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Setembro/2017
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O presente trabalho visou a sintese de suportes poliméricos por meio da técnica
de polimerizacdo em suspensdao-emulsdo simultineas objetivando a producdo de
biocatalisadores enzimaticos. Inicialmente, foram estudadas diferentes estratégias de
reagdo com o objetivo de aumentar a area especifica e porosidade das particulas
produzidas. Assim, por meio da reducdo da duragdo da etapa de suspensdo, foram
produzidas novas particulas com morfologia casca-nucleo de P(S-co-DVB) com area
especifica de até 50 m?/g. A estabilidade mecanica das particulas produzidas também foi
analisada, sendo observado que o emprego de DVB como comondmero provocava um
aumento na resisténcia mecanica dos materiais poliméricos. Em uma etapa seguinte, tais
particulas foram empregadas como suporte para a sintese de biocatalisadores, utilizando
a enzima comercial lipase B de Candida antarctica (CAL-B) como enzima de estudo.
As atividades de hidrolise e de esterificacdo dos biocatalisadores, assim como os
parametros de imobilizagdo, foram avaliados. Foram produzidos, entdo, biocatalisadores
com elevada atividade de esterificagao (aproximadamente 3500 U/g). Um estudo de
escalonamento do processo de polimerizagdo também foi realizado, sendo sintetizadas
particulas com diferentes composigdes, capazes de interagir de maneiras distintas com a
enzima estudada. Finalmente, estratégias de funcionalizagdo das nanoparticulas
formadoras da casca polimérica foram conduzidas. Assim, o presente trabalho permitiu
o desenvolvimento de diferentes suportes poliméricos com potencial para imobiliza¢ao

de enzimas distintas e com promissora aplicagdo em setores industriais diversos.
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The present work focused on the synthesis of polymer supports through
simultaneous suspension-emulsion polymerizations, aiming at producing enzymatic
biocatalysts. Initially, different reaction strategies were adopted in order to increase the
specific area and porosity of the produced particles. Thus, it was observed that, by
reducing the duration of the suspension step, core-shell particles of P(S-co-DVB)
exhibiting high specific area (up to 50 m?/g) could be produced. The mechanical
stability of the produced particles was also analyzed and it was noticed that the use of
DVB as comonomer resulted in the increase of the mechanical resistance of the
polymeric materials. In the following step, such particles were employed as supports for
immobilization of the commercial lipase B of Candida antarctica (CAL-B) for
synthesis of biocatalysts. The hydrolytic and esterification activities of the biocatalysts,
as well as the immobilization parameters, were evaluated. Then, biocatalysts exhibiting
high esterification activity were produced (approximately 3500 U/g). The scale-up of
the polymerization process was also carried out and core-shell particles with different
compositions, capable of interacting through different manners with the studied
enzyme, were synthesized. Finally, the functionalization step of the nanoparticles that
cover the polymeric cores were conducted. Thus, the present work enabled the
development of different polymeric supports with potential use for the immobilization

of different enzymes and with promising applications in distinct industrial sectors.
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Capitulo 1

Introducao

1.1. Introducdo

As enzimas sdo biocatalisadores naturais, sintetizados por animais, vegetais e
microrganismos, capazes de catalisar e promover reacdes quimicas (VAN BEILEN e
LI, 2002; MUSSATO et al., 2007; LI et al., 2012). A melhor compreensdo sobre a
estrutura destas proteinas e seus mecanismos de acdo, além dos pronunciados avangos
na area de engenharia genética e da procura por processos baseados em tecnologias
sustentaveis, possibilitaram e favoreceram a expansdo da aplicacdo desses
biocatalisadores em diferentes processos industriais e em diversas dareas do
conhecimento, como na area alimenticia, téxtil, de papel e celulose, de cosméticos, de
biocombustiveis, de tratamento de efluentes, dentre outras (BUCHERT et al., 1994;
OZLEN, 1995; VAN BEILEN e LI, 2002; MENDES et al., 2005; CHEN et al., 2007c;
RIBEIRO et al, 2011; CHALAMAIAH et al, 2012; LI et al., 2012). No setor
farmacéutico, por exemplo, essas proteinas t€ém assumido papel de destaque, uma vez
que ¢ cada vez mais intensa a busca por compostos enantioméricos puros (em lugar das
misturas racémicas) (BOMMARIUS et al., 1998; CHARTRAIN et al., 2000; PATEL,
2001; GOTOR, 2002; JAEGER e EGGERT, 2002).

Esses biocatalisadores sdo de grande interesse para as industrias, pois, em geral,
atuam sob condi¢des operacionais mais brandas e apresentam comumente altas
atividade, seletividade e especificidade, possibilitando a geracdo de produtos mais puros
(FREIRE, 1988; KOELLER ¢ WONG, 2001; MATEO et al., 2007; MUSSATO et al.,
2007; CAO e LIU, 2009). Nesse contexto, as lipases t€ém recebido destaque, uma vez
que sdo capazes de catalisar reagdes de hidrolise, esterificacdo e transesterificacao,
apresentando enorme versatilidade em diferentes tipos de sinteses organicas e exibindo
elevadas especificidade e seletividade (GOTOR, 2002; JAEGER e EGGERT, 2002;
FREIRE e CASTILHO, 2008; CUNHA et al., 2014).

Nos ultimos anos o mercado global de enzimas tem crescido de forma

pronunciada. Em 2015, o mercado mundial dessas proteinas foi de 8,18 bilhdes de
1
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dolares e € esperado que cresca para 17,50 bilhdes de dolares em 2024, segundo dados
da Grand View Research (GRAND VIEW RESEARCH, 2016). Ao analisar o mercado
brasileiro, ¢ possivel notar inicialmente uma dificuldade de obtencdo de dados atuais.
Contudo, ao analisar o mercado em 2005, observa-se uma defasagem do mercado
nacional em relagdo a mercados mundiais. Em 2005, por exemplo, as importagdes
totalizaram US$ 126,6 milhdes e as exportagdes US$ 20,6 milhdes; ou seja,
aproximadamente 3,7 % do mercado mundial (BON et al., 2008).

A importancia da biocatélise, tendo em vista a necessidade cada vez maior por
processos sustentaveis, ¢ evidente por tudo que foi apresentado. Dessa forma, a busca
pelo desenvolvimento de processos sustentdveis e economicamente viaveis, tem
despertado o interesse por uma técnica antiga, que tem se revelado nos ultimos anos
como uma poderosa ferramenta para melhorar as propriedades enzimaticas
(estabilidade, atividade, especificidade, seletividade): a imobilizagdo enzimatica
(MATEO et al., 2007, SHELDON e VAN PELT, 2013). A técnica de imobilizagao
objetiva tornar a enzima insolivel no meio em que se encontram substratos e produtos
(SHELDON e PELT, 2013).

O procedimento de imobilizagdo enzimatica possibilita a reutilizacdo dos
biocatalisadores e a conducdo de processos continuos, uma vez que em processos
conduzidos em fase homogénea (enzimas na forma soluvel) ha necessidade de repor o
catalisador a cada reagdo realizada. Dessa forma, por meio da imobilizacdao ¢ possivel
recuperar a enzima imobilizada ao final de cada operacdo e reutilizd-la em outros
processos. Esta técnica provoca também a diminui¢do do risco de contaminacdo do
produto por residuos de enzimas, possibilitando ainda o uso de volumes reacionais mais
reduzidos. Além disso, em fungdo dos fendmenos de superficie, diversas propriedades
enzimaticas podem ser potencializadas com o processo de imobilizagdo, como atividade
e estabilidade, tanto em relagdo ao aspecto operacional quanto em relagdo a estocagem
(FREIRE, 1988; MATEO et al., 2007, SHELDON e PELT, 2013).

E importante destacar que, para que um material possa ser empregado como
suporte para imobilizacdo enzimatica, o material deve possuir um prego atrativo e
apresentar algumas caracteristicas especificas, como ser insoluvel na fase do substrato e
produto, ser estavel mecanicamente e apresentar determinado grau de interagdo com a
enzima (de forma a evitar a dessor¢do, mas sem provocar a desativagdo do sitio ativo)

(KAHRAMAN et al., 2007; DATTA et al., 2013; PINTO et al., 2014). Assim, diversos
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materiais podem ser empregados como suporte: materiais inorganicos (silica, alumina,
apatita, carvao ativado), polimeros naturais (alginato, celulose, gelatina, colageno) e
polimeros sintéticos (poliacrilamida, poliestireno) (KAHRAMAN et al., 2007; DATTA
et al., 2013). No entanto, cada enzima interage de maneira particular com cada tipo de
suporte, apresentando atividade caracteristica apOs a imobilizagdo, a depender do
suporte utilizado. Dessa forma, os polimeros sintéticos tém recebido especial destaque,
pois sdo de facil producdo e, em geral, apresentam baixo custo de sintese. Além disso,
algumas das suas caracteristicas podem ser manipuladas para viabilizar uma melhor
interacdo entre a enzima e o suporte, como composi¢do, porosidade, tamanho
caracteristico e a funcionalidade da superficie, por meio da introdug¢do de grupamentos
quimicos especificos (BESTETI, 2011; PINTO, 2013; PINTO et al., 2014).

Nesse contexto, a sintese de suportes enzimaticos do tipo casca-nucleo a partir
da técnica de polimerizacdo em suspensao e emulsdo simultdneas ¢ muito vantajosa,
uma vez que possibilita a producdo de particulas porosas em escala micrométrica e
permite a funcionaliza¢do da casca e do nucleo polimérico, sem haver a necessidade de
etapas adicionais de rea¢do. Assim, suportes poliméricos com diferentes propriedades
podem ser produzidos, a depender das caracteristicas intrinsecas de cada enzima que
deve ser imobilizada (BESTETI, 2011; PINTO, 2013; PINTO et al., 2014). Essa area,
ainda pouco desenvolvida no pais, genericamente chamada de “Engenharia de
Suportes”, busca o desenvolvimento de materiais que interajam da melhor forma com
uma enzima especifica, resultando em biocatalisadores de maximo desempenho.

Diante do exposto, o presente trabalho visou a produgdo de biocatalisadores com
atividade lipésica, avaliando o desempenho em reagdes de hidrélise (utilizando p-
nitrofenil laurato como substrato) e em reagdes de esterificacdo (empregando acido
oleico e etanol como substratos). A lipase B de Candida antarctica (CAL-B) comercial
foi a enzima empregada ao longo do trabalho, uma vez que ¢ uma enzima largamente
utilizada na biocatdlise, capaz de catalisar inimeras reacdes, apresentando elevadas
estabilidade e atividade. O termo ‘“biocatalisador”, empregado no trabalho, estd
associado ao suporte com a enzima adsorvida; ou seja, a enzima ja imobilizada.

Assim, inicialmente, foram produzidas novas particulas com morfologia casca-
nicleo, a partir da técnica de polimerizagdo em suspensdo-emulsdo simultineas,
adotando-se diferentes estratégias de reacdo. Dessa forma, buscou-se sintetizar suportes

com areas especificas e porosidades mais pronunciadas. Diversos mondmeros foram
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empregados para a sintese do nucleo e da casca polimérica, como divinilbenzeno,
estireno e metacrilato de metila, objetivando obter particulas com as caracteristicas
morfoldgicas e quimicas almejadas. A estabilidade mecanica de tais particulas casca-
ntcleo também foi estudada.

Em uma etapa subsequente, esses materiais poliméricos foram utilizados como
suporte para a sintese dos biocatalisadores, empregando a técnica de imobilizagdo
enzimatica por adsor¢do fisica. Os parametros de imobilizacdo, como rendimento de
imobilizacdo e retencdo de atividade, também foram avaliados. As enzimas
imobilizadas foram empregadas em reacdes de hidrdlise e esterificagao.

A partir de entdo, foi iniciado um estudo de escalonamento do processo de
polimerizagdo (nunca estudado em larga escala), empregando diferentes comonomeros
para sintese de particulas com composi¢des distintas. Por fim, um estudo de
funcionalizacdo das nanoparticulas formadoras da casca polimérica foi conduzido. Para
isso, duas estratégias de funcionalizagdo foram avaliadas: funcionalizagdo poOs-
polimerizacdo (primeiramente h4a a sintese das particulas e, em seguida, a
funcionalizagdo do material polimérico); funcionalizagdo in situ (a reacdo de
funcionalizacdo acontece durante o proprio processo de polimerizagdo, envolvendo uma
unica etapa reacional) (BECER et al., 2009; BESTETI, 2011; BESTETI et al., 2014b).
Dessa forma, explorando as reacdes de Click Chemistry, buscou-se produzir particulas
com funcionalidades diferentes e capazes de interagir de forma distinta com a enzima
estudada.

