume [%]
B
1

20

40

60

80 100
Dp [um]

120

140

160

180

(B)

25

20

=
o
1

Volume [%]
s
1

80 100
Dp [um]

T
120

T
140

—
160

180

(&)

Figura 5.2: Distribui¢do de tamanhos de particulas de (A) PMMA 30 min, (B) PMMA

1h e (C) PMMA 2h, resultantes da polimeriza¢do em suspensao.
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Para PMMA 30 min, o didmetro médio das particulas foi de 52,6 pm; para
PMMA 1h, o didmetro médio foi de 44,6; e para PMMA 2h, foi de 51,2 um. Esses
didmetros sdo similares, indicando que a duragdo da etapa de suspensdo ndo influencia
de forma aprecidvel essa propriedade. Esses tamanhos sdo inferiores aos apresentados
por SANTOS (2007) mas isso estd relacionado com o uso de condi¢des operacionais
ligeiramente distintas das utilizadas por ele. Observa-se, no entanto, que as DTPs sdo
um pouco diferentes, em funcdo do bem conhecido mecanismo de quebramento
(predominante no infico) e coalescéncia (predominante no final), que desloca as modas

da DTP ao longo do tempo.

A evolucdo da conversdo de uma reacdo de polimerizacdo em suspensdo de
MMA com duracdo de 2h é mostrada no grafico da Figura 5.3. Ao final de 2h, a
conversdo alcancada estd em torno de 80%. Pode-se notar ainda que, com pouco tempo

de rea¢do, a conversdo alcanca valores elevados, em conseqiiéncia do efeito gel.
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Figura 5.3: Conversao de PMMA.

As distribui¢cdes de massas molares das particulas de PMMA, oriundas apenas
de uma etapa de polimeriza¢do em suspensio estdo ilustradas na Figura 5.4. Os valores
de massa molar ponderal média (Mw) e indice de polidispersdo sdo apresentados na
Tabela 5.2. Os valores de Mw sdo bastante elevados para todos os casos e pode-se

notar a formacdo de um ombro nas curvas de distribuicdo de massas molares. Esse
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comportamento € conseqiiéncia do efeito gel, comum nas polimeriza¢des envolvendo
metacrilato de metila. Em funcio da reducio das taxas de terminacdo, as distribui¢des
de massas molares sdo deslocadas para valores mais altos com o aumento da conversao.
A reducdo subseqiiente da concentragdo de mondmero promove a reducdo final das
massas molares médias. Os valores de Mw sdo similares aos encontrados por SANTOS

(2007) para polimeriza¢des de PMMA em suspensao.

1.2
—— PMMA 30 min
——PMMA 1h
1.0 —— PMMA 2h
0.8
<‘ 0.6 |
>
0.4
0.2
0.0 - — T ——
1000 10000 100000 1000000 1E7 1E8
Mw [Da]
Figura 5.4: Distribui¢do de massas molares de PMMA (m) 30 min, (¥) lhe
(A) 2h.
Tabela 5.2: Valores de Mw e IP de PMMA.
PMMA Mw [Da] 1P [-]
30 min 409x10° 4,3
1h 534x10° 5,7
2h 451x10° 3,9

Pode-se concluir, portanto, que a polimerizacdo em suspensdo de metacrilato de
metila resulta em altas conversdes com pouco tempo de reacdo. Essa caracteristica

decorrente do efeito gel afeta diretamente as outras propriedades do material.

5.2.1.1. Casca de Poli(metacrilato de metila)
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As particulas de polimero com nucleo e casca de poli(metacrilato de metila)
obtidas ao final de diferentes tempos de etapa de suspensdo, 30 min, 1h e 2h, foram
denominadas respectivamente de PMMA/PMMA 30 min, PMMA/PMMA 1h e
PMMA/PMMA 2h. Micrografias dos materiais obtidos estdo ilustradas na Figura 5.5.
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Figura 5.5: Micrografias de PMMA/PMMA (A) 30 min, (B) lh e (C) 2h.

As micrografias das particulas de PMMA/PMMA obtidas indicam que esses

materiais sdo bastante porosos. Os polimeros casca-nicleo produzidos com duracio da

etapa de suspensdo de 30 min e 1h foram similares, em relagdo ao maior recobrimento
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das particulas do nucleo. Com relacdo as particulas produzidas com duracdo da

polimerizacdo em suspensdo de 2h, as particulas ndo se apresentaram perfeitamente

recobertas, uma vez que a viscosidade do nucleo era muito elevada e dificultava a

captura das particulas emulsificadas, geradas pela polimerizagdo em emulsdo. Porém,

nesse Ultimo caso, a deposi¢do das nanoparticulas ao redor do nicleo parece ser mais

organizada, deixando mais evidente a porosidade da casca.

Os valores do teor de sélidos, diametro médio das particulas emulsificadas

(Apéndice A, Figuras Al e A2), massa molar ponderal média e indice de polidispersiao

das particulas presentes no sobrenadante sdo apresentados na Tabela 5.3. As

distribui¢cdes de massas molares estdo ilustradas na Figura 5.6.

Tabela 5.3: Valores do teor de sélidos, didmetro médio, Mw e IP das particulas do

sobrenadante de PMMA/PMMA.
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Figura 5.6: Distribuicdo de massas molares do sobrenadante de PMMA/PMMA.

PMMA Teor de Diametro Médio Mw P
Solidos [%] [nm] [Da] [-]
30 min 13,72 £ 0,08 265,7+43 322x10° 5.5
1h 4,67 + 0,08 2322 +3,0 3,3x10° 1,5
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A medida que a duracio da etapa de polimerizacio em suspensio aumenta, o
teor de sdlidos e a massa molar ponderal média das particulas emulsificadas diminuem,
indicando uma captura mais eficiente pelo nucleo. Apesar de com 30 min de duracio da
etapa de suspensdo a conversdo e o valor de Mw serem elevados (como mostrado
anteriormente), as particulas geradas pela polimerizacdo em suspensdo ainda nio estdo
suficientemente viscosas € pegajosas e, portanto, ndo sdo capazes de capturar as
nanoparticulas emulsificadas de forma eficiente. Isso também justifica os menores

didmetros das particulas.

As distribui¢des de massas molares dos polimeros casca-nicleo de PMMA estdao

ilustradas na Figura 5.7 e os valores de Mw e IP sdo apresentados na Tabela 5.4.
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Figura 5.7: Distribuicdo de massas molares de PMMA/PMMA (m) 30 min, (®) 1he
(A)2h.

Tabela 5.4: Valores de Mw e IP de PMMA/PMMA.

PMMA Mw [Da] IP [-]

30 min 523x10° 73
1h 677x10° 4,2
2h 435x10° 3,8
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Pode-se notar que as curvas apresentam caracteristicas bimodais e com elevados
valores de Mw e IP em todos os casos. As massas molares médias sdo maiores que as
obtidas em suspensdo, por causa das particulas produzidas em emulsdo, com maiores
massas molares médias. Portanto, esses valores sdo muito influenciados pela
distribuicdo de massas molares do PMMA, tanto na suspensdo quanto na emulsdo.
Quando a suspensdo tem dura¢@o de 2h, o valor de Mw diminui, indicando uma maior
interacdo entre nicleo e casca, como observado por LENZI (2002), LENZI et al. (2003)
e BESTETI (2009). Nesse caso, as particulas casca-ntcleo comportam-se como se
fossem oriundas de apenas uma polimerizacdo em suspensdo, indicando que a
polimerizacdo em emulsdo ndo foi eficiente, ajudando a explicar a inexisténcia de casca
como observado por LENZI (2002), LENZI et al., (2003) e BESTETI (2009). Nos
ultimo caso, os indices de polidispersdo sdo compativeis aos obtidos em suspensio,

reforcando a idéia de que a reagdo em emulsdo ndo foi eficiente.

As particulas de PMMA/PMMA 30 min apresentaram Tg no valor de 116,5 °C;
as particulas de PMMA/PMMA 1h apresentaram Tg de 121,4 £ 0,4 °C e as particulas de
PMMA/PMMA 2h apresentaram Tg de 113,4 °C. Com a duracdo da etapa de suspensdo
de 1h, as particulas poliméricas apresentaram o maior valor de Tg e isso pode estar
relacionado as massas molares mais elevadascom uma formac¢do mais efetiva da casca

ao redor do nucleo (Apéndice B, Figuras B1 — B3).

As distribui¢des de tamanhos de particulas sdo apresentadas na Figura 5.8.
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Figura 5.8: Distribuicio de tamanhos de particulas de PMMA (A) 30 min, (B) 1h e (C)
2h.

Os diametros médios das particulas de PMMA/PMMA 30 mim, PMMA/PMMA
1h e PMMA/PMMA 2h foram respectivamente, iguais a 206,1 um, 201,2 ym e 212,9
um. Esses valores sio superiores aos encontrados para os respectivos nucleos, indicando
que houve a formacio de aglomerados. Nao foi observada diferenca significativa dos
tamanhos médios de particulas para diferentes duracdes da etapa de polimerizacdo em
suspensdo. Esse comportamento, de aumento da distribuicdo de tamanhos, também foi
constato por LENZI et al. (2003), ZHENQIAN ez al. (2008), BESTETI, (2009) e PENG
et al. (2011). Portanto, a formacdo da casca porosa ¢ acompanhada de aglomerados. No
caso da suspensdo de 2h, observa-se com clareza a formacdo de multiplas modes,

caracteristica dos processos de aglomeracao.
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Os valores de area especifica, diametro médio de poro e angulo de contato para
os polimeros casca-nicleo de PMMA sdo apresentados na Tabela 5.5. A determina¢do
do angulo de contato permite mensurar o grau de hidrofobicidade dos polimeros
desenvolvidos e verificar a sua interacio com a enzima imobilizada, como sera

apresentado no préximo capitulo.

Tabela 5.5: Valores de drea especifica, didmetro médio de poro e angulo de

contato de PMMA/PMMA.
Area Especifica Dp Angulo de Contato
PMMA 5 .
[m/g] [A] [°]
30 min 6,1 175,4 70,81 £2,61
1h 5,0 211,6 74,50 £ 3,66
2h 3,7 213,6 75,67 +0,83

Quanto menor a duracdo da etapa de suspensdo, maior € o valor da area
especifica; porém os valores encontrados ndo exibem uma grande diferenca entre si. Os
valores apresentados na Tabela 5.5 s3o compativeis com valores reportados
anteriormente por BESTETI (2009). E interessante observar que BESTETI (2009)
observou uma relagdo entre o didametro médio de poro e as dimensdes caracteristicas
das particulas emulsificadas presentes no sobrenadante, confirmando a idéia de que
essas nanoparticulas se agregam umas sobre as outras para gerar a porosidade final do
material. Esse efeito ndo pode ser observado na série de reacdes de PMMA realizadas.
Em relag@o ao angulo de contato, todos os materiais sdao hidrofilicos (angulo de contato

menor que 90°) e também ndo apresentam diferencas significativas entre si.

5.2.1.2. Casca de Poli(metacrilato de metila-co-benzoato de vinila)

O benzoato de vinila foi escolhido como um possivel substituto do acetato de
vinila na formagdo da casca. As particulas poliméricas desenvolvidas por BESTETI
(2009) com nucleo de poli(estireno) e com casca de poli(acetato de vinila) (PS/PVAc) e
de poli(acetato de vinila-co-metacrilato de metila) (PS/PVAc-PMMA) apresentavam
area especifica igual a zero (conforme demonstra a Tabela 5.1) e isso impede a adsor¢ao

efetiva de enzimas (como serd mostrado no préximo capitulo). BESTETI (2009)
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verificou que a formacdo da casca porosa estd diretamente relacionada com a
temperatura de transi¢do vitrea do material constituinte da casca. Como propde-se em
utilizar um éster de vinila para posteriormente realizar a saponificacdo e induzir a
formacdo de poros, o benzoato de vinila foi escolhido como alternativa, ja que a sua Tg

estd em torno de 70 °C (BRANDUP ez al., 1999).

Dessa forma, alguns testes de polimeriza¢ido foram propostos, a fim de verificar
as condi¢des reacionais adequadas para polimerizar o benzoato de vinila e verificar as
propriedades do polimero obtido, principalmente em relacdo ao valor da Tg. A
homopolimeriza¢cdo ndo conduziu a bons resultados, originando um produto viscoso e
de dificil manipulagdo. Esse comportamento foi provavelmente decorrente da baixa
conversdo atingida, apesar da reacdo ter tido uma duracdo de até 5 horas. Diante disso,
optou-se por realizar a copolimerizagdo com o metacrilato de metila (MMA), ja que
esse mondmero tem boa reatividade e os parAmetros de imobilizacdo em suportes com
sua participacdo na composi¢do exibiram bons resultados (como serd mostrado no

préximo capitulo).

Dessa forma, diferentes quantidades de metacrilato de metila foram
copolimerizadas com o benzoato de vinila em massa. As amostras finais eram sé6lidas
em todos os casos e foram submetidas a andlise de DSC para determina¢do de suas
respectivas Tg. Com esses dados, informacdes sobre a efetiva incorporagdo do benzoato
de vinila, bem como da possibilidade da formacdo de uma casca porosa por meio de
processo de polimerizacdo simultanea em suspensio e emulsdo, foram obtidas. Foi feito
um teste com metacrilato de metila puro, que foi utilizado com referéncia. As
quantidades de cada mondmero e os resultados de Tg para a copolimerizacdo de
metacrilato de metila e benzoato de vinila estdo indicados na Tabela 5.6 e os gréficos de

DSC estdo ilustrados no Apéndice B (Figuras B4-B7).