As etapas relacionadas ao sistema de polimerizacdo, assim como ao
escalonamento do processo, foram desenvolvidas no Laboratorio de Engenharia de
Polimerizagdo (EngePol/PEQ/COPPE). As etapas relacionadas a area de bioprocessos
foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia Microbiana (LABIM/IQ). Por fim, o
estudo de funcionaliza¢do das nanoparticulas poliméricas foram conduzidas no Polymer
Chemistry Laboratory, na Queen Mary University of London, durante o periodo do
doutorado sanduiche. Esta interacao multidisciplinar possibilitou o desenvolvimento de
suportes mais promissores para a imobilizagdo de diversas enzimas. Além disso, o
desenvolvimento de alguns dos suportes poliméricos, assim como o escalonamento do
processo de polimerizacdo e o estudo de avaliagdo da estratégia de funcionalizacdo mais
eficiente das nanoparticulas, ainda ndo haviam sido realizados em nenhum estudo

anterior.
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E importante ressaltar que estudos envolvendo a funcionalizagdo de materiais
poliméricos, o desenvolvimento de suportes enzimdticos empregando enzimas home-
made e a sintese de novos biocatalisadores ainda sdo incipientes no Brasil. Ademais, sdo
poucos os trabalhos da literatura internacional que retinem todas as etapas de sintese e
de aplicacdo de novos biocatalisadores, havendo uma ampla lacuna na érea de
Engenharia de Suportes que pode ser preenchida por uma tecnologia de carater
nacional.

Vale pontuar também que o presente estudo encontra-se em um contexto mais
amplo, com bom potencial comercial, uma vez que objetiva produzir suportes e
biocatalisadores multiproposito, que possam ser empregados em processos
biocataliticos diversos, como na sintese de farmacos, biolubrificantes, biodiesel, ésteres

de glicerol e ésteres aromaticos.

1.2.  Objetivo da Tese

1.2.1. Objetivo Geral

O presente trabalho objetivou desenvolver novas particulas poliméricas,
buscando-se avaliar o uso dessas particulas como suporte para a sintese de

biocatalisadores enzimaticos, e estudar o escalonamento do processo de producao.

1.2.2. Objetivos Especificos

O presente trabalho visou, mais especificamente, a aprofundar o estudo de
desenvolvimento de novas particulas poliméricas com morfologia casca-ntcleo,
adotando-se diferentes estratégias de reacdo, de forma a sintetizar particulas com areas
especificas e porosidades mais pronunciadas. Buscou-se também avaliar de que forma a
composi¢do quimica das particulas afetava a resisténcia mecanica de tais materiais.
Procurou-se ainda investigar a influéncia das propriedades morfologicas e quimicas dos
suportes poliméricos na sintese dos biocatalisadores com atividade lipasica, avaliando-
se os diferentes parametros de imobilizacdo, como rendimento de imobilizacdo e

retencdo de atividade. Os biocatalisadores produzidos também foram avaliados quanto



Capitulo I — Introdu¢ao

ao seu desempenho em reacdes de esterificacdo e hidrolise. Por fim, objetivou-se
escalonar o processo de polimerizagdio e estudar a introducdo de grupamentos
funcionais nas nanoparticulas formadoras da casca polimérica, avaliando-se a estratégia

de funcionaliza¢dao mais adequada.

1.3. Estrutura da Tese

A tese esta estruturada em cinco capitulos, incluindo esta breve introdugao,
quatro apéndices e as referéncias bibliograficas. A seguir serd realizada uma breve
descricdo de cada capitulo e dos apéndices que compdem o trabalho.

No Capitulo II ¢ apresentada uma breve revisao bibliografica, envolvendo as
principais caracteristicas da polimerizacdo em suspensdo e da polimerizacdo em
emulsdo. Sdo apresentados, com mais detalhe, os principais estudos encontrados na
literatura, envolvendo a sintese de particulas com estrutura casca-nucleo e a técnica de
polimerizacdo em suspensdo e emulsdao simultaneas. Este capitulo ¢ subdivido em sete
se¢Oes principais. Na secdo 2.2 ¢ mostrada a metodologia experimental adotada na etapa
de sintese das particulas casca-nucleo a partir da polimeriza¢do em suspensao ¢ emulsdo
simultaneas em escala bancada. Sdo apresentadas também as técnicas de caracterizagao
das particulas poliméricas, como cromatografia de permeagdao em gel (GPC),
microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia Optica, calorimetria
exploratdria diferencial (DSC), de determinagdo da area especifica das particulas, da
distribui¢do de tamanhos das particulas do sobrenadante e da distribuicdo de tamanhos
das particulas empregadas como suporte na imobilizacdo. A metodologia de avaliagao
da resisténcia mecanica das particulas produzidas também ¢ mostrada. Os resultados e
as conclusdes correspondentes a esta etapa em escala bancada sdo apresentados nas
secOes 2.3 e 2.4, respectivamente. Na secdo 2.5 ¢é apresentada a metodologia
experimental utilizada para sintese das particulas casca-nucleo por meio da mesma
técnica de polimerizagdo em suspensdo ¢ emulsdo simultdneas em escala piloto. Os
principais resultados encontrados sdo apresentados na se¢ao 2.6. Por fim, na sec¢do 2.7,
as principais conclusdes atingidas nesta etapa do trabalho sdo descritas.

No Capitulo III sdo descritas as principais técnicas de imobilizacdo enzimatica.
Em seguida, sdo destacados alguns trabalhos recentes que utilizaram particulas

poliméricas porosas para a imobilizagdo de lipases, principalmente da CAL-B. Sdo
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abordados com mais detalhe os trabalhos presentes na literatura que empregaram as
particulas poliméricas com estrutura casca-nucleo, sintetizadas a partir do processo de
suspensdo e emulsdo simultaneas, como suporte para a sintese de biocatalisadores. Em
seguida, na secdo 3.2, a metodologia experimental utilizada na etapa de imobilizagao
enzimatica e as técnicas usadas para determinagdo dos parametros de imobilizagdo e
para avaliacdo das atividades de hidrélise e de esterificacdo dos biocatalisadores
produzidos sdo descritas. Os resultados correspondentes a esta etapa do trabalho sdo
apresentados nas secdes 3.3, enquanto as principais conclusdes alcancadas sao
mostradas na se¢ao 3.4.

No Capitulo IV sdo descritos alguns trabalhos que envolvem a funcionalizagdo
de materiais e particulas poliméricas, com especial destaque para a reacdo conhecida
por Click Chemistry. As metodologias e principais resultados encontrados estdo
subdivididos em trés seg¢oes. Na Secdo 4.2 sdo apresentadas as metodologias e os
principais resultados envolvendo a funcionalizacdo de matrizes poliméricas. Na Secdo
4.3 sdao mostradas as metodologias e os principais resultados envolvendo a sintese e a
funcionalizacdo das nanoparticulas poliméricas formadoras da casca das particulas
casca-nucleo. Por fim, na se¢ao 4.4, sdo apresentadas as principais conclusdes obtidas
nesta etapa do trabalho.

No Capitulo V sdo apresentadas as conclusdes finais encontradas ao longo do
trabalho e sao formuladas algumas questdes que ainda ndo foram respondidas, mas que
incentivam a realizagdo de novos trabalhos nessa linha de pesquisa.

No Apéndice A sdo mostradas as equagdes envolvidas na analise cinética
referente a cada reacdo de polimerizacao realizada.

No Apéndice B sdo apresentadas algumas analises de calorimetria exploratéria
diferencial das particulas poliméricas sintetizadas, objetivando ilustrar a auséncia de
temperaturas de transi¢do vitrea para os materiais reticulados produzidos.

No Apéndice C sdo apresentadas as isotermas de adsor¢do dos suportes
poliméricos produzidos e empregados no processo de imobilizagdo enzimdtica e as
isotermas correspondentes as duas amostras comerciais, Accurel € Novozym 435.

No Apéndice D sao mostrados os trabalhos publicados nessa linha de pesquisa

ao longo do periodo do doutorado.
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Capitulo I1

Sintese de Suportes Poliméricos

Este capitulo diz respeito a sintese das particulas poliméricas com morfologia
casca-nucleo, empregadas como suporte na sintese de biocatalisadores. Assim, o objetivo
da Secdo 2.1 ¢ apresentar uma breve revisdo bibliografica sobre os mecanismos de
polimerizacdo em suspensao e emulsdo e os diferentes processos empregados atualmente
com o objetivo de sintetizar particulas com morfologia casca-nticleo. Os processos
conduzidos em suspensdo-emulsdo simultdneas sdo descritos com mais detalhe nessa
mesma se¢do. Em seguida, na Secdo 2.2, sdo apresentadas as metodologias e os materiais
empregados para a sintese de tais particulas em escala de bancada. Na Secdo 2.3 sdo
mostrados os principais resultados encontrados em relagdo a sintese dos suportes
poliméricos. As principais conclusdes obtidas nesta primeira etapa do trabalho sdo
apresentadas na Secdo 2.4. A segunda etapa do trabalho, que envolve os materiais e as
metodologias empregadas para a sintese das particulas poliméricas em escala piloto, ¢
apresentada na Sec¢do 2.5. Na Secdo 2.6 sao mostrados os resultados relacionados a
producao de tais suportes em larga escala. Por fim, as principais conclusdes obtidas com

base nos resultados discutidos sdo apresentadas na secao 2.7.
2.1. Revisao Bibliogrdfica
2.1.1. Mecanismos de Processos de Polimerizacdo

Os processos de polimerizagdo podem ser subdivididos em dois grandes grupos,
a depender do mecanismo envolvido na sintese do polimero: polimerizagdo em etapas e
polimerizacao em cadeia. A polimerizagdo em etapas engloba reagdes entre grupamentos
funcionais presentes nos monomeros de interesse. Neste tipo de reacdo, o tamanho das
cadeias poliméricas cresce a uma velocidade relativamente baixa. Na polimeriza¢do em
cadeia, um iniciador ¢ usado para gerar uma espécie reativa, que pode ser um radical livre,
um cation, um anion ou um complexo de coordenagao. A reacao de polimerizagao ocorre,

entdo, com a propagacdo da espécie ativa, por meio da adi¢ao sequencial de mondmeros
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a cadeia. Assim, a partir apenas da reacdo entre o0 monomero € a espécie ativa, ocorre o

crescimento rapido da cadeia polimérica, gerando polimeros de alta massa molar mesmo

no inicio da reagdo ¢ a baixas conversdes (1- 40 %) (ODIAN, 2004).

2.1.1.1. Polimerizacdo em Cadeia via Radicais Livres

Nos processos de polimerizacao estudados no presente trabalho, que engloba

reacdes em suspensdo e em emulsdo, foram empregados iniciadores que se decompdem

termicamente, gerando radicais livres (espécies reativas) no meio reacional. Dessa forma,

as etapas reacionais elementares que ocorrem simultaneamente nessas reagdes de

polimerizacdo em cadeia via radicais livres sdo descritas a seguir. (E importante ressaltar

que cada componente ¢ descrito na Secao Nomenclatura, pagina xxiii).

D)

1)

110)

Etapa de iniciagdo: engloba as reagdes de iniciacdo no meio reacional,
relacionadas a geragdo de radicais livres, que sdo os responsaveis pelo

inicio da reacao de polimerizagao (KIPARISSIDES, 1996).
I — 2R’
R*+M — P

Etapa de propagacdo: envolve o crescimento das cadeias poliméricas, por
meio da adi¢do sequencial de moléculas de mondmero ao centro ativo da

cadeia em crescimento (KIPARISSIDES, 1996).
P'+M —> Puy

Etapa de terminagdo: a partir de reagdes entre dois centros radicalares,
ocorre o término do crescimento da cadeia (KIPARISSIDES, 1996). Ha
dois tipos fundamentais de reacdes de terminacao: a etapa de terminagao
por combinagdo, em que os dois centros radicalares em crescimento se
combinam, gerando uma cadeia saturada; e a etapa de terminagdo por
desproporcionamento, em que um atomo de hidrogénio de uma espécie ¢
transferido para a outra espécie, resultando na geracdo de uma espécie

insaturada e de outra espécie saturada (ODIAN, 2004).
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Pi*‘f’Pj* — Py

P + Pj* — Py +P;

Vale salientar que, a depender das espécies presentes no meio reacional, outras
reacdes podem ocorrer, como reacdes de transferéncia de cadeia, reagdes de reticulacao
e reacdes de copolimerizagdo (caso outra espécie monomérica esteja presente no meio)

(ODIAN, 2004; PINTO et al., 2013).
2.1.1.2. Copolimerizacdo em Cadeia via Radicais Livres

A versatilidade das reagdes de polimerizagdo nao envolve apenas os diferentes
processos que podem ser realizados, mas também os diferentes tipos de reagentes que
podem ser empregados e a possibilidade de combinar inlimeros componentes em reagdes
de copolimerizagdo, resultando em materiais com propriedades particulares (ODIAN,
2004; PINTO et al., 2013).

A reagdo de copolimerizacdo ¢ caracterizada por envolver duas espécies
monoméricas distintas, apresentando o copolimero pelo menos duas unidades de
repeticdo (R1 e R»). Esse tipo de reagcdo permite modificar quimicamente a estrutura
polimérica e, inclusive, introduzir grupamentos funcionais no polimero produzido. Dessa
forma, as propriedades de determinado homopolimero podem ser modificadas com um
determinado propoésito a partir da introdu¢do de uma segunda unidade monomérica
(ODIAN, 2004).

Nas reacdes de copolimerizagdo em cadeia, a taxa de reagdo dos monomeros difere
das taxas encontradas em homopolimeriza¢cdes, podendo apresentar uma maior
reatividade ou serem menos reativos. Além disso, as reatividades ndo sdo
necessariamente semelhantes para os diferentes comondmeros. Assim, a determinagao da
composi¢ao dos diferentes copolimeros e também do mecanismo cinético de cada
copolimerizagdo ndo constituem processos triviais, como pode ser percebido por meio da
andlise das etapas reacionais elementares, que ocorrem simultaneamente nas reagdes de
copolimerizacdo em cadeia via radicais livres, mostradas a seguir. Vale ressaltar que, para
descrever tais etapas, considerou-se que as reatividades das espécies propagantes sao

fungdes apenas da unidade mérica que encerra a cadeia do polimero em crescimento, de
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acordo com o bem conhecido modelo ultimo ou terminal (ODIAN, 2004; PINTO et al.,
2013).

P+M, — P/
P'+M, —> P
P,+M;, —> P/

P,+*M, — P,

E importante mencionar que, durante o presente trabalho, diferentes
copolimerizagdes foram realizadas com o objetivo de melhorar as propriedades
mecanicas das particulas produzidas e adicionar grupamentos funcionais as

nanoparticulas formadoras da casca polimérica dos suportes.

2.1.2. Processos de Polimerizacdo

Em geral, os processos de polimerizacdo podem ser classificados como processos
homogéneos e processos heterogéneos. Os processos homogéneos englobam reagdes
conduzidas em uma Unica fase, como as polimerizagdes em massa ou em solucao. Ja os
processos heterogéneos envolvem a presenca de ao menos duas fases. Nesta categoria,
encontram-se inimeros processos, como a polimerizagdo em suspensdo, em emulsdo,
dentre outras. No entanto, alguns processos homogéneos podem se tornar heterogéneos,
em funcao da insolubilidade do polimero no meio reacional, como por exemplo nas
polimerizagdes por precipitagdo (ARSHADY, 1992; KIPARISSIDES, 1996; ODIAN,
2004).

Os processos heterogéneos originam particulas com diferentes propriedades,
podendo apresentar morfologia esférica ou irregular, com didmetro médio que pode variar
de 50 nma 1 -2 mm (ARSHADY, 1992). Assim, tais resinas podem ser empregadas para
os mais diferentes fins, incluindo aplicagdes nas areas médica, odontoldgica, de
construgdo civil e de bioprocessos (SANTOS, 2007; PEIXOTO et al., 2009; BESTETI,
2011). Vale salientar que alguns dos processos mencionados podem ainda ser
combinados, mediante alguns ajustes, resultando em particulas com propriedades

diferenciadas (ARSHADY, 1992; LENZI, 2002; LENZI et al., 2003).
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No presente trabalho, os suportes enzimaticos foram produzidos a partir da técnica
de polimerizagdo em suspensdo e emulsdo simultaneas. Dessa forma, esses dois processos

sdo descritos de forma mais detalhada a seguir.

2.1.3. Processo de Polimerizagdo em Suspensao

Os processos de polimerizacao em suspensao sao indicados para a produgao de
particulas esféricas em escala micrométrica. Os produtos resultantes deste tipo de
processo apresentam enorme aplicabilidade em processamentos por extrusdo e
moldagem, além de amplo uso na drea médica e de bioprocessos. Dessa forma, muitas
resinas comerciais sao sintetizadas a partir do processo de polimerizagao em suspensao,
como poli(metacrilato de metila) e copolimeros, poliestireno e copolimeros, poli(cloreto
de vinila) e copolimeros e poli(acetato de vinila) e copolimeros (YUAN et al., 1991,
VIVALDO-LIMA et al., 1997; PINTO et al., 2013).

A polimerizagdo em suspensao classica envolve a dispersao de um ou mais
mondmeros organicos em um meio aquoso, na presenca de um iniciador soltivel na fase
organica. Dessa forma, por intermédio de agitacdo vigorosa e adicdo de estabilizantes
(agentes de suspensdo) no meio reacional, a fase orgénica ¢ dispersa na fase continua
(YUAN et al., 1991; ARSHADY, 1992; VIVALDO-LIMA et al., 1997; MACHADO et
al., 2007; PINTO et al., 2013). As reacdes de polimerizacdo em suspensdo, quando
conduzidas sob pressdo atmosférica, sdo realizadas geralmente em uma faixa de
temperatura entre 40 e 90 °C (KALFAS et al., 1993). Assim, ao longo da reagdo, as gotas
monomeéricas formadas inicialmente sdo convertidas progressivamente em particulas de
alta viscosidade. Sao produzidas ao final do processo particulas poliméricas esféricas. Em
fun¢do do carater compartimentado das goticulas, considera-se que a polimerizacdo em
suspensao ocorra como um conjunto de micro-reatores, em que cada gota monomérica
funciona como um reator de polimerizacdo em massa (ARSHADY, 1992; MACHADO
et al.,2007; PINTO et al., 2013).

Algumas desvantagens do processo de polimerizacdo em suspensdo estdo
associadas a problemas de incrusta¢ao do material polimérico nas paredes do reator e suas
partes internas, o que dificulta a implantacao de reatores comerciais que operem de modo
continuo. Outro problema esta associado a ineficiente taxa de transferéncia de monomero

para o interior das gotas, quando o mondmero ¢ alimentado na forma de uma operacao
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em semi-batelada a um sistema j& em operacao, o que dificulta as operagdes industriais
conduzidas em modo semi-batelada. Além disso, as taxas de reacdo e as massas molares
médias obtidas s3o, em geral, mais baixas que as encontradas em processos de
polimerizacao em emulsao classicos. Ademais, a adi¢do de dgua provoca a diminuicao da
produtividade, quando comparada a de um reator de mesma capacidade em que se conduz
a polimerizagdo em massa (YUAN et al., 1991; PINTO et al., 2013).

Contudo, ¢ importante salientar que o processo de polimerizagdo em suspensao
reine também diversas vantagens, quando comparado aos demais processos de
polimerizacao (massa, solu¢ao e emulsdo). Por exemplo, as taxas de reagdao sao maiores,
quando comparadas as da polimerizagdo em solugdo, por conta do aumento relativo da
concentragdo de mondmero em cada goticula. Como as particulas sdo relativamente
grandes (tipicamente 5 — 1000 um), elas podem ser separadas do meio reacional ao final
da reagdo apenas por sedimentagao, sem necessidade da adi¢ao de agentes coagulantes, o
que diminui os niveis de impureza no produto final e os custos para separacao da resina,
quando comparada a polimeriza¢do em emulsdo. Além disso, a baixa viscosidade do meio
reacional, mesmo a altas conversodes, possibilita a obtengdo de suspensdes homogéneas e
permite maior facilidade para operar o sistema, sendo mais eficaz o controle e a remogao
de calor ao longo da reagdo (quando comparada as polimerizagdes em solucdo e massa).
Adicionalmente, em funcdo da obtencdo, ao final do processo, de particulas esféricas
relativamente homogéneas em tamanho e forma, essas resinas apresentam enorme
aplicabilidade na area médica e na sintese de colunas cromatograficas. E sabido também
que a distribuicdo de tamanhos de particula pode ser alterada a partir da manipulagao
adequada da velocidade de agitagao do impelidor e da quantidade de agente de suspensdo

adicionada ao sistema (YUAN et al., 1991; MACHADO et al., 2007; PINTO et al., 2013).

Componentes da Polimerizacdo em Suspensdo

Para conducao de uma reagdo de polimerizagdo em suspensao, ¢ preciso destacar
a acdo de dois componentes: o iniciador e o agente de suspensdo. Os iniciadores, como
mencionado anteriormente, sdo responsaveis pelo inicio da reag¢do de polimerizacdo. Sao
compostos geralmente soluveis na fase organica monomérica, onde ocorre a
polimerizacdo, sendo na maioria das vezes ativados termicamente. Os iniciadores

geralmente empregados sdo perdxidos organicos (perdxido de benzoila - BPO, por
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exemplo) e azocompostos (como a azobisisobutironitrila - AIBN). Em geral, o teor de
iniciador em uma reagdo encontra-se na faixa de (0,1 - 0,5) % em relagdo a massa de
mondmero empregada na polimerizagdo (KALFAS et al., 1993; VIVALDO-LIMA et al.,
1997, DOWDING e VINCENT, 2000; PINTO et al., 2013).

Os agentes de suspensao ou estabilizantes sdo, em geral, polimeros soluveis em
fase aquosa que apresentam carater hidrofobico e hidrofilico; compostos inorganicos que
ndo apresentam solubilidade em nenhuma das duas fases, concentrando-se na interface
Oleo/agua; ou ainda surfactantes adicionados em baixas concentragdes. Esses
componentes facilitam a estabilidade das gotas de mondmero ao longo da polimerizagao,
pois provocam a diminuicdo da tensdo interfacial entre a fase monomérica e a fase aquosa
(DOWDING e VINCENT, 2000; JAHANZAD et al., 2005; PINTO et al., 2013). Além
disso, eles também dificultam a aglomeracao de particulas parcialmente polimerizadas ao
longo da reagdo, principalmente na fase em que apresentam carater pegajoso, em fungao
da formacdo de uma espécie de filme protetor ao redor das particulas (KALFAS et al.,
1993; VIVALDO-LIMA et al., 1997; PINTO et al., 2013).

E possivel citar inimeros agentes de suspensdo empregados em reagdes de
polimerizagao em suspensao, destacando-se a polivinilpirrolidona, o carbonato de calcio,
o sulfato de bario, dentre outros (DOWDING e VINCENT, 2000). Um dos agentes de
suspensdo mais empregados em reacdes de polimerizagdo em suspensdo ¢ o poli(alcool
vinilico) - PVA, obtido a partir da hidrolise parcial do poli(acetato de vinila)
(JAHANZAD et al., 2005). E importante mencionar que o grau de hidrélise do PVA e
sua massa molar afetam diretamente a estabilidade e a morfologia final as particulas
produzidas. Dessa forma, as especificacdes mais recomendadas para o PVA a ser
utilizado como estabilizante em reagdes em suspensao englobam grau de hidrolise entre
80— 90 % e massa molar acima de 70.000 Da (MENDIZABAL et al., 1992; JAHANZAD
et al., 2005).

Distribuicao de Tamanhos de Particula

Vale ressaltar que as propriedades e a aplicacdo final das resinas produzidas
dependem da distribuicdo de tamanhos de particula do produto sintetizado ao final da
reagio. E sabido que a distribui¢do de tamanhos das gotas monoméricas e,

consequentemente, a distribui¢do de tamanhos das particulas poliméricas formadas sao
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resultado dos fendmenos de quebra e coalescéncia das gotas de mondmero ao longo da
reagdo (YUAN et al., 1991; KALFAS et al., 1993; DOWDING e VINCENT, 2000).
Assim, ¢ importante apresentar alguns fatores que afetam diretamente esse mecanismo: o
tipo de mondmero empregado; a velocidade de agitagao imposta ao sistema; a geometria
e o tamanho do reator; o tipo e as dimensdes do impelidor, em relagdo ao tamanho do
reator; presenga ou auséncia de chicanas; a viscosidade das fases continua e dispersa
presentes no meio; a concentragdo ¢ o tipo de agente de suspensdo empregado
(VIVALDO-LIMA et al., 1997; DOWDING e VICENT, 2000; JAHANZAD et al.,
2005).

Tipos de Processo de Polimerizacdo em Suspensao

Mesmo especificando-se o processo polimérico como um processo em suspensao,
¢ importante salientar que a forma como esse processo de polimerizagdo ¢ conduzido
pode afetar de forma significativa o comportamento cinético, a morfologia e a
homogeneidade das particulas produzidas. Dessa forma, ¢ possivel destacar, além da
polimerizacao tipo pérola (detalhada a seguir), outros tipos de processos em suspensao:
polimerizagdo tipo granular (o polimero ¢ insoluvel no seu mondmero, havendo a
precipitacdo das cadeias poliméricas no interior de cada gota); polimerizacdo em massa-
suspensao ou semi-suspensao (inicialmente ocorre uma polimerizacdo em massa, até que
uma determinada conversao seja atingida; a partir desse momento, a massa polimérica ¢
transferida para outro reator, onde é conduzida uma reacdo em suspensao); polimerizacao
inversa (o mondmero hidrofilico ¢ disperso em uma fase continua organica);
polimerizacdo em microssuspensdao (uma agitagdo vigorosa ¢ imposta ao sistema,
juntamente com a adi¢do de agentes estabilizantes, gerando particulas poliméricas muito

pequenas) (YUAN et al., 1991; DOWDING e VINCENT, 2000; MACHADO et al.,
2007; PINTO et al., 2013).

Polimerizacdo Tipo Pérola

A polimerizagdo do tipo pérola ou polimerizagdo cldssica, como também ¢
conhecida, ¢ o tipo de polimerizagdo realizado no presente trabalho. Neste sistema de
polimerizacao, a distribuicdo de tamanhos de particula ¢ extremamente dependente da

distribui¢do de tamanho das gotas monoméricas e do controle dos fenomenos de
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coalescéncia nos primeiros estagios da reacao. Neste tipo de polimerizacdo, o mondémero
atua como solvente do polimero produzido. Inicialmente, o sistema comporta-se como
uma suspensdo de um liquido em outro liquido. Ao longo da reagdo, ocorre o aumento
expressivo na viscosidade da fase dispersa e as particulas tornam-se pegajosas. Dessa
forma, em funcdo do carater pegajoso de tais particulas, o controle para evitar a
aglomeragdo torna-se critico. Caso a suspensdo seja instavel, ocorre a coalescéncia
generalizada das particulas, havendo a formacdo de uma massa polimérica disforme.
Contudo, caso a suspensdo seja estavel, o fendomeno de coalescéncia ¢ interrompido,
sendo obtidas particulas esféricas, rigidas e muito pouco porosas. Assim, o limite que
divide as duas tltimas transi¢des ¢ frequentemente chamado de ponto de identificagdo da
particula, a partir do qual ndo ¢ mais possivel controlar a distribuicdo de tamanhos das

particulas (YUAN et al., 1991; MACHADO et al., 2007; PINTO et al., 2013).