A andlise dos valores mostrados pela Tabela 5.6 permite perceber que a medida
que a quantidade de benzoato de vinila no meio reacional aumenta, ocorre uma reducdo
do valor de Tg do polimero final. Esses dados indicam incorporacdo de benzoato de
vinila no copolimero final. Entre as amostras REC1 e REC2, com a diminuicdo da

quantidade de metacrilato de metila, ndo houve uma modificacdo considerdvel no valor
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de Tg. Contudo, em REC3 a mudanca no valor de Tg é bem pronunciada. Com isso,
utilizando-se qualquer uma dessas combinacdes, com excecdo de REC4, a Tg do
polimero a ser obtido estard acima de 65 °C, temperatura proposta para a polimerizacao.
Em alguns casos, a temperatura reacional de 85 °C poderd ser mantida, viabilizando a

producido de particulas casca-ntcleo, com casca porosa.

Tabela 5.6: Valores de Tg para a copolimerizacdo de metacrilato de metila e benzoato

de vinila em massa a 85°C.

REC 1 REC2 REC3 REC4
MMA [ml] 2,0 1,6 1,0 0.4
BV [ml] 0,0 0,4 1,0 1,6
Tg [°C] 99,7 99,9 69,1 49,5

No Apéndice C (Figura C1) € apresentado o espectro de FT-IR de uma amostra
de PMMA puro. As bandas de adsor¢@o de ligacdes C=0 localizaram-se em torno de
1722 cm™ e as bandas referentes as ligacdes C-H estavam presentes em 2950 cm™.
Quando foi feita a adi¢cdo de benzoato de vinila (como na reacdo R2), o espectro de FT-
IR (ilustrado na Figura C2, Apéndice C) apresentou bandas em torno de 710 — 800 cm™,
que sdo caracteristicas de anéis aromdticos, como encontrado na estrutura do benzoato
(SILVERSTEIN et al., 2005). Dessa forma, a copolimerizagdo proposta entre
metacrilato de metila e benzoato de vinila de fato ocorre. Isso também pode ser
comprovado pela determinacdo das massas molares das amostras de R1 e R2, ilustradas

na Figura 5.9.
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Figura 5.9: Distribuicdo de massas molares de R1 e R2.
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As curvas de R1 e R2 sdo similares, entretanto, para o caso de R2, hi um
deslocamento para valores maiores. Para R1, a massa molar ponderal média foi de
44x10° e o indice de polidispersdo foi de 3,0. J4 para R2, os valores de Mw e IP sdo
respectivamente iguais a 80x10° e 4,4. A diferenca dos valores de Mw e IP entre as
reacdes R1 e R2 também indicam que houve a incorpora¢do do benzoato de vinila na

estrutura do copolimero.

Com base nesses resultados, a rea¢do contendo 20% de benzoato de vinila na
receita da casca (REC2) foi realizada. A reacdo REC3 nio foi feita, pois a temperatura
do meio reacional seria muito baixa, ndo sendo adequada para o iniciador empregado
(persulfato de potassio). A duracdo da etapa de suspensdo foi de 1h. Um teste inicial
com duragdo de 2h foi feito, mas ndo conduziu a bons resultados. As micrografias das
particulas com nicleo de poli(metacrilato de metila) e casca de poli(metacrilato de
metila-co-benzoato de vinila) (PMMA/PMMA-BV) estio ilustradas na Figura 5.10.
Nessas micrografias, é possivel notar a deposicdo das nanoparticulas ao redor do ntcleo
original. A aglomeracdo das nanoparticulas permite o recobrimento satisfatério do

nucleo, gerando a porosidade final do material.
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Figura 5.10: Micrografias de PMMA/PMMA-BV.

O teor de so6lidos do sobrenadante foi de 13,72 + 0,08%, sendo que o didmetro
médio das particulas emulsificadas ¢ de 203,9 £ 1,5 nm (Apéndice A, Figuras A3).
Esses resultados indicam que a eficiéncia de captura foi baixa. O teor de sélidos foi
superior ao encontrado nas particulas do sobrenadante de PMMA/PMMA 1h, e isso

pode ser explicado pela menor reatividade exibida pela benzoato de vinila, mesmo
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quando copolimerizado com o metacrilato de metila. A andlise de GPC do sobrenadante

esta ilustrada na Figura 5.11.
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Figura 5.11: Distribui¢do de massas molares do sobrenadante de PMMA/PMMA-BV.

Os valores de Mw e IP foram respectivamente iguais a 244x10° Da e 11,1. A
curva € bimodal devido ao efeito gel do metacrilato de metila e o elevado valor de Mw ¢é
caracteristico dos processos em emulsdo. O indice de polidispersdo apresenta um valor
bastante elevado, indicando que o sobrenadante pode conter residuos das particulas que

constituem o nucleo.

A distribui¢do de massas de PMMA/PMMA-BV estd ilustrada na Figura 5.12.
Os valores de Mw e IP foram respectivamente iguais a 451x10> Da e 6,6, inferiores aos
valores apresentados pelas particulas casca-nicleo de PMMA/PMMA 1h, indicando que
a incorporacdo de particulas emulsificadas foi menor. Esse comportamento também
pode estar relacionado com as massas molares das particulas formadas em emulsdo, que
sdo menores. Portanto, o benzoato de vinila altera a reatividade relativa do metacrilato
de metila, afetando as propriedades das nanoparticulas e da formag¢do da casca ao redor
do nicleo. O valor do IP € elevado em ambos 0s casos e isso se deve a combinagdo dos
processos de polimeriza¢do, conforme verificado por LENZI (2002), LENZI et al.
(2003) e BESTETT (2009).
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Figura 5.12: Distribui¢do de massas molares de PMMA/PMMA-BV.

A temperatura de transi¢do vitrea do material produzido foi de 111,5 = 1,1 °C
(Apéndice B, Figura B8), que € inferior a Tg de PMMA/PMMA 1h, sendo que essa
caracteristica é um indicativo de que houve incorpora¢do de benzoato de vinila nas
cadeias de metacrilato de metila. O valor obtido foi semelhante ao do PMMA/PMMA

2h, indicando uma vez mais a relagdo com a massa molar.

A distribui¢do de tamanhos das particulas finais estd ilustrada na Figura 5.13. O
didmetro médio das particulas foi de 194,2 um, ligeiramente inferior ao obtido com o

PMMA/PMMA 1h e indicando processo similar de aglomeracao.
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Figura 5.13: Distribui¢do de tamanhos de particulas de PMMA/PMMA-BV.
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A érea especifica desse material foi de 2,0 m2/g e o didmetro médio de poro foi
de 161,2 A, sendo esses valores inferiores ao encontrados em PMMA/PMMA 1h. Esse
fato permite concluir que a incorporagdo nas nanoparticulas foi influenciada pela baixa
reatividade do benzoato de vinila. Novamente, ndo foi observada a relagdo entre o
didmetro das particulas emulsificadas presentes no sobrenadante com o diametro médio
de poro. Apesar do didmetro das particulas emulsificadas ter mudado pouco, o didmetro
dos poros foi fortemente afetado pela presenca do benzoato de vinila. O angulo de
contato foi de 89,76 + 1,28 e, pode-se confirmar que houve incorporac¢io de benzoato de
vinila e o respectivo aumento do grau de hidrofobicidade, como j4 poderia ser esperado,
j& que o angulo de contato sofreu aumento considerdvel, quando comparado ao PMMA

puro.

As particulas casca-nicleo de PMMA/PMMA-BV foram submetidas a uma
reacdo de saponificacdo com hidréxido de s6dio, com o objetivo de remover
grupamentos de 4cido benzdico e funcionalizar a particulas com grupos dlcoois (por
meio da substitui¢do do anel aromdtico da estrutura). As micrografias desse material,
denominado de PMMA/PMMA-BV SAP, estdo presentes na Figura 5.14. A
saponificacdo nao provocou nenhuma alteracdo aparente na morfologia das particulas
poliméricas, podendo-se notar a estrutura de poros do material € um recobrimento

satisfatorio do nucleo.

A
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Figura 5.14: Micrografias de PMMA/PMMA-BV SAP.

A distribui¢do de massas molares das particulas estd ilustrada na Figura 5.15. A

massa molar ponderal média obtida foi igual a 383x10° Da e o indice de polidispersdo
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foi de 4,6. O valor de Mw foi bastante menor que o do PMMA/PMMA-BV, sendo um

indicativo de que a saponificacdo ocorreu de forma eficiente.
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Figura 5.15: Distribui¢do de massas molares de PMMA/PMMA-BV SAP.

O espectro de FT-IR desse material € apresentado na Figura C3 (Apéndice C),
no qual, néo é possivel notar a presenca de bandas em torno de 3600 cm™, que indicam
a presenca de hidroxilas (SILVERSTEIN ez al., 2005). Isso pode ser conseqiiéncia da
baixa concentracio de hidroxilas frente aos outros componentes do polimero e também
pelo fato da saponificacdo ndo ocorrer em todo material usado na reagdo (ou seja, a
conversdo da saponificacdo nio € de 100%). A Tg do polimero foi igual a 112,3 °C
(Apéndice B, Figura B9), sendo pouco maior que a do polimero casca-nicleo sem

reacdo de saponificacdo, a despeito de menor massa molar do material saponificado.

A distribuicdo de tamanhos das particulas estd ilustrada na Figura 5.16. O
didmetro médio das particulas foi de 256,7 um, similar ao polimero original ndo
saponificado, indicando que o processo de saponificacdo ndo induz a quebra nem a
aglomeracdo das particulas. A darea especifica e o didmetro médio de poro foram,
respectivamente, iguais a 3,4 mz/g € 181,91&. Ambos os valores foram superiores aos
apresentados pelo material ndo saponificado, sendo mais um indicativo de que a
saponificacdo ocorreu e que pode ser usada para gerar poros maiores, contribuindo para
0 aumento na area especifica do material. O angulo de contato foi reduzido para 78,37 +

11,13 °, indicando que a hidrofilicidade do material aumentou com a saponificag¢do. Por
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todas as razOes apresentadas, pode-se dizer que a estratégia de polimerizar ésteres
insaturados e fazer a saponificacdo posterior pode ser muito ttil para preparar suportes

poliméricos.
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Figura 5.16: Distribui¢do de tamanhos de particula de PMMA/PMMA-BV SAP.

5.3. Polimeros Casca-Nucleo Contendo Divinilbenzeno

O divinilbenzeno (DVB) ¢ um mondmero duplamente insaturado e por isso pode
ser usado como agente reticulante ligando cadeias poliméricas. Essa propriedade pode
influenciar consideravelmente a porosidade final do material e também a sua resisténcia
mecanica (CHEN ez al. 2007a; CHEN er al.,, 2008). Nesse sentido, a adi¢do de
divinilbenzeno foi feita nos materiais com casca e nuicleo de poli(estireno) (PS/PS) e
com casca e nucleo de poli(metacrilato de metila) (PMMA/PMMA 2h), uma vez que a
atividade enzimadtica apds a imobilizacdo e os pardmetros de imobilizacdo (como serd
detalhado no proximo capitulo) foram satisfatérios para essas amostras. O
divinilbenzeno foi adicionado sé no nucleo, sé na casca € no nucleo e na casca
simultaneamente. Para todas essas reagdes, a duracdo da etapa de polimerizacdo em
suspensdo foi de 2h e a quantidade de DVB incorporada correspondeu a 25% do total de
mondmero empregada na polimerizacdo em suspensdo e em emulsio. Essa quantidade
de DVB ¢é capaz de promover uma elevada reticulacio do material e por isso foi

adotada.
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5.3.1. Nucleo de Poli(estireno-co-divinilbenzeno)

A morfologia das particulas poliméricas de poli(estireno-co-divinilbenzeno) (PS-
DVB), oriundas da etapa de polimerizacdo em suspensdo, estdo ilustradas na Figura
5.17. Pode-se notar que as particulas sdo perfeitamente esféricas e compactas, sem
qualquer porosidade aparente e exibem uma larga distribuicio de tamanhos, o que é

caracteristico de processos de polimerizacdo em suspensao.

HV spot det WD 300pm Hv mag det 40 pm
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Figura 5.17: Micrografias de PS-DVB resultante da polimerizacdo em suspensao.

A distribuicdo de tamanhos de particulas para desses materiais estd ilustrada na
Figura 5.18, apresentando-se consideravelmente larga, como € encontrado usualmente

na polimerizacio em suspensao classica.
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Figura 5.18: Distribui¢do de tamanhos de particulas de PS-DVB.
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O diametro médio das particulas foi de 56,1 um. Segundo BESTETI (2009), as
particulas de poli(estireno) resultantes da polimerizacdo em suspensdo em condi¢des
similares apresentam didmetro médio era 45,7 um. Portanto, pode-se constatar que a
adicdo de divinilbenzeno ocasionou um aumento na distribuicio de tamanhos das
particulas, com favorecimento dos mecanismos de coalescéncia e redu¢do das taxas de
quebra, provavelmente por causa do aumento das massas molares (e, conseqiientemente,

da viscosidade da gota).

A trajetéria dindmica de conversio de mondOmero para esse material estd
ilustrada na Figura 5.19, sendo que a conversdo alcancada foi de cerca de 90%, quando
a etapa de suspensdo tem duracdo de 2h. Esse resultado é bem similar ao apresentado
por particulas de poli(estireno) (LENZI 2002, LENZI et al, 2003; MELO 2009;
BESTETI, 2009), indicando que a adicdo de divinilbenzeno ndo altera de forma

apreciavel a reatividade do mondmero.
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Figura 5.19: Conversiao de PS-DVB e de PS.

As distribui¢cdes de massas molares das particulas de PS-DVB ndo puderam ser
encontradas, pois 0 material ndo se dissolvia no tetrahidrofurano (THF), que é a fase
moével empregada nessas andlises. Isso indica que o material apresenta-se reticulado,

confirmando que a adi¢do de divinilbenzeno foi capaz de alterar a estrutura das cadeias
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poliméricas, como desejado. Esse comportamento foi observado em todos os polimeros

casca-nucleo desenvolvidos, inclusive no sobrenadante de cada um deles.