2.1.4. Processos de Polimerizacdao em Emulsao

A polimerizacao em emulsdo classica envolve uma fase monomeérica, constituida
por um ou mais mondmeros, € uma fase continua aquosa, que contém um surfactante (ou
agente emulsificante) e um iniciador, solivel na fase aquosa (ARSHADY, 1992; WANG
et al., 1994; ODIAN, 2004). Vale ressaltar que outros componentes também podem ser
adicionados ao meio reacional, objetivando aumentar a estabilidade do latex. Muitas
vezes, bicarbonato de sodio ¢ adicionado a reagdo com esta finalidade, de forma a corrigir
possiveis variagdes de pH ao longo da polimerizagdo (ODIAN, 2004). A reagdo de
polimerizacdo em emulsao ¢ usualmente conduzida em uma faixa de temperatura entre
40 e 80 °C (ARSHADY, 1992). Ao final da reacdo sdao obtidas particulas em escala
submicrométrica, geralmente na faixa entre 50 e 300 nm, que permanecem suspensas no
sobrenadante, formando o chamado latex (ARSHADY, 1992; QIU et al., 2001).

Os polimeros produzidos a partir desse processo sao empregados em diferentes
aplicagdes, como na area de adesivos, tintas, borrachas e recobrimentos. Além disso, esses
materiais vém sendo empregados em colunas cromatograficas e na sintese de particulas
para uso em aplicacdes de liberacdo controlada de farmacos (WANG et al., 1994). Diante
disso, diversos polimeros sdao produzidos em escala comercial por meio da polimeriza¢ao
em emulsdo, como poli(acetato de vinila), policloroprenos, diversos poliacrilatos,

copolimerizagdes de estireno, butadieno e acrilonitrila (ODIAN, 2004). Vale ressaltar
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que, além dos processos em batelada, outros processos de polimerizagdo em emulsao
podem ser conduzidos de forma satisfatdria, como processos em semi-batelada e
continuos (QIU et al., 2001).

A polimerizagdo em emulsao difere da polimerizacdo em suspensdo quanto a
diferentes aspectos: a cinética de polimerizagdo; aos componentes adicionados ao sistema
de polimerizacdo; a massa molar das cadeias poliméricas obtidas; aos mecanismos de
formagao de particulas; ao tamanho das particulas produzidas ao final do processo; e aos
mecanismos de transferéncia de massa que envolvem as diferentes espécies presentes no
meio reacional (ARSHADY, 1992; ODIAN, 2004).

Quando comparada aos demais processos de polimerizagdo, a polimerizagao em
emulsdo apresenta algumas vantagens. Como o sistema permanece fluido ao longo de
toda a polimerizagao, a dissipacao de calor durante a reacao ¢ facilitada. A massa molar
das cadeias poliméricas ¢ frequentemente mais elevada que as obtidas em processos de
polimerizagdo em massa e em solu¢do. Muitas vezes o proprio latex obtido ¢ empregado
diretamente, sem haver a necessidade de etapas de separacdo. A massa molar dos
polimeros formados ¢ facilmente controlada a partir da adi¢ao de agentes de transferéncia
de cadeia. O processo em emulsao ¢ o unico no qual ¢ possivel aumentar a massa molar
das cadeias poliméricas sem reduzir a taxa de polimerizacdo, enquanto nos outros
processos ha na maioria das vezes uma relagdo inversa entre taxa de polimerizagdo e a
massa molar. Os problemas viscosos € térmicos sdao muito menores do que os
apresentados em reagdes em massa (WANG et al., 1994; ODIAN, 2004). Contudo, o
processo em emulsdo também apresenta algumas desvantagens: em func¢do da adi¢do de
surfactantes e, algumas vezes, de coagulantes, ha dificuldade para remocdo desses
componentes das particulas produzidas ao final do processo, resultando na exclusao
muitas vezes desses polimeros de aplicagdes que demandam grande pureza. Além disso,
em funcdo da necessidade da presenca de uma fase dispersante, o volume efetivo
disponivel para reacdo ¢ reduzido, quando comparado com a polimerizagdo em massa
(WANG et al., 1994).

Os mecanismos e fenomenos envolvidos no processo de polimerizacdo em
emulsdo sao muitos e sao complexos. Inimeros estudos comecaram a ser realizados por
HARKINS (1945a, 1945b, 1947), com o objetivo de explicar tais fendmenos. As
principais hipoteses apresentadas foram: as particulas poliméricas sdo formadas

principalmente no interior das micelas, que sao agregados de emulsificante, inchadas com
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mondmero; os radicais livres, gerados a partir da decomposicao do iniciador na fase
aquosa, se direcionam até as micelas, iniciando a reagdo de polimerizacdo e a formagao
das particulas poliméricas; a gota monomérica funciona principalmente como um
reservatorio de mondmero ¢ de surfactante, que alimentam as micelas e particulas
poliméricas formadas a medida que a reagdo avanca; o crescimento das particulas ocorre
até a entrada de um segundo radical, havendo a terminacdo da cadeia polimérica, embora
a entrada de outro radical provoque formacao e crescimento de nova cadeia; a presenca
de excesso de emulsificantes no meio provoca nao so a formagao de micelas, mas também
promove a estabilizagdo das gotas de mondmero e das particulas poliméricas formadas;
o aumento da quantidade de emulsificante no meio reacional provoca o aumento no
nimero de particulas poliméricas e também a redug¢do do diametro de tais particulas
(LENZI, 2002).

A partir das hipoteses desenvolvidas por HARKINS (1945a, 1945b, 1947) e de
muitas pesquisas realizadas posteriormente, conveniou-se subdividir o processo da
polimerizacdo em emulsdo em trés etapas principais, descritas a seguir (WANG et al.,

1994; LENZI, 2002; ODIAN, 2004).

L. Na etapa inicial, ha a nucleagdo das micelas (nuclea¢dao micelar ou
heterogénea) e o inicio da formagdo das particulas poliméricas. Os
iniciadores presentes no meio aquoso sao decompostos, gerando radicais
livres, que iniciam a reagdo de polimerizagdo, promovendo o aumento do
namero de particulas. O sistema ¢ caracterizado pela presenca de micelas
e gotas monoméricas, havendo o aumento do numero e do tamanho das
particulas poliméricas. Esse estagio corresponde a uma conversao na faixa
de (0 - 10) %. A captura dos radicais formados na fase aquosa pelas
micelas ¢ devido a elevada area especifica das micelas, que apresentam

didmetro caracteristico na faixa de 1 — 5 nm.

II. A segunda etapa se inicia quando a nucleacdo das micelas se
encerra. E caracterizada, entdo, pela auséncia de micelas, por um namero
constante de particulas poliméricas inchadas com mondémeros e pelo
crescimento de tais particulas. A conversdo neste estdgio encontra-se na

faixa entre (10 - 40) %.
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II1. A terceira e ultima etapa comeca com o desaparecimento das gotas
de mondomero, quando praticamente todo o0 mondmero remanescente esta
aprisionado no interior das particulas poliméricas inchadas. Essa etapa ¢
caracterizada pelo numero constante de particulas e pela queda na
concentracdo de monoOmero nas particulas. Esta fase corresponde a

conversoes entre (40 - 100) %.

Alguns mecanismos sdo descritos mais usualmente na literatura para explicar a
sintese das particulas poliméricas em emulsdo. Sdo destacados a seguir quatro desses
mecanismos, considerando o iniciador solivel em meio aquoso: (1) os radicais livres,
presentes na fase aquosa, entram nas micelas inchadas com monomero, iniciando a
polimerizagao (nucleagdo micelar); (2) os radicais livres presentes na fase aquosa reagem
com as moléculas de monomero dissolvidas no meio continuo, havendo o crescimento da
cadeia polimérica, até que o limite de solubilidade ¢ atingido, ocorrendo a precipitagao
do polimero e a formagao de novas particulas (nucleagdo homogénea); (3) os radicais
presentes no meio aquoso entram na gota de mondmero, iniciando a polimerizagdo nas
gotas (nucleagdo na gota); (4) as particulas geradas, por apresentarem muitas vezes um
carater coloidal instavel, coagulam, resultando em particulas mais estaveis (nucleagao
coagulativa) (WANG et al., 1994).

Alguns estudos sustentam a hipétese de que a nucleagdo preponderante no
processo de polimerizagdo em emulsdo ¢ a nucleacdo homogénea, teoria conhecida como
HUFT (Hansen-Ugelstad-Fitch-Tsai) (UGELSTAD E HANSEN, 1976; WANG et al.,
1994). Uma extensao da teoria HUFT considera o mecanismo de nucleacao coagulativa
como relevante para a formagdo das particulas poliméricas. Logo, o mecanismo exato
envolvido na formacdo de particulas poliméricas nas reacdes de polimerizagdo em
emulsdo ainda nao ¢ completamente consensual (WANG et al., 1994). A maior ou menor
ocorréncia das nucleacdes micelar ou homogénea depende da solubilidade do monomero
empregado e da concentragao de surfactante no meio reacional (ODIAN, 2004).

Vale ressaltar, contudo, que a area especifica das micelas ¢ muito superior a area
das gotas monoméricas, de maneira que a probabilidade de um radical ser capturado por
uma gota de mondomero ¢ muito baixa. Dessa forma, as particulas sdo formadas

principalmente por nucleagdes homogéneas e micelares, excluindo a polimerizagdo da
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gota, a ndo ser que as gotas sejam muito pequenas € nao haja excesso de emulsificante

(processos em miniemulsdao) (ASUA, 2002).

Componentes do Processo de Polimerizacao em Emulsdo

Os iniciadores empregados no processo de polimerizagcao em emulsdo classica sao
soluveis na fase aquosa. Os iniciadores tipicamente utilizados sao persulfato de amonio,
persulfato de potéssio e peroxido de hidrogénio (ARSHADY, 1992; ODIAN, 2004).
Peroxidos parcialmente soliveis em agua, como peroxido de acido succinico, também
sao empregados. Os radicais gerados em meio aquoso podem se direcionar para as
micelas; contudo, em fun¢ao do seu carater hidrofilico, ¢ mais comum que reajam com
moléculas de mondmeros dissolvidas no meio aquoso, gerando oligorradicais que, entdo,
difundem para as micelas e para as particulas poliméricas (ODIAN, 2004).

Os surfactantes ou emulsificantes sd3o moléculas anfifilicas que apresentam uma
parte apolar e uma parte polar. A adi¢do de surfactantes no meio reacional provoca uma
diminui¢do da tensdo interfacial entre as fases aquosa € monomérica, ocorrendo o
aumento da estabilidade das gotas de monomeros. Além disso, em funcdo da presenca de
grupamentos polares ou i6nicos, os emulsificantes também provocam o aumento da
estabilidade do latex, evitando a aglomeragao de particulas. Caso a adigao de surfactante
esteja acima da CMC (concentragdo micelar critica), ocorre a formagao de aglomerados
organizados (micelas) na fase continua, estando a regido hidrofobica das moléculas de
surfactante concentradas no interior do agregado e a parte mais hidrofilica, cauda i6nica
ou polar, em contato com o meio aquoso. Dessa forma, o aumento na adicdo de
surfactante para valores acima da CMC nao ¢ acompanhado pela queda pronunciada da
tensdo interfacial (ODIAN, 2004). Nos processos em emulsdo, os surfactantes anidnicos
(como dodecilbenzeno sulfonato de sodio e lauril sulfato de sodio, SDS) sdo mais
comumente empregados, em funcdo do mais baixo custo e da boa eficiéncia de
estabilizagdo (SHAW, 1992; ODIAN, 2004).

No presente trabalho, a concentragdo micelar critica do dodecil sulfato de sodio,
surfactante empregado em todos os experimentos, em 4gua a 40 °C é 0,0086 mol.dm™
(SHAW, 1992). Assim, ¢ possivel perceber que as concentragdes de emulsificante

empregadas em todas as reagdes encontram-se acima da CMC.
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Distribuicdao de Tamanhos de Particulas

A distribui¢do de tamanhos das particulas poliméricas em uma emulsao também
afeta diretamente a aplica¢do final do produto. Dessa forma, ¢ importante determinar que
parametros afetam a distribui¢do de tamanhos neste tipo de reagao.

Na polimerizagdo em emulsdo, ndo ha uma correspondéncia direta entre o
tamanho inicial das gotas monoméricas, formadas no inicio da reacdo, ou das micelas
com o tamanho final das particulas produzidas. Sabe-se, contudo, que ha uma
dependéncia entre o tamanho das particulas produzidas e a taxa de nucleagdo. Dessa
forma, alguns fatores que afetam a distribuicdo de tamanhos de particula neste tipo de
processo sdo: a fracdo de mondmero soluvel na fase dispersa; a concentracdo de
emulsificante; a temperatura da reacdo de polimerizacdo. Outros fatores que afetam a taxa
de polimerizag¢do e também provocam mudangas no tamanho das particulas produzidas
envolvem a concentracdo de iniciador e de sal presentes no meio. A concentracdo de sal,
por exemplo, afeta a viscosidade do meio e também sua forga i6nica; ambos afetam o
mecanismo de nucleagdo (ARSHADY, 1992). Vale salientar que o tamanho das
particulas também pode depender do grau de agitacdo imposto ao sistema (GRAILLAT
et al., 1986). Dessa forma geral, quanto maiores as quantidades de surfactante (e de
micelas), maior ¢ o nimero de particulas formadas e menor o diametro médio final das

particulas.

Tipos de Processo de Polimerizacdo em emulsdo

A polimerizagdo em emulsdo engloba alguns sistemas que apresentam
caracteristicas distintas do processo em emulsdo classico. E possivel destacar ao menos
cinco tipos diferentes de processos de polimerizagdo em emulsdo: (i) polimerizagao em
microemulsdo (semelhante a emulsdo cldssica, mas com gotas monoméricas menores, em
funcdo da concentra¢do mais alta de emulsificante (RAO e GECKELER, 2011)); (i1)
polimerizacdo em emulsdo livre de emulsificante (a polimerizagdo em emulsdo ¢
conduzida na auséncia de emulsificante, sendo empregados iniciadores inonizaveis ou co-
mondmeros i6nicos, que formam os estabilizantes in situ (WANG et al., 1994; RAO e
GECKELER, 2011)); (iii) polimerizagdo em emulsdo inversa (nesse tipo de reacdo, um

monodmero hidrofilico ¢ disperso em um meio organico, sendo empregados iniciadores
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soluveis na fase organica e geralmente surfactantes ndo ionicos (ODIAN, 2004)). As
técnicas de polimerizagdo mais empregadas atualmente para a sintese de nanoparticulas
sdo as polimerizagdes em emulsdo, em miniemulsdo e em microemulsio (RAO e
GECKELER, 2011). A seguir, sera descrita brevemente a polimerizacdo em emulsao
classica (ja discutida ao longo desta se¢do), enquanto a polimerizagdo em miniemulsao

sera detalhada adiante.

Polimerizacdo em emulsdo classica

A polimerizagao em emulsao classica ¢ a técnica mais utilizada de polimerizagao
em emulsdo (RAO e GECKELER, 2011). Os componentes principais deste processo sdo:
o mondmero, insoluvel em dgua; um meio dispersante, geralmente dgua; emulsificante e
iniciador, soluvel na fase aquosa. A razdo massica entre as fases monomérica e dispersa
(mondmero/agua) varia em torno de (30/70) a (40/60). O sistema em emulsdo ¢ mantido
sob agitacdo vigorosa ao longo de toda a reacao (ODIAN, 2004). O diametro médio das

particulas produzidas encontra-se na faixa entre 50 € 300 nm (QIU et al., 2001).

Polimerizacdo em miniemulsdo

O processo de polimerizagdo em miniemulsdo envolve a presenga dos
componentes tipicos da polimerizagdio em emulsdo (surfactante, iniciador, fase
monomeérica e fase dispersa aquosa) e de co-estabilizantes. Iniciadores soltiveis tanto na
fase organica quanto na fase aquosa sao empregados, gerando latex estaveis. Além disso,
altas tensdes de cisalhamento sdo impostas ao sistema, por meio da utilizagdo de
sonicadores, homogeneizadores de alta pressdo ou misturadores de alta pressdo (Turrax)
(QIU et al., 2001; ASUA, 2002; RAO ¢ GECKELER, 2011). O objetivo deste tipo de
processo ¢ aumentar a area das gotas de monomero formadas durante a dispersao da fase
monomérica, favorecendo o processo de nucleagao no interior de cada gota de mondmero,
e ndo no interior da micela, de maneira que cada gota atua como um nanorreator. Assim,
em relacdo a polimerizagdo em emulsao classica, esse processo de polimerizagao ¢ mais
simples. A estabilidade das gotas ¢ favorecida por meio da adi¢do de co-estabilizantes ao
sistema, como alcoois de cadeia longa (como alcool cetilico) e compostos hidrofobicos
(como hexadecano). A fun¢do dos alcoois de cadeia longa € criar uma barreira ao redor
das gotas juntamente com os surfactantes. Além disso, objetiva-se criar uma pressao

osmotica no interior das gotas, evitando a difusdo de monomero das gotas menores para
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as maiores (mecanismo de Ostwald Ripening'), mesmo mecanismo de agdao dos co-
estabilizantes hidrofobicos (QIU et al., 2001). Diversos estudos estdo sendo realizados
nesta area, incluindo a sintese de poliestireno, poli(metacrilato de metila), poli(acetato
de vinila) e inimeras copolimerizagdes (QIU et al., 2001; ASUA, 2002). O tamanho das

particulas geralmente encontra-se na faixa entre 30 e 200 nm (QIU et al., 2001).

2.1.5 Processos de Sintese de Particulas Poliméricas com Estrutura

Casca-Nucleo

Com o avango da tecnologia, um numero cada vez maior de propriedades de
desempenho vem sendo requerido de um polimero. Felizmente, esse avanco tem sido
acompanhado pelo desenvolvimento de diferentes processos de polimerizagdo e de
diferentes técnicas de processamento, capazes de alterar significativamente as
propriedades do material polimérico final. Algumas técnicas amplamente discutidas na
literatura englobam, por exemplo, o desenvolvimento de blendas, compdsitos, adigdo de
plastificantes e reagdes de copolimerizacdo. Nesse contexto, destaca-se também a sintese
de particulas com morfologia casca-nucleo.

Para a produ¢do de particulas com estrutura casca-ntcleo, € necessario que uma
casca seja formada ao redor de um ntcleo, sendo ambas as estruturas compostas ou nao
por materiais poliméricos, e que ambos os materiais sejam distintos quimicamente ou
morfologicamente (STUTMAN et al., 1985). Além disso, os componentes do nucleo e da
casca nao devem difundir-se um no outro, de forma que as estruturas devem ser total ou
parcialmente imisciveis. Especificamente na drea dos materiais poliméricos, o processo
de formacao dessas particulas envolve a ligacdo de cadeias poliméricas a nucleos pré-
formados (também chamados de sementes) ou a difusdo de monomeros para o interior
dessas sementes (ARSHADY, 1992). O crescente interesse relacionado a sintese de
particulas com morfologia casca-nucleo pode ser observado na Figura 1, obtida por meio
do site Web of Knowledge (empregando-se como palavras-chave polymerization e core-

shell).

' O mecanismo de Oswald Ripening é o que explica a transferéncia de massa das pequenas gotas para as
gotas maiores por causa da energia acumulada na interface formada entre as fases organica e aquosa, maior

na gotas maiores.
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Pode-se observar que o numero de trabalhos da literatura relacionados ao tema

os dados encontrados em 2006).
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Figura 1. Trabalhos publicados na literatura cientifica, de acordo com a base de dados
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Web of Knowledge (2017), relacionados as palavras-chave polymerization e core-shell.

As diversas caracteristicas das particulas casca-nticleo e as possiveis propriedades
peculiares da superficie possibilitam empregé-las em diferentes aplicacdes: na area de
produgdo de plasticos, como modificadores de impacto; na sintese de filmes; na producao
de adesivos e tintas; na area de espumas, para fabricacdo de materiais para isolamento
térmico; na area médica e de bioprocessos, como suportes enzimaticos ou agentes de
embolizagio vascular (WINNIK E ZHAO, 1993; LI e STOVER, 2000; PEIXOTO et al.,
2006; GONCALVES et al., 2009; BESTETI, 2011; PEIXOTO et al., 2011; REDDY et
al.,2011). Além disso, tais materiais podem ser porosos e apresentarem areas especificas
pronunciadas, aumentando ainda mais o espectro de aplicacdes das particulas casca-
nucleo (LENZI, 2002; BESTETI 2009; BESTETI, 2011).

Ha diferentes processos que possibilitam a sintese de particulas com morfologia
casca-nucleo, como as polimerizagdes em suspensdo, emulsdo, dispersao, sendo possivel
também haver a combinagado dessas técnicas (OKUBO et al, 1997; OKUBO et al., 1999;
LI e STOVER, 2000; FERGUSON et al., 2002; LENZI, 2002; GU et al., 2005). Vale

ressaltar que os processos podem ainda ser conduzidos em batelada ou batelada
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alimentada (STUTMAN et al., 1985; LI e STOVER, 2000). Cada um dos principais

processos encontrados na literatura cientifica serd descrito com mais detalhe a seguir.

1) Polimerizacdo em emulsdo com o emprego de sementes

A polimerizacao em emulsdo em dois estagios com o emprego de sementes foi o
primeiro método desenvolvido para a sintese de particulas de latex com morfologia casca-
nucleo. O primeiro estagio envolve a produgdo das sementes, por meio da polimeriza¢ao
em emulsdo. As sementes podem, entdo, ser tratadas e alimentadas a outro processo de
polimerizacgao, ou o segundo estagio da reagdao pode ser iniciado quando a conversado das
sementes atinge um determinado valor. O segundo estagio geralmente pode ser conduzido
em batelada alimentada ou em batelada, havendo o recobrimento das sementes pré-
produzidas e a formagdo da casca polimérica (LI e STOVER, 2000). H4 dois mecanismos
envolvidos na geragdo dessa casca polimérica: ou as sementes podem ficar inchadas pelo
mondmero adicionado no segundo estdgio, havendo a posterior polimerizagdo do
mondmero e a formacdo de uma casca na periferia das sementes; ou ocorre a formagao
de particulas poliméricas no segundo estdgio da reagdo e tais particulas passam a se
agregar ¢ aglomerar ao redor dos nucleos das sementes, também gerando uma casca
polimérica (WINNIK e ZHAO, 1993).

McKENZIE et al. (2017) estudaram a sintese de particulas casca-nucleo com
propriedades de hidrogel, com nucleo de poli(estireno-co-divinilbenzeno) e casca de um
polimero reticulado de metacrilato de glicerol. As sementes foram produzidas por
polimerizacdo em emulsdo e a casca foi formada in situ a partir da adicdo dos
comondmeros ao meio reacional (1,3 — dioxolano de metacrilato de glicerol e
dimetacrilato de etanodiol). Reagdes sequenciais também foram conduzidas com o
objetivo de adicionar novos grupamentos funcionais a superficie das particulas. As
nanoparticulas (100 — 130 nm) foram empregadas para adsor¢do de diferentes proteinas.
Reagdo similar foi conduzida por TANG et al. (2016), sendo produzidas particulas com
nucleo a base de resina epdxi e a casca formada por um filme polimérico de um
copolimero de metacrilato de metila, acrilato de butila e acido acrilico. Percebeu-se que
as reagdes de reticulagdo entre os polimeros do nucleo e da casca resultavam em materiais
com melhores propriedades dinamo-mecanicas.

STUTMAN et al. (1985) sintetizaram particulas com morfologia casca-nicleo

apresentando nucleo de poli(acrilato de butila) e casca de poliestireno. Inicialmente foram
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produzidas as particulas do nucleo, que, apos serem tratadas, foram alimentadas a outro
processo de polimerizagdo em emulsdo. A partir do estudo realizado, percebeu-se que, a
depender do valor de algumas varidveis operacionais, particulas com morfologias
distintas eram obtidas.

WINNIK ¢ ZHAO (1993) também estudaram a sintese de particulas com
morfologia casca-nucleo por meio do processo em emulsdo com o emprego de sementes.
Inicialmente foram produzidos nticleos de poliestireno e poli(metacrilato de metila) que,
em seguida, foram empregados em outro processo de polimerizagdo, havendo a formagao
de uma casca polimérica de poli(metacrilato de metila) ou de poliestireno, a depender da
reacdo. Assim, ao final do processo, foram obtidas nanoparticulas cujos diametros
encontravam-se na faixa de 200 a 300 nm.

Outro grupo empregou o mesmo processo, buscando avaliar a formagao de
particulas secundérias nesses sistemas e compreender de que forma o tamanho das
sementes afetava o recobrimento. Para isso, FERGUSON et al. (2002) produziram
particulas casca-nucleo de poli(acetato de vinila) e poliestireno. Primeiramente, foi feita
a sintese das particulas de poliestireno, que foram empregadas como semente na
polimerizacdo em emulsdo do acetato de vinila. Percebeu-se, entdo, que quanto menor
era o tamanho das sementes, menor era a chance de formagao de particulas secundarias.

E importante destacar que o emprego de técnicas de polimerizagdo com o uso de
sementes requer o controle das nucleagdes secundarias do mondmero no segundo estagio
da polimerizagdo. Dessa forma, assegura-se a formagao da casca polimérica ao redor do
nucleo e ndo apenas a produ¢do de uma mistura de particulas isoladas, sintetizadas a partir

do primeiro e segundo estagios de polimerizacdo (STUTMAN et al., 1985).