5.3.1.1. Casca de poli(estireno)

O polimero com nucleo de poli(estireno-co-divinilbenzeno) e casca de
poli(estireno) foi denominado de PS-DVB/PS. As micrografias desse material estdo

ilustradas na Figura 5.20.

& B

Figura 5.20: Micrografias de PS-DVB/PS.

A presenca de divinilbenzeno na carga de mondmero alterou consideravelmente
a morfologia das particulas, quando comparadas a morfologia das particulas casca-
nicleo de PS. E possivel notar nas micrografias que as particulas apresentaram elevada
porosidade e que ocorreu a formacdo de cavidades em algumas partes da casca. As

micrografias nessas regides mostram claramente a aglomera¢do de nanoparticulas,
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deixando bastante evidente o processo de formacgdo das particulas casca-nicleo por

meio da polimerizac¢do simultinea em suspensdo e emulsdo.

O espectro de infravermelho desse material estd ilustrado na Figura C4
(Apéndice C) e apresentaram bandas de anel benzénico monossubstituido (referente ao
estireno) em torno de 750 cm’, enquanto que as bandas de anel benzénico
dissubstituido estavam em torno de 837-905 cm’'. As bandas referentes ao anel
benzénico monossubstituidos estdo mais evidentes, por estarem presentes em maior
quantidade (SILVERSTEIN et al., 2005). Dessa forma, a copolimerizacio entre esses
mondmeros de fato ocorre. Espectros semelhantes foram obtidos para os outros

materiais contendo estireno e divinilbenzeno.

O teor de sélidos no sobrenadante do meio reacional de PS-DVB/PS foi de
0,0%, ndao sendo , por isso, possivel caracterizar o sobrenadante. Isso indica que a

captura das particulas geradas pela emulsdo foi bastante eficiente.

A distribuicdo de massas molares do polimero casca-nicleo exibiu resultados
semelhantes ao polimero de PS-DVB, uma vez que a reticulagdo das cadeias
poliméricas pelo divinilbenzeno dificulta a sua dissolu¢do. A temperatura de transi¢do
vitrea (Tg) desse material foi igual a 100,9 £ 0,7 °C (Apéndice B, Figura B10), valor
similar ao apresentado pelo polimero casca-ntucleo de PS, que era de 98 °C (BESTETI,

2009).

A distribuicdo de tamanhos de particulas de PS-DVB/PS esta ilustrada na Figura
5.21. O diametro médio das particulas de PS-DVB/PS foi igual a 111,9 pm, sendo
superior ao encontrado nas particulas constituintes do nicleo (resultantes apenas da
etapa de polimerizagdo em emulsdo), devido a formacdo da casca e aglomeracdo de
nidcleos, como nos demais casos. Em comparacdo ao PS casca-nicleo (didmetro médio
de 192,5 um), a distribui¢do de tamanhos foi mais estreita (BESTETI, 2009), indicando

que o processo de aglomeragdo foi menos pronunciado.

A éarea especifica das particulas de PS-DVB/PS foi igual a 10,9 m2/g e o

diametro médio de poro foi de 185,9 A. Os valores de drea especifica e didmetro médio
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de poro de PS casca-nicleo foram iguais, respectivamente, a 7,9 mZ/g e 218,8 A
(BESTETI, 2009). Isso confirma que a presenca de divinilbenzeno altera a porosidade
do material. A diminuicdo do didmetro médio de poro € conseqiiéncia provavel da maior

eficiéncia da captura das particulas formadas em emulsdo.
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Figura 5.21: Distribui¢do de tamanhos de particulas de PS-DVB/PS.

Em funcio da modificagdo da morfologia causada pelo divinilbenzeno, a massa
especifica desse material foi avaliada. Particulas casca-nicleo de poli(estireno)
apresentaram massa especifica de 0,95 + 0,02 g/cm’, enquanto que as particulas de PS-
DVB/PS apresentaram massa especifica de 1,06 + 0,05 g/cm’. Apesar da morfologia do
PS-DVB/PS ser aparentemente mais porosa que a do PS/PS, o aumento de densidade
reflete maior compactagdo do nicleo e das cadeias poliméricas. Na pratica, o aumento
da densidade é benéfico para aplicacdo em suspensdes aquosas. Os polimeros PS/PS e
PS-DVB/PS tém angulo de contato, respectivamente, iguais a 90,89 + 4,26° e 87,09 +
1,15° Assim, pode-se concluir que a adi¢do de DVB ndo modificou a hidrofobicidade
das particulas poliméricas. Todos os resultados indicam que a adicdo de DVB ao meio

reacional pode ser extremamente vantajoso para a producdo de suportes enzimaticos.
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5.3.1.2. Casca de poli(estireno-co-divinilbenzeno)

As micrografias das particulas com nucleo de poli(estireno-co-divinilbenzeno) e
casca de poli(estireno-co-divinilbenzeno) (PS-DVB/PS-DVB) estdo ilustradas na Figura
5.22.

=

Figura 5.22: Micrografias de PS-DVB/PS-DVB.

Conforme ilustrado nas micrografias da Figura 5.22, as particulas contendo
divinilbenzeno no nicleo e na casca apresentam elevada porosidade aparente. Como ha
maior quantidade de DVB (correspondente ao nucleo e a casca), as particulas sdo ainda
mais compactas e bem formadas. As micrografias ilustram a deposicdo de

nanoparticulas em camadas

O teor de sélidos e o didmetro médio das particulas emulsificadas presentes no

sobrenadante foram iguais, respectivamente, a 0,93 + 0,03% e 461,5 + 10,6 nm
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(Apéndice A, Figura A4). A quantidade de particulas presentes no sobrenadante ao final
da polimeriza¢do simultanea em suspensdo e emulsdo revelou um baixo teor de sélidos
indicando que houve uma boa incorporacdo das nanoparticulas presentes no
sobrenadante. Esse valor foi menor que o apresentado pelas particulas de PS casca-
nucleo (cujo teor de sélidos foi igual a 1,5%, segundo BESTETI (2009)) e um pouco
maior que o exibido pelas particulas de PS-DVB/PS. Esse fato estd provavlemnete
associado a maior fluidez das particulas de PS emulsificadas, que podem ser capturadas
com maior eficiéncia que as nanoparticulas reticuladas. Essa andlise é corroborada pelo
diametro elevado das particulas presentes no sobrenadante. A Tg do material obtido foiu
igual a 100,9 °C (Apéndice B, Figura B11), indicando um pequeno aumento em rela¢do

a do poli(estireno) puro.

A distribui¢do de tamanhos de particulas estd ilustrada na Figura 5.23. O
didmetro médio das particulas poliméricas foi igual a 87,0 um. Esse valor € superior ao
apresentado pelo nucleo de PS-DVB e inferior ao das particulas de PS-DVB/PS. Isso
parece confirmar que a aglomeragdo da casca de PS € mais eficiente que da casca de PS-
DVB. Como o valor do teor de sélidos das particulas contendo divinilbenzeno apenas
no nicleo é menor, a casca apresenta uma maior quantidade de material, o que também
influencia no tamanho final das particulas. Além disso, essas particulas sdo mais
compactadas que as de PS casca-nicleo, contribuindo com a redug@o aparente dos

diametros (BESTETI, 2009).
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Figura 5.23: Distribui¢do de tamanhos de particulas de PS-DVB/PS-DVB.
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O valor da area especifica obtida nesse caso foi de 28,9 mz/g, enquanto o
didmetro médio de poro foi igual a 190,4 A. Quanto maior foi a quantidade de
divinilbenzeno adicionado durante as etapas da polimerizacdo simultdnea em suspensao
e emulsdo, maior foi a drea especifica final do material. O didmetro de poro apresentou
uma redugdo em relagdo ao didmetro das particulas de PS casca-nicleo, em fungdo do

melhor empacotamento das nanoparticulas capturadas.

A massa especifica das particulas contendo divinilbenzeno no ntcleo e na casca
foi de 0,99 + 0,03 g/cm’. Apesar da adicio do agente reticulante e do aumento da drea
especifica do material, a massa especifica ndo foi menor que a apresentada pelas
particulas contendo apenas poli(estireno). O angulo de contato desse material foi de
87,75 + 0,81°, de maneira que ndo houve modificacio significativa da hidrofobicidade

apos a adi¢do de divinilbenzeno.
5.3.2. Nucleo de Poli(estireno)

As particulas poliméricas de poli(estireno) (PS) resultantes de uma
polimerizacdo em suspensdo foram caracterizadas por BESTETI (2009). Essas
particulas apresentam forma perfeitamente esférica, uma larga distribui¢do de tamanhos
e o didmetro médio de 45,7 um. A conversio alcancada apés 2h foi de cerca de 75%

(BESTETI, 2009). A distribui¢do de massas molares esta ilustrada na Figura 5.24.
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Figura 5.24: Distribuicdo de massas molares de PS resultante da polimeriza¢ao em

suspensdo.
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A massa molar ponderal média (Mw) foi igual a 35x10°> Da e o indice de
polidispersao (PI) é de 1,7. Esses valores sdo caracteristicos de processos de

polimerizacdo em suspensdo de estireno (ODIAN, 2004).

5.3.2.1. Casca de Poli(estireno-co-divinilbenzeno)

As micrografias do material contendo nicleo de poli(estireno) e casca de
poli(estireno-co-divinilbenzeno), denominados de PS/PS-DVB, estdo ilustradas na
Figura 5.25. Pode-se notar, que as particulas do nicleo estdo perfeitamente recobertas e

que a porosidade aparente do material € bastante satisfatdria.

HV mag spot det WD 100 pum
20.00 kV 988 x 4.0 ETD 14.1 mm J
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Figura 5.25: Micrografias de PS/PS-DVB.

O teor de sélidos no sobrenadante foi igual a 4,10 + 0,03% e o didametro médio

das particulas presentes no sobrenadante foi de 288,2 + 1,9 nm (Apéndice A, Figura
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AS). Vé-se que o nucleo de PS captura as particulas emulsificadas com menor

eficiéncia, como nos demais casos.

A Tg do material obtido foi de 100,5 + 0,4 °C (Apéndice B, Figura B12), valor
similar ao encontrado nos outros polimeros preparados com divinilbenzeno. A
distribui¢do de tamanhos de particulas estd ilustrada na Figura 5.26. O didmetro médio
das particulas casca-nucleo foi de 119,9 um, com distribui¢do bastante alargada em
relacdo ao nicleo de PS-DVB. Isso parece confirmar que a adicio de DVB ao ntcleo

e/ou a casca previne a aglomeracdo dos nicleos e resulta em particulas menores.
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Figura 5.26: Distribui¢do de tamanhos de particulas de PS/PS-DVB.

A érea especifica e o didmetro médio de poros foram, respectivamente, iguais a
9,5 m*g e 185,5 A. Novamente, pode-se perceber que a presenca de DVB altera
consideravelmente a morfologia das particulas casca-nicleo. Comparando esses valores
com os apresentados anteriormente, pode-se constatar que a presen¢a de divinilbenzeno
no nucleo gera valores de drea especifica muito maiores, talvez por previnir a

aglomeracdo dos nicleos.

A massa especifica das particulas de PS/PS-DVB foi igual a 1,03 + 0,02 g/cm3,
valor similar ao apresentado nos casos anteriores, indicando que a adi¢do de DVB afeta

favoravelmente a densidade final do material. O dngulo de contato obtido foi de 85,96 +
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0,64°. Esse valor ¢é ligeiramente inferior aos encontrados nas outras amostras que

continham divinilbenzeno, sem razdo aparente.

5.3.3. Nucleo de Poli(metacrilato de metila-co-divinilbenzeno)

A influéncia do agente reticulante divinilbenzeno também foi avaliada em
polimeros a base de poli(metacrilato de metila). As micrografias de particulas de
poli(metacrilato de metila-co-divinilbenzeno) (PMMA-DVB), oriundas da etapa de
polimerizacdo em suspensdo sdo apresentadas na Figura 5.27. Observa-se a mesma

morfologia compacta e bem formada dos nucleos.
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Figura 5.27: Micrografias de PMMA-DVB.

A distribuicio de tamanhos de particulas esta ilustrada na Figura 5.28.
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Figura 5.28: Distribui¢do de tamanhos de particulas de PMMA-DVB.
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As particulas poliméricas apresentam uma larga distribuicdo de tamanhos, que é
caracteristico dos processos de polimeriza¢do em suspensio. O didmetro médio obtido
foi de 48,2 um. O didmetro médio das particulas resultantes de uma polimerizacdo em
suspensio de PMMA foi igual a 60,5 pm (BESTETI, 2009). A adicio de DVB
provocou uma diminuicdo nos tamanho final das particulas. Esse resultado
provavelmente ¢ devido a modificacio dos balancos das taxas de quebra e coalescéncia,

em funcdo das modificagOes das caracteristicas reoldgicas e cinéticas do meio reacional.

A trajetéria dindmica da reacio de polimerizac¢do dos niicleos de PMMA-DVB ¢é
mostrada na Figura 5.29. Ao final de 2h de reag¢do a conversdo encontrada ficou em
torno de 90%. Comparada a polimerizacio do PMMA, a adi¢do de DVB ndo altera

significativamente a reatividade do metacrilato de metila.
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Figura 5.29: Conversao de PMMA-DVB e de PMMA.

5.3.3.1. Casca de Poli(metacrilato de metila)

As micrografias dos polimeros contendo nucleo de poli(metacrilato de metila-
co-divinilbenzeno) e casca de poli(metacrilato de metila) estdo ilustradas na Figura
5.30. O nucleo encontra-se satisfatoriamente recoberto e nota-se a formac¢do de uma
estrutura bastante porosa, com a deposicdo de nanoparticulas geradas pela

polimerizacdo em emulsdo.
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Figura 5.30: Micrografias de PMMA-DVB/PMMA.

O teor de solidos e o didmetro médio das particulas emulsificadas presentes no
sobrenadante foram iguais a 12,91 + 0,01% e 122,6 1,3 nm (Apéndice A, Figura A6),
respectivamente. Em relagdo ao PMMA casca-nicleo, cujo teor de sélidos foi igual a
5,3% como demonstrado anteriormente, houve um aumento da quantidade de
nanoparticulas presentes no sobrenadante. A maior quantidade de particulas no
sobrenadante reflete a maior solubilidade do MMA na 4gua e a menor compatibilidade

do PMMA com a estrutura do nicleo, mais hidrofébico e menos polar.

A temperatura de transi¢do vitrea do PMMA-DVB/PMMA foi igual a 121,3 +
3,7 °C (Apéndice B, Figura B13). Houve aumento pronunciado no valor da Tg, quando
comparado ao poli(metacrilato de metila) casca-nicleo (cuja Tg é de 1134 °C),

provavelmente resultante do processo de reticulacdo.

A distribuicio de tamanhos de particulas estd ilustrada na Figura 5.31.
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Figura 5.31: Distribui¢cdo de tamanhos de particulas d¢ PMMA-DVB/PMMA.

O didmetro médio das particulas d¢ PMMA-DVB/PMMA foi igual a 73,2 um,
indicando que houve a formacdo da casca e aglomeracio de niicleos, uma vez que esse
valor € superior ao apresentado pelos nicleos de¢ PMMA-DVB. Comparando-se com
PMMA/PMMA 2h, o didmetro médio, devido a aglomeracdo de nicleos menos

pronunciada pela presenca de DVB.

A drea especifica das particulas produzidas foi de 8,7 m*/g e o didmetro médio
do poro foi igual a 191,4 A. Houve um aumento nos valor de 4rea especifica, quando
comparada a do PMMA casca-nucleo, € uma diminui¢do do didmetro de poro, como no
caso da reacdo de estireno. A presenca de DVB aumenta a area especifica por ocasionar
o empacotamento das nanoparticulas de polimero, de forma mais eficiente, levando a

um didmetro de poro menor.

As massas especificas do PMMA casca-niicleo e do PMMA-DVB/PMMA foram
respectivamente, iguais a 1,15 £+ 0,02 g/cm3 e 1,14 + 0,07 g/cm3, podendo-se perceber
que a adicdo de divinilbenzeno ndo alterou a densidade do polimero. Como as massas
especificas das particulas de PMMA ja € mais elevada, o efeito da reticulacio parece ser
menos pronunciado.N@o foi possivel determinar o dngulo de contato dessas particulas
poliméricas, ji& que ndo se conseguiu formar a pastilha desse polimero. Em todas as

tentativas, apds ser retirada da prensa, a pastilha se deformava completamente e gerava
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um pod, o que impossibilitava o prosseguimento da andlise. Isso mostra que a presenca
de DVB altera a adesividade do material, em funcdo da menor polaridade desse

mondmero.

5.3.3.2. Casca de Poli(metacrilato de metila-co-divinilbenzeno)

O polimero com nucleo de poli(metacrilato de metila-co-divinilbenzeno) e casca
de poli(metacrilato de metila-co-divinilbenzeno) (PMMA-DVB/PMMA-DVB) estd
ilustrado na Figura 5.32. Pode-se perceber que as particulas geradas sdo
consideravelmente porosas e que a presenca do agente reticulante altera

consideravelmente a sua morfologia.

¢ X q‘ a
> D

HV mag spot det WD 40 um HV ag det
20.00 kV/ 2900 x 4.0 ETD 13.2mm | 20.00 kV. 10000 x ETD 1

Figura 5.32: Micrografias de PMMA-DVB/PMMA-DVB.
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O teor de sdlidos no sobrenadante foi igual a 13,72 + 0,08%, enquanto o
didmetro médio das particulas emulsificadas foi igual a 85,5 + 0,7 nm (Apéndice A,
Figura A7). Em relagdo ao PMMA casca-nucleo, houve um aumento novamente no teor
de sdlidos, indicando que a polimerizagdo do metacrilato de metila com o agente
reticulante resulta em captura menos eficiente de nanoparticulas emulsificadas, por

causa da menor compatibilidade entre MMA e DVB.

A Tg do polimero casca-niicleo produzido foi de 103,9 °C (Apéndice B, Figura
B14), ainda menor que o valor exibido pelo polimero PMMA-DVB/PMMA. Acredita-
se que isso ocorra em virtude da desorganizacdo cristalina do PMMA com a

copolimerizacdo do MMA com o DVB.

O didmetro médio das particulas foi de 45,0 um e a distribui¢do de tamanhos de
particulas é apresentada na Figura 5.33. Pode-se notar que a distribui¢do de tamanhos é
larga, em decorréncia da formacdo da casca e de aglomeracio de nucleos. Esse didmetro
médio é menor que o apresentado pelas particulas d¢ PMMA/PMMA 2h, indicando que

a copolimeriza¢do com DVB previne a aglomeracio de ntcleos.

Volume [%]

T : T :
0 50 100 150 200 250 300
Dp [um]

Figura 5.33: Distribui¢do de tamanhos de particulas de PMMA-DVB/PMMA-DVB.

A érea especifica e o diametro médio de poro foram, respectivamente, iguais a

12,6 m*g e 193,4 A. O valor do didmetro de poro foi similar ao apresentado pelo
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polimero casca-nicleo contendo DVB apenas no nticleo. Ja a area especifica apresentou
um aumento, provavelmente pela maior eficiéncia de captura das particulas

emulsificadas e melhor empacotamento das nanoparticulas da casca.

A massa especifica apresentada por essas particulas casca-nicleo foi de 1,17 +
0,02 g/cm3, sendo proxima dos valores exibidos pelo PMMA/PMMA 2h e por PMMA-
DVB/PMMA, apesar da maior area especifica. Similarmente ao ocorrido com o
polimero PMMA-DVB/PMMA, ndo foi possivel determinar o angulo de contato dessas

particulas.

Os resultados indicam uma vez mais que a adicdo de DVB ao sistema reacional
pode ser util para a producdo de suportes enzimdticos. Apesar disso, a baixa
compatibilidade entre os polimeros formados por MMA e DVB afeta o processo de

formagdo e caracterizagdo da casca.

5.3.4. Nucleo de Poli(metacrilato de metila)

Particulas poliméricas resultantes de uma polimerizacdo em suspensdo de
metacrilato de metila, com duracdo de 2h, foram caracterizadas na Secdo 5.2. Para o
nidcleo de poli(metacrilato de metila), a casca produzida teve a composi¢do apenas de
poli(metacrilato de metila-co-divinilbenzeno), uma vez que particulas de

PMMA/PMMA j4 haviam sido estudadas por BESTETTI (2009).

5.3.4.1. Casca de Poli(metacrilato de metila-co-divinilbenzeno)

As particulas poliméricas contendo nticleo de poli(metacrilato de metila) e casca
de poli(metacrilato de metila-co-divinilbenzeno), denominadas de PMMA/PMMA-
DVB estdo ilustradas na Figura 5.34. A presenca de divinilbenzeno permite que as
particulas tornem-se bastante porosas, havendo o completo recobrimento do ntcleo

pelas particulas geradas pela polimerizacdo em emulsao.

O espectro de infravermelho do PMMA-DVB/PMMA esta ilustrado na Figura
C5 (Apéndice C). Comprando-se com o espectro do PMMA puro (Figura C1), nota-se a
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presenca de bandas em 799,3 cm'l, referentes ao anel benzénico dissubstituido
(SILVERSTEIN et al., 2005). Isso comprova que houve a incorporagdo do DVB na
estrutura do copolimero. Espectros semelhantes foram obtidos para os outros polimeros

com essa composicao.

Figura 5.34: Micrografias de PMMA/PMMA-DVB.

O teor de solidos no sobrenadante ao final da reacdo é de 10,38 + 0,64% e o
didmetro médio das particulas emulsificadas foi de 197,4 + 1,8 nm (Apéndice A, Figura
A8). O teor de s6lidos obtido foi menor que o encontrado quando apenas o nucleo do
polimero casca-nicleo continha divinilbenzeno. Isso é provavelmente decorrente da
menor hidrofilicidade das particulas de PMMA-DVB preparadas em emuls3o.
Curiosamente, em todos os casos, as particulas capturadas no sobrenadante tinham

didmetros médios semelhantes.
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A Tg das particulas foi igual a 123,4 + 1,2 °C (Apéndice B, Figura B15), que é
similar ao valor encontrado em PMMA-DVB/PMMA e superior ao das particulas casca-
nicleo contendo apenas PMMA, indicando que o deslocamento da Tg foi devido a
reticulag@o induzida pelo DVB. A distribuicdo de tamanhos de particulas esta ilustrada
na Figura 5.35. O didmetro médio foi de 41,0 pm e hd um alargamento na distribui¢@o,
devido a aglomeracdo dos nucleos. Esse diametro foi inferior ao exibido pelas particulas
de PMMA/PMMA 2h, indicando uma vez mais que o DVB previne a aglomera¢do dos

nucleos.

0 50 100 150 200 250 300
Dp [um]

Figura 5.35: Distribui¢do de tamanhos de particulas de PMMA/PMMA-DVB.

As particulas casca-nicleo contendo divinilbenzeno apenas na casca apresentam
drea especifica de 11,3 m*/g e didmetro médio de poro de 144,3 A. Novamente, pode-se
constatar que a presenca de DVB aumenta consideravelmente a drea especifica final das

particulas.

As massas especificas das particulas obtidas foi de 1,10 + 0,03 g/cm3, sendo um
pouco inferior ao valor exibido pelas particulas casca-nticleo de PMMA e também pelos
outros materiais contendo PMMA e DVB. O angulo de contato encontrado foi de 68,44
+ 0,49°, sendo inferior ao do PMMA/PMMA 2h, que foi de 75,67 + 0,83. Nao ha razdo

aparente para a diminui¢do desse valor.
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5.4. Polimeros Casca-Nucleo Contendo Acetato de Vinila e Metacrilato

de Metila

BESTETI (2009) demonstrou que a formagdo da casca porosa em particulas
casca-nucleo estd diretamente relacionada com a temperatura de transicdo vitrea do
material constituinte da casca, sendo que a Tg deve ser superior a temperatura do meio
reacional. Quando a Tg era inferior a temperatura de reagcdo, a casca formada se
depositava sobre o nicleo na forma de um filme. Esse comportamento foi observado em
particulas com nucleo de poli(estireno) e casca de poli(acetato de vinila) (PS/PVAc-
PMMA) e de poli(acetato de vinila-co-metacrilato de metila) (PS/PVAc-PMMA), sendo

que a porcentagem de PMMA na composic¢ao da casca era de 30%.

A Tg do poli(acetato de vinila) estd na faixa de 28-31 °C e a do poli(metacrilato
de metila) fica em torno de 104 °C. Nesse sentido, o objetivo principal dessa se¢do é
avaliar as caracteristicas de particulas casca-nicleo com nicleo de poli(estireno) e casca
de poli(acetato de vinila-co-metacrilato de metila), variando a porcentagem de MMA
adicionado a composi¢do da casca. Como ja demonstrado, as particulas casca-niicleo de
PS/PMMA formam uma casca porosa ao redor do nucleo. A duracdo da etapa de
suspensao foi sempre de 2h e a quantidade de MMA adicionado variou de 40 a 90% do

total de mondmero empregado na etapa de polimeriza¢do em emulsao.

As micrografias de polimeros casca-nicleo com nucleo de poli(estireno) e casca
de poli(acetato de vinila-co-metacrilato de metila), com quantidade de MMA
adicionado variando de 40 a 90% (PS/PVAc-PMMA X%) estio ilustradas na Figura
5.36. Nessa figura, também sdo ilustrados os polimeros PS/PVAc-PMMA e PS/PMMA,
reporduzidos de BESTETI (2009). Em todas essas micrografias, pode-se perceber que a
casca formada ndo tem o aspecto de um filme, sendo bastante diferente das particulas de
PS/PVAc-PMMA (30% de PMMA) apresentada por BESTETI (2009).A medida que se
aumenta a quantidade de metacrilato de metila, a Tg do material também aumenta e
torna-se superior a do meio reacional. Pode-se notar ainda que a formacao de uma casca

porosa e que ela se torna similar a encontrada nas particulas de PS/PMMA.
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(H)
Figura 5.36: Micrografias de PS/PVac-PMMA (A) 30%, (B) 40%, (C) 50%, (D) 60%,
(E) 70%, (F) 80%, (G) 90% e (H) 100%.
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A Tabela 5.7 apresenta os valores do teor de sélidos, massa molar ponderal
média e indice de polidispersdo das particulas emulsificadas presentes no sobrenadante
dessas polimerizacOes. As distribuicdes de massas molares sdo ilustradas na Figura
5.37. A distribui¢do de massas molares e caracterizacdo do sobrenadante de PS/PV Ac-

PMMA (30% PMMA) e de PS/PMMA sio reproduzidos de BESTETTI (2009).

Tabela 5.7: Caracteriza¢do do sobrenadante de PS/PVAc-PMMA.

PS/PVAc-PMMA | Teor de Sélidos [ %] Mw [Da] IP [-]
30% PMMA” 10,1 43x10° 2,5
40% PMMA 11,96 + 0,13 34x10° 1,4
50% PMMA 13,86 + 0,14 42x10° 1,9
60% PMMA 13,75 £ 0,06 40x10° 1,9
70% PMMA 16,54 + 0,20 108x10° 3,0
80% PMMA 16,50 + 0,47 108x10° 2,5
90% PMMA 17,59 +0,15 139%10° 3.4
100% PMMA" 7,0 208x10° 4,8

"Retirado de BESTETI (2009).