1) Polimerizacdo em emulsdo na presenca de emulsificantes reativos

Um segundo processo que visa a sintese de particulas casca-ntcleo envolve a
polimerizacdo em emulsdo com o emprego de emulsificantes reativos. Esses compostos
sdo capazes de copolimerizar com os mondmeros empregados na reagao, resultando na
formagio de uma fina casca de copolimero na superficie das particulas (LI e STOVER,
2000). E importante destacar que tais surfactantes também podem ser empregados em
processos de polimerizagdo em emulsdo com o uso de sementes, conferindo maior
estabilidade ao latex formado ao final do processo. O emprego de surfactantes

polimerizaveis evita a dessor¢cdo desses componentes da superficie das particulas
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poliméricas ao final da polimerizacao e também dificulta a migragdo desses surfactantes
durante a produgdo de filmes poliméricos, evitando alteragcdes no brilho e na adesdo de
tais filmes (ROY et al., 1999).

SOULA et al. (1999) pesquisaram a sintese de particulas com morfologia casca-
nucleo, empregando surfactantes reativos (contendo unidades de estireno como grupo
reativo) no processo de polimerizagdo em emulsdo com uso de sementes. As sementes
foram inicialmente produzidas a partir de processo de polimerizagdo em emulsdo do
metacrilato de metila. Apds o tratamento, tais particulas foram empregadas em um
processo de polimerizagdo em emulsdao subsequente, fazendo-se uso do surfactante
reativo e da alimentagdo de uma mistura de comondmeros (metacrilato de metila e acrilato
de butila) ao longo da reagdo. Foram obtidas ao final do processo particulas com nucleo
de poli(metacrilato de metila) e casca formada por um filme polimérico de um copolimero
(poli(acrilato de butila-co-metacrilato de metila)), que resultaram em um latex polimérico
estavel. O diametro médio das particulas produzidas variou na faixa entre 210 e 290 nm,
a depender da condi¢do operacional do experimento.

ROY et al. (1999) estudaram o desempenho de surfactantes contendo
grupamentos reativos do tipo isobutileno em reacdes de copolimerizagdo em emulsao
alimentada do metacrilato de metila, 4cido acrilico e acrilato de butila, empregando
sementes de poli(estireno-co-metacrilato de metila). A estabilizagdo das particulas
poliméricas foi mais efetiva quanto tal surfactante foi empregado, quando comparada com

os resultados obtidos quando o surfactante lauril sulfato de sodio foi utilizado.

1Il)  Processo de Polimerizacdo envolvendo Heterocoagulacdo

Um terceiro processo empregado envolve a etapa de heterocoagulacao de
pequenas particulas poliméricas catidnicas a particulas poliméricas anidnicas, seguidas
ou ndo de um tratamento térmico acima do valor da temperatura de transi¢ao vitrea (Tg)
dos polimeros da casca (LI e STOVER, 2000).

OTTEWILL et al. (1997) estudaram o processo de sintese de particulas com
morfologia casca-nucleo, a partir do recobrimento do nticleo, formado por particulas
anionicas de poliestireno, por pequenas particulas catidonicas de poli(metacrilato de
butila). Apds a realizagdo de um processo térmico, houve a formagdao de um filme
polimérico ao redor dos nucleos, gerando-se, ao final da reacdo, particulas poliméricas

com estrutura casca-nucleo
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1V)  Copolimerizacdo em Blocos

Esse processo engloba a sintese de nanoparticulas casca-ntcleo a partir da
copolimerizagdo em blocos. Inicialmente, sintetizam-se copolimeros em blocos (LI e
STOVER, 2000). Em seguida, realiza-se uma etapa adicional de reaco ou de reticulagdo
das cadeias poliméricas, ocorrendo entdo a formagdo do nucleo ou da casca
(THURMOND et al., 1997).

IDIMA et al. (1999) sintetizaram copolimeros anfifilicos de poli(acido latico)-b-
polietilenoglicol, contendo grupamentos aldeido em uma extremidade e grupamentos
metacriloila na outra. Os copolimeros anfifilicos se arranjaram, entdo, na forma de
micelas no meio aquoso. Dessa forma, seguiu-se com a polimerizagdo das extremidades
metacriloila concentradas no interior das micelas, ocorrendo a formagao de
nanoparticulas com morfologia casca-nucleo, com diametro entre 20 ¢ 30 nm, que

exibiam grupamentos aldeido na superficie.

Com o objetivo de facilitar a compreensao dos diferentes processos anteriormente

descritos, ¢ apresentada a Figura 2.
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Figura 2. Processos que envolvem a sintese de nanoparticulas com morfologia casca-

nicleo (Adaptado de LI e STOVER, 2000).
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E importante ressaltar que todos os métodos descritos anteriormente envolvem a
sintese de particulas casca-nticleo em escala nanométrica. No entanto, particulas em
escala micrométricas sdo interessantes e igualmente importantes para aplicagdes nas areas
biomédica, analitica e ambiental. Poucos trabalhos na literatura descrevem a sintese de
particulas casca-nicleo em escala micrométrica (LI e STOVER, 2000). Alguns dos

trabalhos encontrados serdo descritos a seguir.

V) Polimerizacdo em suspensdo com o emprego de sementes

Uma técnica que pode ser empregada para a obtencao de particulas com didmetros
médios acima de 1000 um ¢ a polimerizacdo em suspensdo com o uso de sementes. Essa
metodologia envolve novamente duas etapas. Inicialmente, as sementes sdo produzidas
por meio da polimerizagdo em suspensao. Ao final da reacdo, as particulas sao lavadas e
secas. Em seguida, tais sementes sao adicionadas a um meio monomérico que contém um
iniciador dissolvido, tornando-se inchadas pela fase monomérica. Em decorréncia da
presenga do iniciador, a segunda etapa da polimerizacdo em suspensdo ¢ conduzida,
havendo a formagdo de particulas com morfologia casca-nicleo (GONCALVES et al.,
2008; GONCALVES et al., 2009).

GONCALVES et al. (2008) estudaram a influéncia do tempo de difusdo do
mondmero (no caso, metacrilato de metila) para o interior das sementes (poliestireno)
sobre a morfologia final das particulas. Percebeu-se que o maior tempo de inchamento
das particulas provocava um aumento na espessura da casca polimérica das particulas.
Em um segundo estudo, GONCALVES et al. (2009) analisaram a formagao de particulas
secundarias (que, na maioria das vezes, se deseja minimizar) em diferentes reagoes,
empregando diferentes monomeros (estireno, metacrilato de metila e acrilato de metila)
e iniciadores com solubilidades distintas. Foi possivel notar que, quanto maior era a
solubilidade do mondmero na fase aquosa e mais hidrofobico era o iniciador, maior era o
favorecimento aos mecanismos de nucleacdo homogénea e de nucleagdo das gotas de
mondmero, ocorrendo maior formacao de particulas secundarias.

HEYDARPOOR et al. (2015) estudaram a sintese de particulas poliméricas em
suspensao na presenga de sementes de poliestireno. A casca polimérica foi formada por
um homopolimero (poli(metacrilato de metila)) ou um copolimero de poli(estireno-co-

metacrilato de metila), empregando-se pentano como agente porogénico. Notou-se que,
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além da morfologia final das particulas, a composi¢cdo da casca alterava a difusdo do
composto porogénico para o interior das sementes.

Outra técnica que envolve a polimerizagdo em suspensao foi desenvolvida por GU
et al. (2005). Inicialmente, foi realizado um processo de polimerizacdo em emulsao,
ocorrendo a sintese do latex. Em seguida, a este latex foram adicionados mondmero e
iniciador, sendo conduzida outra reacdo de polimeriza¢do, havendo o recobrimento das
sementes e a geragdo de nanoparticulas com morfologia casca-nucleo. O processo em
emulsdo foi, entdo, transformado em suspensao, por meio da quebra da estabilidade do
laitex (com a adicdo de eletrolitos) e da adicdo dos componentes classicos da
polimerizagdo em suspensdo. Assim, ocorreu a producao de microparticulas poliméricas,
com diametro médio em torno de 1 a 2 mm, contendo em seu interior nanoparticulas do

tipo casca-nucleo.

V)  Polimerizacdo por Dispersdo

Na maioria das vezes, a sintese de particulas casca-nucleo a partir do processo de
polimerizacdo por dispersdao segue dois mecanismos distintos: a polimerizacdo por
dispersdo com emprego de sementes; ou com uso de estabilizante com caracteristicas
reacionais particulares, em funcdo de grupamentos funcionais (conferindo funcionalidade
especifica as particulas produzidas). Esses processos, em geral, resultam em particulas
com didmetros médios na faixa de 2 a 10 pm (LI e STOVER, 2000). Trabalhos
envolvendo as técnicas mencionadas serdo apresentados seguir.

LAUS et al. (1996) estudaram a sintese de microparticulas poliméricas de
poliestireno com diametros de 3 a 10 um por meio do processo de polimerizagdo em
dispersdo na presenca de um copolimero de acido metacrilico e acrilato de etila, usado
como estabilizante, e empregando etanol como solvente. Tais particulas apresentaram
nucleos rigidos de poliestireno, resultado da polimerizagdo em dispersdo, € uma
superficie hidrofilica, em fun¢ao das cadeias poliméricas do copolimero. Esse ¢ um dos
poucos trabalhos encontrados que envolvem a sintese de particulas poliméricas com
morfologia casca-ntiicleo com o objetivo de empregéa-las na area da biocatalise como
suporte para imobilizacao de enzima, apesar de nenhum resultado concreto envolvendo a
etapa da imobilizagdo ter sido apresentado.

Como mencionado, outra técnica muito utilizada para a obtencao de particulas do

tipo casca-nucleo ¢ a polimerizagdo por dispersao empregando sementes. Nesses
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processos, em geral a viscosidade das sementes € tao elevada que as cadeias poliméricas
presentes no meio, formadas a partir da polimerizacdo por dispersdo, ndo conseguem
difundir para o interior da particula. Dessa forma, os polimeros formados passam a se
acumular sobre a superficie das sementes (OKUBO et al., 1997). OKUBO et al. (1997;
1999) sintetizaram particulas casca-nucleo a partir de reagdes de polimerizagcdo por
dispersdao com o uso de sementes. Inicialmente, particulas de poli(metacrilato de metila)
foram produzidas por meio da polimerizagao por dispersdo. Em seguida, tais particulas
foram utilizadas como sementes em outra reagdo de polimerizagdo por dispersao,
empregando estireno como mondmero nesta segunda etapa. Ao final do processo foram

obtidas particulas casca-nticleo com didmetro médio em torno de 2 pm.

VII)  Reacdo de Saponificacdo para formacdo da Casca

A formacdo da casca também pode ser resultado de reagdes de saponificagao
parcial da superficie de um ntcleo polimérico, ocorrendo a formagdo de particulas com
morfologia casca-ntcleo na faixa de 100 a 200 um (PEIXOTO et al. 2006, 2009, 2011).
E importante destacar que este ¢ um tipo de polimerizagdo que envolve uma reagio
quimica de componentes do nicleo e ndo o depdsito de outro tipo de particula sobre a
superficie. PINTO et al. (2004b, 2006) depositaram patentes referentes ao processo de
sintese de particulas com morfologia casca-nucleo, formadas por ntcleo de poli(acetato
de vinila) e casca de poli(alcool vinilico), e também a aplicacao de tais particulas em
procedimentos de emboliza¢ao vascular. Vale observar que PEIXOTO et al. (2011)
empregaram heptano durante a reacdo de polimerizacdo com o objetivo de tornar as
particulas porosas e reduzir a densidade final das particulas.

OLIVEIRA et al. (2015) empregaram a mesma metodologia descrita acima para
a sintese de particulas casca-nucleo. No entanto, focaram o estudo na avaliagdo da
influéncia da etapa da reagdo de hidrolise sobre a morfologia final das particulas
produzidas. Dessa forma, foi possivel notar que condigdes operacionais brandas nao
provocavam mudangas significativas na morfologia de tais particulas. Contudo, as
reacoes de hidrdlise poderiam provocar alteracdes na distribuicao de tamanho de particula

e na massa molar dos copolimeros.
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VIIl) Polimerizacdo por Precipitacdo

A produgao de particulas com morfologia casca-nticleo por meio da polimerizagao
por precipitagdo pode ser conduzida tanto em processos em semibatelada quanto em
batelada em dois estagios, com o emprego de sementes. As particulas produzidas, em
geral, apresentaram didmetro médio na faixa de 2 a 8 um (LI e STOVER, 2000).

LI e STOVER (2000) sintetizaram particulas poliméricas reticuladas de
polidivinilbenzeno com morfologia casca-nicleo. Para formagdo da casca foram
empregados comondmeros funcionais, como anidrido maleico, metacrilato de glicidila e
cloro-metil-estireno. O emprego de um co-solvente (no caso, tolueno) na etapa de
formagao da casca possibilitou a geragdo de particulas micrométricas que continham
poros na casca. Neste trabalho foram estudados dois processos: um processo no qual as
particulas densas do ntcleo eram separadas e alimentadas como semente em outro
processo de polimerizagdo por precipitacdo; € um processo em que, a partir de um
determinado tempo de reacdo, os novos componentes eram alimentados ao reator e os
oligdbmeros formados passavam a recobrir o nucleo denso por precipitagdo. Assim, a
depender das condigdes operacionais adotadas, ambos os processos resultavam em
particulas esféricas, contendo ou ndo grupamentos funcionais na casca, com didmetro
médio em torno de 2 a 8 um e com didmetro médio de poro entre 30 e 40 A.