A medida que se aumenta o teor d¢ PMMA nas particulas, ocorre um aumento
continuo do teor de s6lidos no sobrenadante, dos valores de Mw e de IP das particulas
emulsificadas. O aumento continuado do teor de sélidos com o aumento da
concentracdo do MMA reflete a maior solubilidade do MMA na &4gua e a baixa
compatibilidade termodindmica do PS com o PMMA. Entretanto, o teor de sélidos é
menor quando a casca é constituida apenas por PMMA, indicando que a presenca de
acetato de vinila influencia a estabilidade da emulsdo. Nas particulas com teor de
PMMA variando de 70 — 90%, os elevados valores de Mw indicam que o sobrenadante
¢ constituido de particulas oriundas de uma polimerizacio em emulsdao. Porém, nos
outros casos, o sobrenadante parece ser constituido de residuos de polimeros ou por

particulas que se soltaram da casca.
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Figura 5.37: Distribuicdo de massas molares do sobrenadante de PS/PVac-PMMA (A)

30%, (B) 40%, (C) 50%, (D) 60%, (E) 70%, (F) 80%, (G) 90% e (H) 100%.

Os valores de Mw e IP sdo apresentados na Tabela 5.8 e a distribui¢do de massas
molares das particulas casca-nicleo estd ilustrada na Figura 5.38. Também sdo
apresentados a caracterizacdo referentes as particulas de PS/PVAc-PMMA (30%
PMMA) e PS/PMMA, retiradas de BESTETTI (2009). Todas as distribui¢des de massas
molares sdo unimodais, com valores similares de Mw e IP, porque as taxas de
terminacdo cruzada sdo altas e controlam a velocidade da reacdo e o crescimento das
cadeias. As particulas casca-nicleo t€ém comportamento semelhante ao de particulas

geradas por um processo de polimerizacdo classico, refletindo uma intensa interagdo
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entre os componentes do nicleo e da casca, conforme constatado por LENZI (2002),
LENZI et al., (2003) e BESTETI (2009). O valor de Mw e IP de PS/PVAc-PMMA 90%

estd bem proximo daqueles presentes nas particulas de PS/PMMA.

Tabela 5.8: Valores de Mw e IP de PS/PVAc-PMMA.

PS/PVAc-PMMA Mw [Da] IP [-]
30% PMMA® 32x10° 2,0
40% PMMA 49x10° 1,9
50% PMMA 48x10° 2,0
60% PMMA 36x10° 1,7
70% PMMA 40x10° 1,7
80% PMMA 47%x10° 1,9
90% PMMA 60x10° 2,2
100% PMMA® 66x10° 3,2

Retirado de BESTETI (2009).

1.2

1.0

0.8 4

0.6 4

U.A.

0.4 4

0.2 4

0.0

100 1000 10000 100000 1000000 1E7
Mw [Da]

A)

109



U.A.

0.8 1

0.4 4

0.2 1

0.0
1000

10000

Mw [Da]

100000

100000

(B)

U.A.

1.2

1.0

0.6 4

0.4

0.2

0.0 T

1000

10000

T T T

100000
Mw [Da]

T T T

1000000

1E7

©

U.A.

0.8

0.6 4

0.4

0.2

0.0

1000

1000000

110



U.A.

1.2

1.0 -

0.8

100000

Mw [Da]

1000000

1E7

(E)

U.A.

1.2

1.0 4

0.8 -

0.6

0.4 -

s

100000
Mw [Da]

1000000

1E7

()

U.A.

1.2

1.0 4

0.8

0.4

0.2

0.0

1000

10000

T

100000
Mw [Da]

T

1000000

1E7

(G)

111



1.2

1.0

0.8

U.A.

0.6

0.4

0.2

0.0

10000 100000 1000000 1E7
Mw [Da]

(H)
Figura 5.38: Distribuicdo de massas molares de PS/PVac-PMMA (A) 30%, (B) 40%,
(C) 50%, (D) 60%, (E) 70%, (F) 80%, (G) 90% ¢ (H).

Os valores dos didmetros médios sdo apresentados na Tabela 5.9 e as
distribuicdes de tamanhos de particulas estdo ilustradas na Figura 5.39. Essas
caracterizacdes também sdo apresentadas para os polimeros PS/PVAc-PMMA (30%

PMMA) e PS/PMMA, retirados de BESTETI (2009).

Tabela 5.9: Valores de dos didmetros médios de PS/PVAc-PMMA.

PS/PVAc-PMMA | Diametro Médio [um]
30% PMMA 230,2
40% PMMA 262,5
50% PMMA 249,8
60% PMMA 2226
70% PMMA 173,9
80% PMMA 151,6
90% PMMA 324,8
100% PMMA 72,2

“Retirado de BESTETI (2009).
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Figura 5.39: Distribui¢do de tamanhos de particulas de PS/PVac-PMMA (A) 30%, (B)
40%, (C) 50%, (D) 60%, (E) 70%, (F) 80%, (G) 90% (H) 100%.

Pode-se observar que as particulas apresentam um didmetro médio maior que o
exibido pelo de nucleo de PS, devido a formacgdo da casca e ao processo de aglomeragdo
dos nidcleos. Além disso, o aumento do teor d¢ MMA na casca reduz os tamanhos por
causa da natureza adesiva e pegajosa dos polimeros a base de VAc. A excec¢do ocorre
quando se aproxima do teor de 100% de MMA na casca, por causa da aglomeragdo dos
nicleos (BESTETI, 2009). Quando o teor de MMA no polimero foi de 100%, o
didmetro médio das particulas é menor, pois a aglomeracdo de niicleos é menos

freqiiente.
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Os valores de temperatura de transi¢do vitrea sdo apresentados na Tabela 5.10
(Apéndice B, Figuras B16-B21). De maneira geral, pode-se dizer que os valores de Tg
apresentados pelas particulas casca-niicleo sdo menores que os exibidos pelo polimero
de PS/PMMA 2 (A Tg do PS é de 96 °C e a do PMMA, € de 104 °C, segundo BESTETI
(2009)). Esse comportamento ¢ um indicativo de que hd a incorporacio de acetato de

vinila ao longo da polimerizacao.

Tabela 5.10: Valores de Tg.

PS/PVAc-PMMA Tg [°C]
40% PMMA 87.9
50% PMMA 94.1
60% PMMA 92.8
70% PMMA 92.6
80% PMMA 94.7
90% PMMA 94,4

A variagdo da quantidade de metacrilato de metila adicionado durante a
polimerizacdo de polimeros com nicleo de poli(estireno) e casca de poli(acetato de
vinila) provoca grandes modificacdes nas propriedades desses materiais. Pode-se notar
pelas micrografias apresentadas na Figura 5.36 que a morfologia altera
consideravelmente, principalmente em relacdo aquela exibida por particulas de
PS/PVAc-PMMA (30% PMMA), que foram sintetizadas por BESTETI (2009), que ndo
tinha casca porosa e se depositava sobre o nucleo na forma de um filme, fato ndo
observado nesses materiais apresentados. Isso confirma o mecanismo proposto por
BESTETI (2009), de que a Tg do material constituinte da casca é determinante para a

formacgdo ou ndo da casca porosa.

5.5. Testes Iniciais — Receita de Polimerizacao

Todos os polimeros obtidos e analisados até o presente ponto desse trabalho se
basearam na receita proposta por LENZI (2002). Por isso, foram propostas algumas
modificagdes na receita inicial, em relacdo a vazdo de alimentacdo do mondémero da
emulsdo, concentracio de emulsificante e concentracio de iniciador, para
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polimerizacdes em suspensdo e emulsdo de poli(estireno), com duragdo de 2h da etapa

de suspensdo. A Tabela 5.11 apresenta as condi¢Oes avaliadas para cada uma dessas

varidveis.
Tabela 5.11: Receitas de polimerizacao.
Reacao Iniciador [g] Vazao de Alimentacao [I/h] | Emulsificante [g]
R1 0,3 0,60 4,0
R2 0,3 0,30 4,0
R3 0,3 0,20 4,0
R4 0,3 0,20 1,0

A primeira e a segunda reacOes apresentavam a mesma quantidade de iniciador
utilizada até o momento. A concentracdo de emulsificante era bem maior (nas reagdes
anteriores usava-se 2,5 g); portanto, o nimero de micelas formadas deve ser maior e,
conseqiientemente, o nimero de particulas de polimero produzidas pela polimerizagdo
em emulsdo deve aumentar, com a conseqiiente reducdo do tamanho das particulas
produzidas em emulsdo. Na reacdo R1, a alimenta¢do de mondmero foi aumentada e
durou cerca de 30 minutos. Logo apds o seu término, pode-se constatar que a reagdo
estava descontrolada, sendo que o produto final era formado por duas esferas grandes de
poli(estireno). Como a alimentacdo de mondmero foi muito rdpida, acredita-se que as
particulas de polimero que estavam sendo formadas pela emulsdo, ficavam muito
inchadas com mondmero e adquiriam uma elevada viscosidade, o que aumentava a
tendéncia de aglomeracdo. Além disso, a quantidade de emulsificante presente no meio,
ndo foi suficiente para estabilizar as gotas de mondmero e também as particulas de
polimero. Mesmo quando a vazdo de alimentacdo foi diminuida para 0,30 I/h, 0 mesmo
comportamento foi observado. Portanto, esses experimentos mostram que existem
limitagdes sobre as vazdes que podem ser praticadas em fase de producio da emulsdo.
Além disso, os ensaios mostram que o estado da gotas formadas e adicionadas ao meio
afeta o transcorrer da reacdo, sendo possivel imaginar que a reacdo deve prosseguir em
modo de avidez. Dessa forma, prop0s-se um teste, utilizando uma vazdo de 0,20 1/h.
Particulas de poli(estireno) foram produzidas, porém apresentavam-se bastante
aglomeradas, conforme ilustra a Figura 5.40. As particulas apresentaram um formato

bastante irregular e, aparentemente, esses granulos eram compostos por varios nucleos

117



aglomerados. Nenhuma porosidade pode ser notada. Dessa forma, apesar da reacdo ter
transcorrido sem formar codgulos, a vazao muito elevada impediu que as nanoparticulas
fossem formadas corretamente e se agrupassem de forma organizada ao redor do

nucleo. Esses resultados corroboram os comentérios apresentados anteriormente.

-

HV mag spot det WD . 300 pm
20.00 kV 416 x 4.0 ETD |31.0mm | °

Figura 5.40: Micrografias de R3.

O teor de sélidos do sobrenadante foi nesse caso igual a 18,38 + 0,01%,
indicando que uma quantidade considerdvel de particulas geradas pela polimerizacdo
em emulsdo ndo foi capturada pelo nucleo, ao contrario do que foi observado na receita
original. O didmetro médio das particulas emulsificadas foi igual a 256,0 = 0,7 nm. A
distribui¢do de massas molares do sobrenadante estd ilustrada na Figura 5.41. Essas
massas molares provavelmente indicam a existéncia de interagc@o significativa entre as
particulas suspensas e emulsificadas. Os valores de massa molar ponderal média e do
indice de polidispersio sdo, respectivamente, iguais a 56x10° Da e 2,2. A distribui¢io

de massas molares era unimodal e os valores de Mw e IP ndo foram elevados, sendo
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similares aos exibidos por materiais produzidos por polimerizacdes em suspensio. Isso
reforca a hipotese de que o material emulsificado pode ter aglomerado e se desprendido

das particulas em suspensao.
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Figura 5.41: Distribui¢do de massas molares do sobrenadante de R3.

A distribuicdo de massas molares das particulas de polimero estd ilustrada na
Figura 5.42. A massa molar ponderal média foi igual a 35x10” Da e o IP foi igual a 2.7.
Esses valores sdo similares aos exibidos por particulas oriundas de uma polimeriza¢do
em suspensdo cldssica e ao material emulsificado, reforcando a hipdtese anterior. A
interacdo entre os componentes que formam o nticleo e a casca € bastante intensa, pois a
particula final, apesar de ser composta por materiais distintos, ndo exibe um carater
compartimentalizado. Esse comportamento também foi observado por LENZI (2002),
LENZI et al. (2003) e BESTETI (2009) em algumas particulas casca-nicleo. A
temperatura de transi¢do vitrea desse material foi de 95,5 °C (Apéndice B, Figura B22).
Esse valor € préximo ao encontrado pelas particulas casca-niicleo de PS, que foi de 98

°C (BESTETI, 2009).

Na dltima reacdo, a concentracdo de emulsificante foi menor, mantendo a
mesma vazio de alimentagdo de R3. O polimero obtido formou um aglomerado, ao final
da alimentacdo de mondmero e ndo se obteve nenhum sobrenadante. Nesse caso, a

baixa concentracdo de emulsificante, abaixo da Concentra¢do Micelar Critica (CMC),
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cujo valor é de 0,0083 mol/l para o lauril sulfato de sédio (JAN et al., 2004), fez com
que a nucleacdo fosse coagulativa e as particulas, por ndo estarem satisfatoriamente
estabilizadas, uma vez que a quantidade de surfactante ndo era suficiente para

estabilizar as gotas de mondmero, se aglomerassem.
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Figura 5.42: Distribui¢do de massas molares de R3.