BAI et al. (2005) também estudaram a sintese de microparticulas a partir da
técnica de polimerizacdo por precipitacdo. Nesse estudo, foi realizada apenas a
metodologia que envolvia a adigdo de componentes funcionais durante uma ja iniciada
reacdo de polimerizacdo. Dessa forma, foram estudadas copolimerizagdes de metacrilato
de hidroxietila com divinilbenzeno ndo reagido (presente na superficie da particula),
ocorrendo a formagdo de particulas com morfologia casca-nticleo que apresentavam
grupamentos hidroxila na superficie. As particulas produzidas apresentaram didmetros
que variaram de 2,8 a 3,4 um.

E importante mencionar ainda que ha diversos processos de polimerizagio que
empregam particulas inorganicas na composi¢ao do nucleo ou da casca das particulas
casca-nucleo, com o objetivo de alterar as propriedades finais dos materiais particulados.
Sao intmeros os processos estudados: polimerizagdo em emulsdo, dispersao,
miniemulsdo e suspensdo. Alguns dos trabalhos encontrados na literatura sdo

apresentados a seguir.
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1X)  Polimerizacdo com o emprego de componentes inorganicos

Em muitos estudos sdo realizadas funcionaliza¢des da casca ou da casca e do
nucleo com componentes inorganicos, alterando ainda mais as propriedades dos materiais
produzidos. WU et al. (2008) apresentaram uma série de estudos envolvendo a sintese e
a aplicagdo de nanoparticulas magnéticas a base de 6xido de ferro. Tais particulas também
vém sendo utilizadas com outros materiais poliméricos (gelatina, quitosana,
polietilenoglicol, poli(acido acrilico), dentre outros), de forma a apresentar ndo apenas
propriedades magnéticas, mas também caracteristicas como biocompatibilidade, a
depender dos polimeros empregados. ZHANG et al. (2003) estudaram a sintese de
particulas de poliestireno a partir do processo de polimerizagdo em emulsdo com o
emprego de sementes de silica. Tais materiais tém apresentado grande potencial para a
sintese de dispositivos fotonicos. KURZHALS et al. (2017) sintetizaram nanoparticulas
casca-nucleo contendo nucleo de 6xido de ferro e casca de poli(N-isopropilacrilamida),
buscando produzir materiais que respondessem a estimulos térmicos. Estudos como este,
que focam no desenvolvimento de materiais que combinam propriedades distintas, mas
que respondem a estimulos especificos, também tém estimulado a sintese de novas

particulas casca-nucleo.

Diante de tudo que foi apresentado, ¢ possivel observar que sdo intimeros os
processos empregados para a sintese de particulas com morfologia casca-nticleo, podendo
ser conduzidos em batelada ou em semi-batelada. Além disso, a geragdao da casca pode
ser decorrente de outro processo de polimerizac¢do, havendo deposi¢do de material sobre
o nucleo; ou reacdes quimicas envolvendo os componentes do nucleo. As particulas
produzidas podem apresentar escala nanométrica, mais largamente estudada, ou
micrométrica. Além disso, as particulas podem ser macicas ou porosas. Vale ressaltar que
muitos trabalhos da literatura adicionam outros compostos as reagdes, chamados de
compostos porogénicos, para a geracdo de poros nas particulas poliméricas em uma
segunda etapa reacional (GOKMEN e DU PREZ, 2012). Assim, pdde-se perceber que
poucos estudos tém sido realizados com o objetivo de sintetizar particulas micrométricas
porosas com morfologia casca-nicleo, materiais de grande interesse para a area da

biocatalise.
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2.1.6. Particulas Casca-Nucleo Sintetizadas a partir da Polimerizagcdo em

Suspensao e Emulsdo Simultaneas

Uma técnica que resulta na sintese de particulas micrométricas porosas foi
desenvolvida por LENZI (2002) e LENZI et al. (2003). O processo, também conhecido
por polimerizagdo simultanea em suspensao e emulsao, envolve duas etapas. Inicialmente
uma polimerizacdo em suspensdo cléassica, do tipo pérola, ¢ conduzida, ocorrendo a
formacdo de nucleos poliméricos. Quando a polimerizagdo em suspensdo atinge uma
determinada conversdao, os componentes de uma polimerizagdo em emulsdo sao
adicionados ao reator e inicia-se a alimentacao da fase monomérica. Dessa forma, as duas
reagdes passam a ser conduzidas simultaneamente no mesmo reator. O nucleo, em fungdo
do seu carater adesivo, passa a capturar as particulas geradas pela polimerizagdo em
emulsdo, resultando no recobrimento e na geragao de particulas porosas com morfologia
casca-nucleo. Vale notar que o objetivo desta técnica € favorecer a formacgao de particulas
secundarias (geradas predominantemente a partir da nucleacdo micelar), pois estas
particulas sdo capturadas e recobrem o nucleo polimérico.

Este trabalho resultou no deposito de uma patente referente tanto a nova técnica
desenvolvida quanto ao emprego de tais particulas como suporte para a imobilizacao de
células e enzimas (PINTO et al., 2004a). A Figura 3 ilustra a morfologia das particulas
produzidas por meio do processo de polimerizacdo em suspensao e emulsdo simultaneas.

Na Figura 4 ¢ possivel observar de forma simplificada esse processo de polimerizagao.

Figura 3. Particula sintetizada a partir da técnica de polimerizagdo simultdnea em

suspensao e emulsdo (Fonte LENZI et al., 2003).
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Figura 4. Processo de polimerizagdo em suspensao e emulsdo simultaneas (Fonte PINTO

etal., 2014).

E importante ressaltar que esse processo apresenta inimeras vantagens,
principalmente quando se vislumbra a aplicacao de tais particulas como suporte para a
sintese de biocatalisadores. Primeiramente, a técnica permite a obtengdo de particulas
micrométricas, facilitando os processos de separagdo do biocatalisador do meio reacional
em que devem ser empregados. Além disso, a técnica possibilita a gera¢do de particulas
porosas, com didmetros de poro largos o suficiente (acima de 150 A) para permitir a
entrada da enzima para regides mais internas da casca (BESTETI, 2011; CUNHA et al.,
2014; PINTO et al., 2014). A geragdao de poros alcancada por meio desta técnica de
polimerizacao a diferencia dos demais processos até entdo apresentados, uma vez que tais
processos resultam em particulas rigidas ou requerem a adigdo de compostos porogénicos
ao meio reacional. O unico trabalho encontrado que utilizou compostos porogénicos na
composicao da casca das microparticulas casca-nucleo resultou em poros cujos diametros
variaram de 30 a 40 A, poros estes que s6 permitem a interagdo da enzima CAL-B
(utilizada neste trabalho) com a regido externa da casca. Ademais, essa técnica possibilita
a funcionalizagdo de particulas, por meio da alteragao da composicao da casca polimérica.
Outra vantagem ¢ a conducao simultanea dos dois processos no mesmo reator, sem haver
a necessidade de etapas adicionais de separacdo, purificagdo e funcionalizagdo.

LENZI (2002) e LENZI et al. (2003) notaram que a formag¢ao da casca polimérica
dependia da conversdo apresentada pelo nicleo. Dessa forma, quando o nucleo atingia
uma conversdo muito alta, tornava-se tdo rigido que ndo era capaz de capturar as
particulas emulsificadas com eficiéncia, havendo uma queda pronunciada da area
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especifica das particulas casca-nticleo. Além disso, percebeu-se também que o maior
tamanho das particulas do nucleo resultava em uma menor area de contato com as
particulas emulsificadas, provocando novamente uma diminui¢do da eficiéncia de
recobrimento. LENZI et al. (2006) estudaram o emprego da técnica de espectroscopia de
infravermelho proximo (NIR) para controlar € monitorar esse tipo de reacao de
polimerizag¢ao, acompanhando com éxito a formacao da casca polimérica.

Uma técnica semelhante a desenvolvida por LENZI (2002) e LENZI et al. (2003)
foi realizada por ZHENQIAN et al. (2008). No entanto, vale salientar que neste estudo
uma emulsao (composta por todos os reagentes tipicos desses sistemas) foi alimentada, e
ndo apenas o monomero, como foi realizado por LENZI (2002) e LENZI et al. (2003), o
que aumenta as chances de incrustacdo na bomba de alimentacdo. ZHENQIAN et al.
(2008) estudaram a sintese de particulas com nucleo de poliestireno e casca de
poli(metacrilato de metila). Inicialmente foi realizado um processo de polimerizagdo em
suspensdo do estireno, seguido de uma polimerizagdo em emulsdo do metacrilato de
metila, ambos no mesmo reator. Observou-se, entdo, que os componentes da emulsdo
afetavam tanto a distribui¢ao de tamanhos das particulas formadas como a eficiéncia na
formacao da casca, como pode ser observado mais tarde por PINTO (2013). Além disso,
como ja tinha sido notado por LENZI (2002) e LENZI et al. (2003), percebeu-se que o
instante a partir do qual os componentes da emulsao eram adicionados afetava de maneira
significativa a morfologia das particulas produzidas. E importante observar que a
porosidade e a area especifica das particulas sintetizadas neste estudo nao foram
apresentadas.

PENG et al. (2011) estudaram a sintese de particulas casca-nucleo empregando
uma técnica similar a desenvolvida por ZHENQIAN et al. (2008). Primeiramente foi
realizado um processo de copolimerizagdo em suspensdo, gerando nucleos poliméricos
que continham flior em sua estrutura. Quando o nucleo atingiu determinada conversao,
uma emulsdo previamente preparada foi alimentada ao sistema; ambos os processos
passaram a ser conduzidos simultaneamente. Pode-se perceber, assim como foi notado
nos estudos anteriormente mencionados, que o grau de conversdao do nucleo afetava a
formacao das particulas casca-nucleo. Vale destacar que novamente nao foram analisadas
as areas especificas nem as porosidades das particulas produzidas.

A técnica desenvolvida por LENZI (2002) e LENZI et al. (2003) também foi
empregada por BESTETI (2009), BESTETI (2011), BESTETI et al. (2011) para a sintese
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de particulas com morfologia casca-nicleo. Ambos os estudos buscaram avaliar a
influéncia das composi¢des da casca e do nucleo sobre a porosidade e a area especifica
dos suportes produzidos. Percebeu-se inicialmente que, para ocorrer uma formacao eficaz
da casca, o monOmero constituinte dessa estrutura precisava ser compativel
quimicamente com o0 mondmero que compunha o nucleo polimérico, havendo a formagao
de copolimeros na interface entre o nicleo e a casca quando monomeros distintos eram
empregados. Notou-se também que a composi¢do quimica da casca afetava
profundamente a morfologia final da mesma. Quando a casca polimérica era formada por
polimeros cuja temperatura de transicdo vitrea era inferior a temperatura do meio
reacional, havia a formagdo de um filme ao redor do nucleo, sem haver a formagao de
poros. Contudo, quando a temperatura de transi¢cdo vitrea do polimero da casca era maior
que a temperatura do meio reacional, ocorria a formagao de uma casca porosa. Na Figura
5 ¢ possivel observar a influéncia da temperatura de transi¢ao vitrea dos polimeros da

casca na morfologia final das particulas casca-nucleo.
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Figura 5. Mecanismo de formagdo das particulas com morfologia casca-ntcleo (Fonte

BESTETI, 2009).

BESTETI (2011) e CUNHA et al. (2014) também empregaram O processo

apresentado por LENZI (2002) e LENZI et al. (2003) para a sintese de particulas com
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estrutura casca-nucleo, utilizando como comondmero o divinilbenzeno. Assim, pdde-se
notar que a adi¢ao de divinilbenzeno como comondmero na sintese da casca e do ntcleo
das particulas poliméricas provocava um aumento na porosidade e na area especifica dos
materiais produzidos, sendo obtidas particulas com area especifica de até 28,9 m?%g
(particulas com casca e nucleo de poli(estireno-co-divinilbenzeno)). Tais particulas foram
empregadas com éxito como suporte para imobilizacdo da lipase B de Candida
antarctica, apresentando resultados proximos aos observados para o biocatalisador
comercial Novozym 435.

PINTO (2013) e PINTO et al. (2014) utilizaram a mesma técnica apresentada para
avaliar a influéncia das variaveis operacionais sobre a morfologia das particulas casca-
nuicleo de poliestireno. Foi possivel observar que todas as variaveis operacionais
investigadas (concentragdes na etapa de emulsao de iniciador, emulsificante e mondmero,
além da vazao de alimentacdo de monomero) alteravam a morfologia final das particulas
produzidas, resultando em suportes com areas especificas proximas inclusive das areas
especificas de suportes comerciais (uma das condi¢des selecionadas resultou em suporte
com 35 m?/g). Percebeu-se também a existéncia de um limite operacional maximo de
vazao de alimentacao de mondmero na faixa de 0,082 a 0,12 L/h, acima do qual o controle
do sistema era perdido, resultando na formacgdo de grandes aglomerados poliméricos.
Observou-se também que concentragdes intermediarias de iniciador e de emulsificante
geravam suportes com valores pronunciados de area especifica. Notou-se ainda que o
aumento da area especifica dos suportes estava relacionado principalmente a quantidade
de particulas depositadas sobre o nicleo polimérico e ndo a morfologia de tais particulas.
As particulas produzidas também foram empregadas com eficiéncia na imobilizacdo da
lipase B de Candida antarctica e os parametros de imobiliza¢ao também foram avaliados.