Apesar de esses testes terem sido preliminares e ndo avaliados em toda a sua
extensdo, pode-se perceber que, para a formacdo de particulas com morfologia casca-
nucleo pela polimerizacdo simultdnea em suspensdo e emulsdo, existem limites
méiximos para a vazdo de alimentacdo que garantem o transcurso normal da reagdo.
Valores acima desse limite, geram um descontrole na reac¢do, ndo ocorrendo a formagdo
de particulas de polimero e levando as particulas a se aglomeram. J4 em relacdo a
concentracdo de emulsificante, parece claro que as particulas produzidas em emulsdo
sejam estabilizadas, para que a reacdo transcorra em condi¢des de normalidade.
Baseado nesses resultados, parece pertinente recomendar que a rea¢do em emulsio seja
conduzida em condi¢do de avidez (taxa de reacdo maior que a taxa de alimentacdo) e na

presenca de emulsificante suficiente para estabilizacio das particulas formadas.
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CAPITULO 6

Resultados e Discussao 11:

Imobilizacoes de Enzimas

Este capitulo tem como objetivo mostrar o comportamento da atividade
enzimdtica e dos parametros de imobiliza¢cdo quando se utilizam os polimeros casca-
ndcleo desenvolvidos como suporte para a imobilizacdo de enzimas. A influéncia das
caracteristicas das particulas poliméricas desenvolvidas, principalmente em relacdo a
area especifica, é avaliada de forma a selecionar o suporte mais adequado para algumas
aplicacdes. Ao final, é apresentada uma andlise econdmica simplificada do processo, a
fim de comparar o processo proposto para fabricacdo dos suportes poliméricos com

materiais disponiveis comercialmente.
6.1. Introducao

A grande vantagem de produzir suportes poliméricos por meio da polimerizagdo
simultanea em suspensdo e emulsdo é que essa técnica, em uma Unica etapa e sem a
presenca de quaisquer outros aditivos porogénicos, origina produtos com boas
caracteristicas morfolégicas. Além disso, a composi¢cdo da casca pode ser facilmente
alterada para se adaptar as propriedades das enzimas a serem imobilizadas, ndo sendo
necessdria qualquer funcionalizacdo posterior, diferentemente dos suportes disponiveis
atualmente. Esse fato torna o processo de obten¢do simplificado e com baixo custo,

condi¢cOes necessdrias e adequadas para a obtencao de bons suportes.

Como serd demonstrado a seguir, os testes iniciais de imobilizacdo foram feitos
com os materiais desenvolvidos por BESTETI (2009). A partir dos resultados obtidos
algumas modificacdes foram sendo sugeridas, levando ao desenvolvimento de grande
parte dos polimeros descritos na se¢do anterior. A Tabela 6.1 resume as caracteristicas

de todos esses materiais, que sdo importantes para a imobilizacdo. Para efeito de
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comparac¢do, os testes enzimdticos também foram feitos com um suporte comercial, o

Accurell® MP1000.

Tabela 6.1: Caracteristicas dos suportes casca-nicleo.

Suportes Dp [A] | Area Especifica Angulo de
[mZ/g] Contato [°]

Accurell® MP1000 39,0 230,0 87,70 +2,13
PS/PS 4° 218,8 7,9 90,89 + 4,26
PS/PMMA 2° 141,2 36,7 83,40 + 4,31
PS/PMMA 28" 133,3 30,5 84.44 + 1.41
PS/PMMA 4° 195,0 0,9 74,62 + 0,22
PS/PVAc 0,0 0,0 -
PS/PVAc-co-PMMA 3 0,0 0,0 -
PS/PVAc-co-PMMA 3S° 0,0 0,0 -
PS/PS-co-PC” 251,2 6,2 86,24 +2,17
PMMA/PS 2 272,3 8,7 90,06 + 1,54
PMMA/PS 4 354,0 3,4 92,25 + 0,82
PMMA/PMMA 30 min 175,4 6,1 70,81 + 2,61
PMMA/PMMA 1h 211,6 5,0 74,50 + 3,66
PMMA/PMMA 2h 213,6 3,7 75,67 0,83
PMMA/PMMA-BV 161,2 2,0 89,76 + 1,28
PMMA/PMMA-BV SAP 181,9 3,4 78,37 £ 11,13
PS-DVB/PS 185,9 10,9 87,09 + 1,15
PS-DVB/PS-DVB 190,4 28,9 87,75 + 0,81
PS/PS-DVB 185,5 9,5 85,96 + 0,64
PMMA-DVB/PMMA 191,4 8,7 -
PMMA-DVB/PMMA-DVB | 1934 12,6 -
PMMA/PMMA-DVB 144,3 11,3 68,44 + 0,49

* Retirado de BESTETI (2009).

“ Néo foi possivel formar pastilha desse material para determinar o angulo de contato.

De maneira geral, pode-se observar que a adi¢do de divinilbenzeno modificou

consideravelmente uma propriedade muito importante para a imobilizacdo de enzimas:
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o valor da 4rea especifica. Apesar disso, a adi¢do de DVB também ocasionou uma
reduc¢do no didmetro médio de poro. Os materiais contendo poli(estireno) apresentam 0s
maiores valores de angulo de contato e sdo mais hidrofébicos. Ja aqueles materiais com
poli(metacrilato de metila) sdo mais hidrofilicos. E importante observar que a medida de
angulo de contato estd associada primariamente com as caracteristicas da casca, onde
deve ocorrer a suportacdo da enzima. Por isso, o angulo de contato constitui um bom
parmetro de andlise do processo de imobiliza¢io. O Accurell® MP1000 (no restante do
texto, esse material serd chamado apenas de Accurel) tem uma hidrofobicidade
semelhante a do poli(estireno) e apresenta o maior valor de drea especifica, dentre os
suportes analisados. Conforme detalhado por diversos autores, na imobilizacdo por
adsorcdo fisica a drea especifica, o didmetro de poro e a composi¢do quimica do suporte
sdo os fatores determinantes para o sucesso do procedimento, uma vez que Se
relacionam com o micro-ambiente criado ao redor da enzima e com sua conformacio,
bem como com os efeitos de difusdo de substrato e de produtos (VILLENEUVE et al.,
2000, SALIS et al., 2003, LI et al., 2004; BLANCO et al., 2007).

Todas as imobilizacdes e reacdes enzimaticas utilizaram a lipase B de Candida

antarctica (CAL-B).

6.2. Reacoes de Hidrolise

A atividade de hidrdlise foi realizada com os suportes desenvolvidos, que
apresentam diferencas de morfologia, grau de hidrofobicidade e de estruturas quimicas
presentes nas cadeias poliméricas. Dessa forma, a adsorcio fisica da enzima pode
envolver diferentes regides de sua estrutura, promovendo diferencas de interagdo,
disposi¢do e rigidez da proteina e micro-ambiente formado ao seu redor, fatores que
acabam por influenciar a sua atividade catalitica (FERNANDEZ—LORENTE et al.,
2001; GUISAN et al., 2001; ABIAN et al., 2002; PALOMO et al., 2002b).

De acordo com MOJOVIC ez al. (1998), as lipases podem ser consideradas
esferas com didmetro na faixa de 5 a 7 nm (50 a 70 A). Os materiais porosos devem ter
didmetros, portanto, pelo menos um pouco superior a esse valor. Em poros muito

pequenos, a enzima adsorvida pode sofrer deformagdes e podem ocorrer efeitos de
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difusdo de produtos e substrato nos pequenos poros. Por outro lado, em poros
extremamente largos, a enzima pode sofrer deformacdes em sua estruturae a dessor¢do
fica mais facilitada. De acordo com a Tabela 6.1, os didmetros dos poros variam na

faixa entre 130 a 350 A, compativel com o tamanho caracteristico da lipase.

E importante ressaltar que a quantidade de enzima empregada é superior que 2
usualmente empregada quando se quer avaliar apenas os pardmetros de imobilizacdo.
Nesse trabalho, objetivava-se, além disso, obter elevados valores de atividade de enzima
imobilizada (Uijpy,). As reacdes de hidrélise também foram realizadas apenas com o
suporte (sem a presenca de enzima) e ndo ocorria reacdo, indicando que o suporte ndao
tem atividade e que os resultados apresentados sdo, de fato, correspondentes apenas a
atividade enzimatica. Os primeiros ensaios enzimaticos foram conduzidos com uma
atividade de entrada em torno de 40 Ul/grama de suporte (nesse trabalho, em todas as
imobilizac¢des, foi empregado 1g de suporte), que, provavelmente nio leva a saturacdo
do suporte. Os valores dos pardmetros de imobilizacdo e atividade do biocatalisador

(enzima imobilizada) sdo apresentados na Tabela 6.2.

Para todas as imobilizac¢des, pode-se notar que, apesar de muitos suportes terem
exibido eficiéncia de imobilizacdo de 100%, a retencdo de atividade exibe valores
abaixo de 35%, o que significa que nem toda lipase imobilizada estd ativa no suporte.
Esse comportamento pode estar associado a mudangas na estrutura enzimadtica, que

alteram a atividade catalitica.

Para os suportes com nucleo de poli(estireno) e casca de poli(metacrilato de
metila) (PS/PMMA), o aumento do valor da drea especifica conduz a maiores retencdes
de atividade, uma vez que a enzima consegue se imobilizar de uma forma que ndo haja
grandes modificac¢Oes na sua estrutura (FREIRE, 1988; SALIS ez al., 2003; SALIS et al.
2008). Nesse sentido, o maior valor de reten¢do de atividade, de 11,1%, foi exibido por
PS/PMMA 2, com eficiéncia de imobiliza¢do de 100% e rendimento de imobiliza¢io de
11,1%. Quando se utiliza esse suporte saponificado (PS/PMMA 2S), a eficiéncia de
imobilizacdo continua a mesma (a drea especifica ndo sofre uma modificacdo
considerdvel), porém a retencdo de atividade foi menor (e também o rendimento da

imobiliza¢do), podendo isso estar relacionado com a modificagdo da composi¢do do
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polimero, que modifica a interacdo com a enzima. Em relacdo ao suporte PS/PMMA 4,
a eficiéncia de imobilizacdo foi bastante baixa (22,6%), uma vez que a area especifica
era baixa; porém, a pequena quantidade de enzima imobilizada conseguiu conservar a
sua atividade, levando a um maior valor de retencdo de atividade (34,3%). Isso pode
estar relacionado com a composicdo, mais hidrofilica do material, e ndo provaca
mudancas bruscas na conformac¢do enzimatica apds a imobilizacdo. Blendas de PS e
PMMA também foram analisadas por LI er al. (2006) na imobilizacdo de albumina,
indicando que essa proteina tem uma maior preferéncia pelos dominios de PS. No caso
das particulas casca-nicleo, a composicdo de material, uma espécie e mistura entre
materiais polares e apolares, parece fazer com a enzima ndo sofra uma distor¢do na sua

estrutura.

Tabela 6.2: Parametros de imobilizacdo (Atividade enzimética de entrada/Uc = 40U]I).

Suporte U, U Utéorico Uimo Eimo Ra, n
[UI/ gsuporte] [%] [%] [%]
Accurel® MP1000 | 47,4 | 0 47,4 2,4 100,0 5,1 5,1
PS/PS 4 31,3 0 31,3 2,0 100,0 6,5 6,5
PS/PVAc 226 | 17,5 5,0 0,1 22,2 1,6 04
PS/PV Ac-co- 43,8 | 39,0 4.8 0,2 11,4 4,0 0,5
PMMA 3
PS/PV Ac-co- 43,8 | 39,0 4,8 0,2 11,4 4,0 0,5
PMMA 38
PS/PMMA 2 41,3 0 41,3 4,6 100 11,1 11,1
PS/PMMA 4 31,3 | 24,6 6,7 2,4 22,6 343 7,7
PS/PMMA 28 41,3 0 41,3 3,2 100 7,7 7,7
PS/PS-co-PC 47,0 0 47,0 6,8 100 14,5 14,5
PMMA/PS 2 41,3 | 0,5 40,8 1,4 98,8 34 3,4
PMMA/PS 4 41,3 0 41,3 2,4 100 5,8 5,8
PMMA/PMMA 2h | 47,0 8 39,0 6,2 82,9 15,9 13,3
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Para os suportes PS casca-nicleo e PS/PS-co-PC (ambos apresentaram eficiéncia
de imobiliza¢do de 100%), a presenga de cardanol conduziu a uma maior retencdo de
atividade (14,5%) e também a um maior rendimento de imobilizacio (14,5%). Como o
suporte PS/PS-co-PC tem drea especifica menor que o suporte de PS casca-nicleo e os
seus respectivos didmetros de poro sdo semelhantes, a maior retencdo de atividade estd
diretamente relacionada com a composi¢do. A molécula de cardanol tem cadeias laterais
longas, de forma que a interacdo entre enzima e o suporte pode causar menores
distor¢des em sua estrutura tercidria. Segundo PALOMO er al. (2002a), grupos
octadecil, por terem uma cadeia lateral com 18 carbonos, causa a hiperativacdo da
enzimas, que reconhece o suporte como uma molécula de substrato, aumentando a
afinidade pelo suporte. Aparentemente, a presenca de cardanol também aumenta a
afinidade entre enzima e substrato. A imobiliza¢do de lisozima por FIGUEIREDO et al.
(2005) indicou que as particulas casca-nicleo de poli(estireno) constituem bons
suportes, pois exibiram uma atividade compardvel a da hidroxiapatita e de Amberlit

IRA 120 (suporte comercial).

Nos suportes PMMA/PS 2 e PMMA/PS 4, a maior reten¢do de atividade e
rendimento de imobilizacdo foram encontrados no udltimo, que tem a menor area

especifica, porém € mais hidrofébico.

O suporte PMMA/PMMA 2h exibiu bons valores de retencdo de atividade e

[@'N

rendimento de imobilizacdo (com eficiéncia de imobilizacio de 82,9). Isso
conseqiiéncia da interacdo existente entre a enzima e o suporte, de forma que a
disposi¢do da proteina na superficie do suporte causa menores distor¢des em sua
estrutura. Como ja relatado, isso pode influenciar a entrada de substrato no sitio ativo e
melhorar a atividade catalitica. Segundo CHEN et al. (2007b), a interacdo de lipase de
Candida antarctica é mais intensa em suportes a base de poli(estireno) do que em
relacdo aos de poli(metacrilato de metila), o que pode causar modificagdes em sua

estrutura, levando a queda na atividade.

De maneira geral, os suportes casca-nticleo exibiram uma retenc¢do de atividade

maior que a do Accurel, que apresenta a maior area especifica. Dessa forma, os suportes
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poliméricos desenvolvidos parecem apresentar caracteristicas quimicas muito

favoraveis para a imobilizacdo de CAL-B.

Os suportes PS/PVAc, PS/PVAc-PMMA 3 e PS/PVAc-PMMA 3S exibiram os
menores valores de eficiéncia de imobilizacdo e retencdo de atividade. A area especifica
e o didmetro de poro foram praticamente iguais a zero, o que impediu que a enzima
fosse adsorvida na superficie do suporte. Os melhores resultados foram encontrados

com os materiais que tinham casca mais hidrofilica.

Os testes enzimaticos iniciais permitiram eliminar alguns suportes do conjunto
de candidatos, como PS/PVAc, PS/PVAc-PMMA 3, PS/PVAc-PMMA 3S, PS/PMMA
2S e PS/PMMA 4. Os primeiros foram condenados por formarem filmes na casca pela
presenca de PVAc, enquanto os outros provavelmente refletem a baixa compatibilidade
existente entre o PS e o PMMA. Aparentemente, a composi¢cdo dos suportes, tendo
como base o poli(estireno) e o poli(metacrilato de metila) exibiram excelentes
resultados. A utiliza¢do de acetato de vinila levou a formacdo de suportes sem casca
porosa, impedindo a imobilizacdo da enzima, e, portanto, propds-se a sua substitui¢cdo
por outro éster de vinila, o benzoato de vinila, de forma que pudesse ser feita a anélise
do material saponificado. Foi observado também que, durante o procedimento de
imobiliza¢do, os suportes ndo apresentavam uma resisténcia mecanica satisfatéria. Ao
final do pré-tratamento com dlcool (como descrito no Capitulo 4), os polimeros ficavam
“inchados”, o que dificultava o seu manuseio nas outras etapas. Além disso, as
particulas casca-nucleo apresentavam dreas especificas muito menores que os produtos
comerciais. Dessa forma, foi proposto o emprego do divinilbenzeno como comondémero,
cuja fungdo é promover a reticulacdo das cadeias poliméricas, influenciando na sua
resisténcia quimica e mecanica. A influéncia de divinilbenzeno sobre a porosidade de
alguns materiais também esta relatada na literatura (KOTHA er al., 1996; CHEN et al.
2007a; CHEN et al., 2008).

Ensaios enzimaticos foram conduzidos com esses materiais, usando uma
atividade de entrada maior, em torno de 400 UlI, e estdo apresentados na Tabela 6.3. A
eficiéncia de imobiliza¢do diminui quando ocorre o aumento da carga inicial de enzima.

Em alguns casos, a retencio de atividade também apresentou uma reduc¢io. Quando hd o
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aumento da quantidade inicial de enzima utilizada na imobiliza¢do, pode ocorrer o

bloqueio do sitio ativo da enzima devido a formacao de mais de uma camada de enzima,

bloqueando o sitio ativo e dificultando a difusdo de produtos e substratos, denominado

de fendmeno de “overcrowding” (FREIRE, 1988; SALIS et al., 2003; SALIS et al.

2008).

Tabela 6.3: Parametros de imobiliza¢do (Atividade enzimética de entrada/Uc = 400UI).

Suporte U | U Utéorico Uimo Eimo Ra n
[UI/gsuporte] [ % ] [ % ] [ % ]
Accurel® MP1000 | 378 32 346 10,0 92 3 3
PS/PS 4 353 | 169 184 9,0 52 5 3
PS/PMMA 2 390 | 300 90 12,0 23 13 3
PS/PS-co-PC 378 | 141 237 21,0 63 9 6
PMMA/PS 2 390 99 291 22,0 75 8 6
PMMA/PS 4 390 | 200 190 26,0 49 14 7
PMMA/PMMA 1h | 378 | 170 208 16,0 55 8 4
PMMA/PMMA 2h | 378 | 200 178 35,0 47 20 9
PMMA/
350 | 154 196 36,0 56 18 10
PMMA-BV
PMMA/
390 | 290 100 30,0 26 30 8
PMMA-BV SAP
PS-DVB/PS 350 19 331 7,0 95 2 2
PS-DVB/PS-DVB | 350 16 334 15,0 95 4 4
PS/PS-DVB 350 22 328 36,0 94 11 10
PMMA-DVB/
353 59 294 51,0 83 17 14
PMMA
PMMA-DVB/
353 90 263 120,0 75 46 34
PMMA-DVB
PMMA/
350 56 294 29,0 84 10 8
PMMA-DVB
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O suporte casca-nicleo de PS teve uma diminuicdo da eficiéncia de
imobilizacdo, retencdo de atividade e rendimento de imobilizacdo. Como a area
especifica ndo era muito elevada, o suporte saturou com o aumento da carga, levando a
formacdo de multicamadas de enzimas e dificultando a transferéncia de massa. Em
relacdo, ao suporte PS/PS-co-PC, houve uma queda considerdvel nos parametros de
imobilizacdo, provavelmente também conseqiiéncia da pequena area especifica. A
mesma situacdo explica o desempenho dos suportes PS/PMMA 2 e PMMA/PS 4. O
polimero PMMA/PS 2, apesar da diminuic¢do da eficiéncia de imobilizagdo, apresentou
um aumento na retencdo de atividade e, portanto, deve conseguir suportar maiores

cargas enzimaticas.

Os suportes com base de PMMA (incluindo os que apresentam benzoato de
vinila na composicdo) ndo apresentaram um bom desempenho para altas cargas
enzimaticas, pois a eficiéncia de imobilizacdo é baixa, devido as pequenas dareas
especificas. A despeito disso, a retencdo de atividade foi sempre melhor para as cascas a

base de PMMA.

Os suportes casca-nucleo contendo divinilbenzeno apresentaram bons
parametros de imobiliza¢do. As particulas com base de poli(estireno) tiveram elevadas
eficiéncias de imobiliza¢do; entretanto, a reten¢do de atividade e o rendimento de
imobilizacdo ndo foram altos. J4 os suportes com base de poli(metacrilato de metila)
exibiram os melhores resultados, com destaque para PMMA-DVB/PMMA-DVB. A
queda na retencdo de atividade pode ser explicada pela formacdo de agregados,
modifica¢do na estrutura da enzima e dificuldades de transferéncia de massa (FREIRE,
1988; SALIS et al, 2003; SALIS et al. 2008). Esses melhores parametros de
imobilizacdo sdo conseqiiéncia do aumento da 4rea especifica e da estrutura do material
(conforme detalhado no Capitulo 5), ocasionados pela reticulagdo das cadeias
poliméricas pelo divinilbenzeno. Particularmente, para os polimeros com base de
PMMA e DVB, a sua composi¢do e conseqiientemente a sua menor hidrofobicidade,
parecem ser mais adequadas para esse tipo de reacdo (hidrdlise), pois a enzima sofre
uma menor distor¢do quando interage com esse tipo de material e permanece em uma

conformag¢do mais adequada para a entrada do substrato.
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A adi¢do de divinilbenzeno provocou importantes mudangas estruturais nos
suportes casca-nucleo, influenciando positivamente na imobilizacdo de CAL-B, ja que
as areas especificas eram maiores (apesar de ocorrer uma diminui¢do dos didmetros
médios de poro). Esse comportamento é semelhante ao encontrado por CHEN ez al.
(2007a) na imobilizacdo de CAL-B nos suportes comerciais Amberlite € Amberchrom.
As maiores atividades foram encontradas nos materiais com menores didmetros de
poros e menores tamanhos de particulas (a adi¢do de DVB também torna os tamanhos

de particulas menores, como foi detalhado no Capitulo 5).

O Accurel n3o exibiu um bom desempenho e, apesar da eficiéncia de
imobilizacdo ter sido alta, as enzimas imobilizadas exibiram baixa retencdo de

atividade.

Dessa forma, para a proxima etapa, envolvendo uma carga inicial de enzima em
torno de 800 Ul, os seguintes suportes foram selecionados: PS-DVB/PS, PS-DVB/PS-
DVB, PS/PS-DVB, PMMA-DVB/PMMA, PMMA-DVB/PMMA-DVB,
PMMA/PMMA-DVB e PMMA/PS 2. A carga inicial de enzima de 800 UI permite
avaliar a capacidade de carga do suporte e aumentar o valor do pardmetro Uimo.
Contudo, os parametros de imobilizacdo podem diminuir pela formacdo de camadas
duplas de enzima, bloqueando o sitio ativo e dificultando a transferéncia de massa de

produtos e substratos. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 6.4.

Tabela 6.4: Parametros de imobilizacdo (Atividade enzimética de entrada/Uc = 800UI).

Suporte Uc | Uimo [Ul/gsuporte] | Eimol %] | Ra[%] | M [%]
Accurel® MP1000 780 25 95 3 3
PMMA/PS 2 780 25 79 4 3
PS-DVB/PS 780 22 83 3 3
PS-DVB/PS-DVB 780 32 100 4 4
PS/PS-DVB 780 37 74 6 4
PMMA-DVB/PMMA 780 105 54 25 14
PMMA-DVB/PMMA-DVB | 780 140 81 22 18
PMMA/PMMA-DVB 780 60 57 14 8
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A eficiéncia de imobilizagdo permaneceu alta, com exce¢do dos suportes
PMMA-DVB/PMMA e PMMA/PMMA-DVB, que tiveram a eficiéncia reduzida,
indicando que atingiram a sua saturagdo. Nos suportes contendo poli(estireno), o que
apresentou melhores resultados foi PS-DVB/PS-DVB, pois a eficiéncia de imobilizacio
permaneceu alta e a retencdo de atividade ndo modificou. As particulas de PMMA-
DVB/PMMA-DVB exibiram os melhores parametros de imobilizagdo. Como dito
anteriormente, além da elevada porosidade, a sua composi¢do quimica mostrou-se mais

adequada para esse tipo de reacdo enzimatica.

Com isso, os melhores desempenhos forma obtidos com suportes contendo
divinilbenzeno no niucleo e na casca. Essas amostras suportam uma carga enzimatica
ainda maior, devido a elevada érea especifica. A intencdo de adicionar DVB para
modificar a estrutura do material mostrou-se adequada para a imobilizac¢do da lipase de
CAL-B. Além disso, esses materiais apresentaram um comportamento Superior ao

suporte comercial Accurel.

6.3. Reacoes de Esterificacao

O comportamento da lipase B de Candida antarctica imobilizada nos suportes
casca-nicleo em reacdes de esterificacdo entre acido oléico e etanol também foi
avaliado. Inicialmente, a carga inicial de enzima estava em torno de 400 UL O
desempenho desses materiais foi comparado com o do biocatalisador comercial
Novozyme 435, além do suporte comercial Accurel. Os valores da atividade de

esterificacdo sdo apresentados na Tabela 6.5.

As maiores atividades de esterificagdo ocorreram em suportes com as maiores
areas especificas, pois hd um aumento na porcentagem da 4rea do suporte em que a
enzima pode ser encontrada, facilitando a difusdo do substrato e do produto durante a
dosagem da atividade (CHEN et al., 2007). Esses suportes também apresentaram bons

valores de eficiéncia de imobilizagao.

Os suportes anteriormente testados com carga inicial de enzima de 800UI,

também foram submetidos a reacdo de esterificacdo, conforme ilustra a Tabela 6.6.
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Tabela 6.5: Atividade de Esterificagdo (Atividade enzimatica de entrada/Uc = 400UI).

Suporte Atividade de Esterificacao [Ul/gsuporte]

Accurell® MP1000 1070
Novozyme 435 2167
PS casca-nicleo 338
PS/PMMA 2 170
PS/PS-co-PC 188
PMMA/PS 2 1617
PMMA/PS 4 533
PMMA/PMMA 1h 319
PMMA/PMMA 2h 96

PMMA/PMMA-BV 219
PMMA/PMMA-BV SAP 112
PS-DVB/PS 578
PS-DVB/PS-DVB 1088
PS/PS-DVB 620
PMMA-DVB/PMMA 1187
PMMA-DVB/PMMA-DVB 805
PMMA/PMMA-DVB 944

Tabela 6.6: Atividade de Esterificacdo (Atividade enzimatica de entrada/Uc = 800UI).

Suporte Atividade de Esterificacao [Ul/gsuporte]
Accurell® MP1000 711
Novozyme 435 2167
PMMA/PS 2 547
PS-DVB/PS 633
PS-DVB/PS-DVB 1809
PS/PS-DVB 953
PMMA-DVB/PMMA 373
PMMA-DVB/PMMA-DVB 800
PMMA/PMMA-DVB 866
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O Accurel e os suporte PMMA/PS 2 e PMMA-DVB/PMMA apresentaram
reducdo da atividade de esterificacdo, provavelmente pela formacdo de varias camadas
de enzima, dificultando a transferéncia de massa (FREIRE, 1988; SALIS er al., 2003;
SALIS er al. 2008). A atividade de esterificagdo dos biocatalizadores PS-DVB/PS,
PMMA-DVB/PMMA-DVB e PMMA/PMMA-DVB permaneceram praticamente
inalterados. Os suportes com base de poli(estireno), PS-DVB/PS-DVB e PS/PS-DVB
aumentaram a sua atividade de esterifica¢gdo com o aumento da carga de enzima, sendo
que o material com DVB no ntcleo e na casca aumentou consideravelmente a sua
atividade, resultando em valores préximos ao da lipase comercial de Candida antarctica

imobilizada.

Diante do que foi apresentado nessa se¢do, pode-se concluir que os suportes
desenvolvidos pela polimeriza¢do em suspensdo e emulsdo sdo bastante adequados para
imobilizacdo de enzimas, exibindo parametros de imobilizacdo e atividades enzimaticas
similares e até superiores a de materiais disponiveis comercialmente. Além disso, os
valores de drea especifica e de didmetro médio de poro sdo comparaveis aos de alguns
materiais que estdo comercialmente disponiveis (AL-DURI e YONG, 2000;
PANZAVOLTA et al., 2005; CHEN et al., 2008).

Pelo que foi exposto, os melhores suportes, que apresentam as maiores areas
especificas e os melhores parametros de imobilizagdo e atividades de hidrélise e de
esterificacdo, foram PS-DVB/PS-DVB ¢ PMMA-DVB/PMMA-DVB. Foram obtidas
algumas micrografias desse material, apds estarem com a CAL-B imobilizada,

conforme estd ilustrado na Figura 6.1.

HV mag et | HFW | WD | 200 um HV mag | s t HFW ) 50 um
20.00kV | 300x ETD| 487 um [10.0 mm 20.00 kv [ 800x D | 186ym | 9.9mm !
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HV mag spot
20.00 kV | 500 x 2.5

(B)
Figura 6.1: Micrografias de (A) PS-DVB/PS-DVB e (B) PMMA-DVB/PMMA-DVB
com CAL-B.

A imobilizacdo de CAL-B nesses suportes ndo provocou nenhuma modificagdo

na sua estrutura, principalmente no suporte PS-DVB/PS-DVB, indicando que a adi¢@o
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de DVB permite que as particulas fiquem com maior resisténcia quimica. As particulas
poliméricas do suporte PMMA-DVB/PMMA-DVB, apresentam-se aglomeradas apds a

adicdo da enzima, o que ndo parece comprometer o desempenho.

6.4. Estabilidade de Estocagem

O teste de estabilidade de estocagem foi realizado com alguns dos suportes
casca-nucleo produzidos, a fim de verificar se a enzima imobilizada mantinha a sua
atividade por um periodo de tempo. Os biocatalisadores ficavam estocados (a 30 °C) e
periodicamente sua atividade de hidrdlise era determinada. A Figura 6.2 ilustra a
estabilidade de estocagem. Pode-se perceber, que os suportes avaliados conservaram
100% de sua atividade, ao final de 30 dias. Isso indica que os polimeros casca-nucleo
desenvolvidos sdo adequados para a aplicacio como suporte para imobilizacdo de

enzimas.
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Figura 6.2: Teste de estabilidade de estocagem.

6.5. Analise Economica Simplificada

Nessa secdo, serd feita uma andlise do custo de producdo das particulas casca-

nucleo de PS-DVB/PS-DVB e PMMA-DVB/PMMA-DVB, que exibiram os melhores
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resultados. As Tabelas 6.7 e 6.8 mostram um balanco econdmico simplificado do

Pprocesso.

Tabela 6.7: Valores de matéria-prima para producio dos suportes casca-nicleo.

MATERIA-PRIMA

Reagentes Quantidade Preco Reagente Preco Total
[g] [R$] [R$]
Estireno 150 94,00/1 15,50
Metacrilato de Metila 150 148,50/1 23,60
Divinilbenzeno 50 612,00/1 33,50
Poli(alcool vinilico) 3,0 62,50/kg 0,19
Peréxido de Benzoila 4,0 357,80/kg 1,43
Lauril Sulfato de 2,5 41,86/kg 0,10
Sédio
Persulfato de Potassio 0,3 108,40/kg 0,03
Bicarbonato de Sédio 0,3 7,92/kg 0,002

PS-DVB/PS-DVB: R$0,51/g

PMMA-DVB/PMMA-DVB: R$0,65/g

Tabela 6.8: Valores dos custos operacionais para producdo dos suportes casca-ntcleo.

CUSTOS OPERACIONAIS
Item Quantidade Preco Preco Total
[R$] [R$]

Energia 500 kWh 0,20/kWh 100,00
Hora-Homem 40 h 50,00/h 2000,00
Andlises 5 100,00/analise 500,00
Obsolescéncia de 5 dias 100/dia 500,00
Equipamentos

Manutencdo 5 dias 100/dia 500,00
TOTAL 3600,00
TAXAS (Impostos) 50% 1800,00

CUSTO FINAL: RS$ 5400,00
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A andlise dos valores apresentados nas Tabelas 6.7 e 6.8 mostram que 0 maior
custo para a producdo de suportes poliméricos estd relacionado com o0s custos
operacionais. E importante ressaltar que os custos operacionais listados sdo
praticamente 0os mesmos para uma producdo de polimero na faixa de 100g a 10kg.
Dessa forma, quanto maior a quantidade de polimero a ser produzida, menores serdo
esses gastos. Por exemplo: enquanto que a produ¢do de 100g do suporte PS-DVB/PS-
DVB custaria R$ 54,51/g; a producdo de 10 kg custaria R$ 1,05/g (e ainda, se for
incluido um lucro de 100%, o prego do suporte seria de R$2,10/g).

O preco desses suportes casca-nicleo foi superior ao do suporte comercial
Accurel® MP1000, que é de EUR28,20/kg (MEMBRANA GmbH, Accurel Systems,
2011), correspondendo a R$62,30/kg ou R$0,06/g. Entretanto, os pardmetros de
imobilizacdo dos suportes casca-nticleo sdo consideravelmente superiores ao do
Accurel, o que conduz a uma balan¢o de quantidade de enzima empregada favoravel aos
materiais desenvolvidos. E importante ressaltar que as enzimas tém um preco de
mercado bastante elevado. O valor de mercado da lipase B de Candida antdrtica ndo foi

fornecido pelo seu fabricante (Novozymes).

Para exemplificar o custo de producdo de um biocatalisador, o valor da enzima
foi retirado de CASTILHO er al., (2000), sendo de US$78,00/1 (correspondendo a
R$123,32/1) para a lipase de Penicillium restrictum. Nas imobiliza¢des realizadas no
presente trabalho, para cada grama de suporte, utilizava-se 10 ml de solucio de enzima;
ou seja, o custo com a enzima seria de R$1,23. Dessa forma, produzindo-se 100g de
suporte casca nucleo (quantidade aproximada produzida por batelada), o biocatalisador
com suporte de PS-DVB/PS-DVB, custaria R$55,74; enquanto que o suporte de
PMMA-DVB/PMMA-DVB, custaria R$ 55,88. A Novozyme 435 custa R$72,90/g
(SIGMA ALDRICH, 2011). Apesar da enzima usada no cdlculo ndo ser a mesma, o
preco dos suportes casca-nicleo € inferior, indicando que é um material vidvel para a
aplicagdo como suporte de imobilizacdo de enzimas. Novamente, vale ressaltar, que a

producdo em larga escala dos polimeros casca-nicleo permite reduzir o seu valor final.
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CAPITULO 7

CONCLUSOES E SUGESTOES

As particulas casca-nicleo produzidas pela polimerizacdo em suspensdo e
emulsdo apresentam caracteristicas bastante peculiares, como a distribui¢do de massas

molares largas e a porosidade elevada, que justifica seu uso como suporte de enzimas.

Particulas casca-nicleo contendo poli(metacrilato de metila) foram preparadas
avaliando-se o efeito de duracdo da etapa de suspensdo na faixa de 30 minutos a 2h.
Constatou-se que as distribuicdes de massas molares sdo semelhantes e sempre exibem
um comportamento bimodal e com elevados valores de Mw nas condicdes de reagdo
realizadas. Quando se avaliam os valores de drea especifica, quanto menor a duracio da
etapa de polimerizacdo em suspensdo, mais poroso torna-se o material, por conta da

maior eficiéncia de captura das particulas emulsificadas

A substituicdo do acetato de vinila pelo benzoato de vinila como comondmero, a
fim de gerar uma casca porosa, mostrou-se bastante satisfatoria. O resultado confirmou
a hipotese de BESTETI (2009), de que a porosidade da casca estd diretamente
relacionada com a temperatura de transicio vitrea do polimero formado em emulsdo. A
casca contendo benzoato de vinila era consideravelmente porosa, exibindo um
recobrimento satisfatorio do nicleo. Além disso, a saponificacdo desse material levou a
modificacdo de algumas propriedades texturais, como aumento da drea especifica,
indicando que a saponificacdo pode ser usada para modificar a estrutura quimica e
morfoldgica do material. Nesse sentido, a produ¢do de um material mais poroso € com
maior didmetro médio de poro apds a saponificacdo indicou que de fato o anel

aromatico da estrutura do benzoato de vinila pode ser removido apds a saponificacao.

138



A adicdo de divinilbenzeno como agente reticulante no meio de reacdo
modificou completamente a estrutura das particulas casca-nucleo. A particula final
apresenta morfologia esférica mais regular e aparéncia mais compacta. A casca
apresenta aspecto mais espesso (quando comparada com as particulas casca-nicleo sem
DVB), com completo recobrimento do nicleo e uma porosidade bem maior, medida em
termos do aumento da drea especifica. De maneira geral, o didmetro médio de poro
apresentou uma reducdo apds serem reticuladas, em funcdo do melhor empacotamento
das particulas capturadas na casca. O material com DVB era insolivel em

tetrahidrofurano e isso confirma que de fato ele funciona como um agente reticulante.

Polimeros com ntcleo de poli(estireno) e casca de poli(acetato de vinila-co-
metacrilato de metila) foram preparados com a quantidade de metacrilato de metila
variando de 40 a 90%, de forma a se verificar as caracteristicas da casca se alteravam.
Segundo BESTETI (2009), polimeros com essa composi¢do e com 30% de metacrilato
de metila, ndo tinham casca porosa, mas sim um filme ao redor do nicleo. Constatou-se
que o aumento na quantidade de MMA conduziu a formagdo de materiais porosos, nos
quais se podia perceber um recobrimento satisfatério do niicleo. Isso confirma que a Tg

do material da casca € determinante para estabelecer a sua porosidade.

Modificac¢des introduzidas nas receitas de polimerizacdo permitiram perceber
que, para o caso do poli(estireno) e da polimerizacdo em suspensdo/emulsdo, existe uma
vazdo maxima de alimentacdo do mondmero da emulsido (de 0,20 1/h nas condi¢des
analisadas nesse trabalho). Valores superiores a esse fazem com que as particulas de
polimero fiquem instdveis, crescendo de forma descontrolada e fazendo com que a
polimerizacdo ndo atinja bons resultados. A concentracdo de emulsificante na emulsdo
também ¢ uma varidvel importante e, quando empregada abaixo do valor de
concentracdo micelar critica, leva a formacdo de codgulos, pois a quantidade ndo ¢é
suficiente para estabilizar as particulas de polimero. Por isso, recomenda-se que a
reacdo em emulsdo seja conduzida em condi¢des de avidez e na presenca de excesso de

emulsificante (em relagdo a CMC)

A aplicagdo desses materiais como suporte para a imobilizacdo de lipase B de

Candida antarctica mostrou-se muito satisfatéria, pois os valores dos pardmetros de
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imobilizacdo e das atividades de hidrdlise e de esterificagdo foram similares ao do
biocatalisador comercial Novozyme® 435 e superiores aos obtidos com o suporte
comercial Accurel® MP1000. Os suportes casca-nicleo que alcancaram os melhores
valores foram aqueles preparados com casca e nutcleo de poli(estireno-co-
divinilbenzeno) e casca e nucleo de poli(metacrilato de metila-co-divinilbenzeno).
Nessas particulas, os valores de drea especifica foram maiores (para o suporte de PS-
DVB/PS-DVB, a area especifica foi de 28,9 mZ/g; e para PMMA-DVB/PMMA-DVB, a
area especifica foi de 12,6 m2/g) e a composi¢do também se mostrou adequada para essa
aplicagdo. Além disso, uma andlise econdmica simplificada desses melhores suportes
comprova a sua viabilidade e o seu custo de producdo (em escala maior que a de

laboratdrio) é consideravelmente inferior ao da Novozyme 435.

7.1. Sugestoes para Trabalhos Futuros

Para trabalhos futuros, sugere-se um estudo mais aprofundado das variacdes na
concentracdo de emulsificante, concentragdo de iniciador e da vazao de alimenta¢do do
mondmero da emulsdo, de forma a explicar todos os fendmenos que ocorrem durante a
polimerizacdo combinada em suspensdo e emulsdo. Sugere-se variar as condi¢des da
polimerizacdo em suspensdo, como por exemplo, controlar o tamanho das particulas por
meio de uma reacdo em batelada alimentada e também modificar a quantidade de
iniciador utilizada, de forma a avaliar a formac¢do do nucleo e, conseqiientemente as
caracteristicas finais da casca formada. A reacdo de saponificacdo do benzoato de vinila
pode ser estudada de uma maneira mais completa, aumentando-se a quantidade de
hidréxido de s6dio empregada. Aumentar a quantidade de benzoato de vinila na casca, o
que implica em modificar as condi¢des reacionais e o iniciador empregado. Produzir
materiais poliméricos com uma quantidade variada de agente reticulante, verificando as
caracteristicas da casca, como aumento da 4rea especifica e, também, a evolucdo da
reticulagdo, a medida que se adiciona mais agente reticulante. Empregar as particulas
casca-ntcleo na imobilizacdo de outras enzimas, adequando a composi¢do do suporte as
suas caracteristicas e também avaliar outras reagdes enzimaticas apds a sua suportacao.
Além disso, pode-se estudar novas metodologias de imobiliza¢do, de forma que essa
ocorra durante a reagdo de polimerizacgdo (a ser realizada em condi¢cdes mais amenas de

temperatura).
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APENDICE A
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Figura A1: Distribui¢do de tamanhos de particula do sobrenadante

PMMA/PMMA 30 min.
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Figura A2: Distribui¢do de tamanhos de particula do sobrenadante de

PMMA/PMMA 1h.
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Figura A4: Distribui¢do de tamanhos de particula do sobrenadante de

PS-DVB/PS-DVB.
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Figura AS: Distribui¢do de tamanhos de particula do sobrenadante de PS/PS-DVB.
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Figura A7: Distribui¢cdo de tamanhos de particula do sobrenadante de
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Figura A8: Distribuicdo de tamanhos de particula do sobrenadante de

PMMA/PMMA-DVB.
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APENDICE B
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Figura B1: Curva de DSC de PMMA/PMMA 30 min.
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Figura B2: Curva de DSC de PMMA/PMMA 1h.
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