BESTETI (2011) e BESTETI et al. (2014b) avaliaram o efeito da incorporagao do
cardanol (0 a 20 % da massa total de mondmero empregada na rea¢do) na composi¢ao da
casca polimérica das particulas com morfologia casca-nticleo sintetizadas por meio da
polimerizagdo em suspensao e emulsao simultaneas. O cardanol, por ser um reagente que
apresenta extensa cadeia carbdnica, despertou a atengdo de especialistas na sintese de
suportes para imobilizagdo de enzimas. Percebeu-se por meio do estudo realizado que,
quando o sistema era operado em batelada, ndo ocorria a formacao das particulas esféricas
solidas, caracteristicas dos processos em suspensdo, mas de uma espécie de latex. No

entanto, a adi¢do de cardanol apenas na composicao da casca resultou na formacdo de
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particulas com morfologia casca-nicleo com didmetro em torno de 100 a 500 pm, area
especifica de 6,2 m*g e didmetro de poro de 251 A. Dessa forma, foi possivel notar que
a adi¢do de tal componente provocava alteragdes pronunciadas na morfologia das
particulas produzidas e resultava em biocatalisadores com bom desempenho.

As condi¢des definidas como oOtimas a partir do trabalho de PINTO (2013) e
PINTO et al. (2014) foram utilizadas no estudo realizado por CIRILO et al. (2014). O
trabalho teve o objetivo de copolimerizar diferentes comondmeros de cadeia longa (1-
octeno, divinilbenzeno, cardanol, benzoato de vinila e estireno) na composicao da casca
polimérica e avaliar a influéncia desses componentes na morfologia final das particulas e
no desempenho como suporte para a sintese de biocatalisadores. O teor de comondmero
empregado em cada uma das reacdes correspondeu a 5% em massa do valor total de
mondmero empregado na formacao da casca. Assim, foi possivel observar que pequenas
modificagdes na composicao da casca polimérica provocavam modificagdes expressivas
na morfologia (4rea especifica e didmetro médio de poro) final das particulas e grau de
hidrofobicidade dos materiais, que, por sua vez, também afetavam a cinética de
imobilizacdo e o desempenho final dos biocatalisadores produzidos. Novamente, os
suportes em que divinilbenzeno foi empregado apresentaram as maiores areas especificas.

Com base nos estudos apresentados, ¢ possivel perceber que inimeros avancos
ocorreram nos ultimos anos envolvendo tanto os processos relacionados a sintese de
particulas casca-ntcleo por meio da técnica de polimerizagao em suspensdo e emulsao
simultaneas, quanto aos procedimentos de funcionalizacao de tais particulas. Contudo,
nota-se que apenas quatorze trabalhos foram realizados nessa area, sendo que parte deles
engloba patente e artigos derivados de teses e dissertacdes. Dessa forma, nota-se que
apenas oito trabalhos foram realizados envolvendo estudos distintos; resultado infimo

quando comparado aos demais processos usados para a sintese de particulas casca-nucleo.

2.1.7. Comentarios Finais

Por tudo o que foi apresentado, percebe-se que poucos trabalhos envolvem a
sintese de particulas com morfologia casca-nicleo a partir do processo em suspensao e
emulsdo simultaneas. Foi possivel notar que um niimero ainda mais reduzido visou a
funcionalizacdo da casca polimérica, vislumbrando obter um melhor desempenho dos

biocatalisadores produzidos.
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E importante observar também que os trabalhos que resultaram em suportes com
areas especificas pronunciadas envolveram a adigdo de divinilbenzeno como
comonomero, conferindo maior porosidade as particulas produzidas. Assim, o emprego
desse componente em estudos voltados a sintese de novos suportes enzimaticos foi
estimulado.

Nenhum estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a resisténcia mecanica das
particulas casca-nucleo, sintetizadas a partir do processo de interesse. Esta propriedade ¢
importantissima quando se considera a sintese de biocatalisadores e a necessidade de
reutilizar os mesmos em diferentes ciclos. Ademais, nenhum trabalho foi realizado
almejando escalonar o processo de polimerizacdo em suspensdo e emulsdo simultaneas,
etapa fundamental quando se vislumbra uma aplicacdo comercial real das particulas
casca-nucleo.

Dessa forma, o presente trabalho visou, inicialmente, a produzir novas particulas
com morfologia casca-nucleo por meio da técnica de polimerizagdo em suspensdo-
emulsdo simultineas. A estabilidade mecanica de tais particulas casca-nicleo também foi
avaliada. Diferentes estratégias foram adotadas, alterando-se as condi¢gdes operacionais
da reagdo, de forma a aumentar a area especifica e a porosidade dos suportes produzidos.
A partir de entdo, foi iniciado um estudo de escalonamento do processo de polimerizacao
(nunca estudado em larga escala). As etapas subsequentes, referentes a sintese dos
biocatalisadores e a avaliagdo de seus desempenhos e a funcionalizacao das particulas
poliméricas, serdo apresentadas com mais detalhe nos proximos capitulos.

Nota-se, entdo, que o presente estudo pode permitir o desenvolvimento de suportes
mais eficientes para a imobilizacdo de diversas enzimas, apresentando carater bastante

inovador.

2.2. Materiais e Metodologias em Escala Bancada

Esta se¢do visa a descrever tanto os materiais empregados nas reacdes de
polimerizacdo em suspensdo e emulsdo simultaneas em escala de bancada quanto os
métodos de producdo das particulas poliméricas com morfologia casca-nticleo. As

técnicas utilizadas para a caracterizacao de tais particulas também sdo apresentadas.
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2.2.1. Materiais em Escala Bancada

Cada um dos reagentes empregados diretamente na reacao de polimerizacao sera
descrito a seguir. Vale salientar que todos os reagentes foram utilizados como recebido,
sem haver qualquer etapa intermediaria de purificacdo. Apenas o comondmero estireno
(S) (utilizado nas primeiras onze reagdes de polimerizacao), fornecido pela Innova S/A,
passou por um processo prévio de destilagdo. Nas demais reacdes, foi utilizado como
comondmero o estireno fornecido pela Sigma Aldrich Ltda. com pureza minima de 99%.
Divinilbenzeno (DVB) também foi empregado como comondmero nas reagdes de
polimerizacao, sendo fornecido por duas empresas distintas: divinilbenzeno fornecido
pela Merck ES (contando 25 - 50 % em massa de etilestireno), usado nas onze reagdes
iniciais; divinilbenzeno com grau técnico de 80% (contando 20% em massa de
etilestireno), fornecido pela Sigma Aldrich Ltda., utilizado nas demais reacdes de
polimerizacdo. Na etapa de polimerizacdo em suspensdo, foi empregado como agente de
suspensao o poli(alcool vinilico) P.S. (PVA), fornecido pela Vetec Quimica Fina Ltda.,
com grau de hidrolise na faixa de 86,5 a 89,5% e Mw de 78.000 g/mol. O iniciador
empregado também nesta etapa foi peroxido de benzoila P.S. (BPO), fornecido pela Vetec
Quimica Fina Ltda., com teor maximo de umidade de 25%.

Na etapa em emulsdo, o iniciador utilizado foi o persulfato de potassio P.A.
(K2S208) com pureza minima de 99%, fornecido pela Vetec Quimica Fina Ltda. O
emulsificante empregado foi o lauril sulfato de sddio (SLS), fornecido pela Vetec
Quimica Fina, com pureza minima de 90% (contendo 10% de umidade). O bicarbonato
de so6dio (NaHCO:3) foi fornecido pela Proquimios Ltda. com pureza minima de 99,7%,
sendo usado no preparo da solugao tampao, também adicionada na etapa da polimerizagao
em emulsio. Agua destilada foi utilizada para preparar as solu¢des aquosas de PVA,
K2S20s, SLS e NaHCO;3 e para lavar as particulas na etapa da lavagem e filtragao.

E importante destacar também alguns reagentes que foram empregados na etapa
de caracterizacdo das particulas produzidas ao final das reagdes de polimerizagao em
suspensdo e emulsdo simultdneas. A hidroquinona, por exemplo, fornecida pela Vetec
Quimica Fina Ltda. com pureza minima de 99%, foi utilizada como inibidor para garantir
o término da reacdo de polimerizacao, possibilitando a andlise da cinética de cada reacao.
O gas nitrogénio, fornecido pela Air Products com pureza minima de 99%, foi empregado

nas andlises de caracterizacdo de DSC e de area especifica, volume especifico de poros e
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diametro médio de poros. Etanol P.A., fornecido pela Vetec Quimica Fina Ltda. com
pureza minima de 99,8%, foi usado na analise de determinac¢do de tamanhos das particulas
com morfologia casca-nucleo. O tetrahidrofurano (THF) grau HPLC/Spectro com pureza
minima de 99,8%, fornecido pela Tedia Company Inc., foi empregado na anélise de GPC

como fase movel e para solubilizar as amostras poliméricas.

2.2.2. Metodologia em Escala Bancada

As particulas porosas poliméricas com morfologia casca-nticleo foram
sintetizadas por meio da técnica de polimerizacdo em suspensdo-emulsdo simultaneas
(LENZI, 2002; LENZI et al., 2003). Como mencionado anteriormente, esta técnica de
polimerizacdo compreende duas etapas fundamentais: inicialmente, uma reagdo de
polimerizagdo em suspensdo ¢ conduzida, ocorrendo a formagao dos nticleos; em seguida,
os componentes da emulsdo sdo alimentados, gerando pequenas particulas no meio
reacional, que recobrem os nucleos poliméricos, resultando nas particulas com
morfologia casca-nucleo. E possivel perceber que diferentes comondmeros podem ser
empregados nas reacdes de polimerizagdo, possibilitando a producdo de particulas
poliméricas com propriedades quimicas e morfologicas distintas. As diversas reagdes
realizadas seguiram a metodologia descrita em inimeros trabalhos ja apresentados na
secdo anterior (LENZI, 2002; LENZI et al., 2003; BESTETI, 2009; BESTETI, 2011;
PINTO, 2013; PINTO et al., 2014; CIRILO et al., 2014; MANOEL et al., 2016a;
MANOEL et al., 2016b).

Nas reacdes realizadas no presente capitulo foram empregados como
comondmeros apenas estireno, divinilbenzeno e metacrilato de metila (utilizado nas
reacdes em escala piloto). Contudo, como mencionado anteriormente, outros monomeros
foram empregados na etapa seguinte deste trabalho, como metacrilato de glicidila e
pentafluoroestireno (as especificacdes de cada um serdo detalhadas no Capitulo IV).

Todas as reagdes conduzidas em escala de bancada foram realizadas de forma
aberta em um reator de vidro borossilicato encamisado com capacidade de 1 L (FGG
Equipamentos Cientificos, Sdo Paulo, Brasil). A temperatura do meio reacional em todos
os experimentos foi mantida em 85 °C, com auxilio de um banho térmico modelo Haake
Phoenix II, da empresa Thermo Scientific. Com o objetivo de manter a temperatura do

condensador em 10 °C em todos os experimentos e evitar a perda de reagentes ao longo
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da reagdo, foi empregado um banho termostatico, modelo 521-2D (Nova Etica). Para
garantir a agitacao e a homogeneidade do meio ao longo de cada reagdo foi utilizado um
agitador mecanico de ago inox (IKA RW20 digital) com haste reta e impelidor com seis
pas dispostas verticalmente. Na Figura 6 ¢ possivel observar a unidade experimental
utilizada para a producao das particulas com morfologia casca-nucleo.

Uma etapa que antecedeu o inicio da reagdo envolveu o preparo da fase organica
(formada por estireno, divinilbenzeno e peréxido de benzoila), realizado na temperatura
ambiente, de forma a evitar um possivel inicio da polimerizagao. O inicio exato da reagao
em suspensao era considerado apos a dispersdao da fase monomérica na solucao aquosa
de agente de suspensdo, previamente aquecida a 85 °C, e o subsequente ajuste da
velocidade de agitagdo para o valor desejado, mantido em (800+50) rpm em todos os
experimentos. E importante mencionar que as solugdes de PVA e de hidroquinona,
mantida na geladeira apos o preparo, eram preparadas ao menos 12 horas antes do inicio

da reagao.

1 - Proveta para
alimentagdo de
monomero;

2 - Suporte;

3 - Bomba Dosadora;
4 - Reator;

5 - Impelidor;

6 - Condensador;

7 ¢ 8 - Banho
termostatico;

(B)

Figura 6. Unidade Experimental em escala de bancada: (A) Esquema ilustrativo; (B)

Unidade empregada para producao das particulas casca-nticleo.
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Sabe-se que o grau de recobrimento das particulas poliméricas esta associado a
conversao atingida pelo nucleo durante a etapa de suspensdo (LENZI, 2002; LENZI et
al., 2003). BESTETI (2009) observou que a alteracdo da duragdo da etapa da suspensdo
resultou em particulas com areas especificas distintas: particulas com nucleo de
poliestireno (2h de suspensdo) e casca de poli(metacrilato de metia) apresentaram area
especifica de 36,7 m?/g (maior area obtida em tal estudo); quando a etapa da suspensdo
foi alterada para 4h, houve uma queda da area especifica para 0,9 m?*/g. Dessa forma, para
a maior parte das reacgoes, a etapa em suspensao teve duracdo de 2h. Contudo, como no
presente trabalho a composicao quimica do sistema foi alterada, reagdes em suspensao
com grau de conversdo ainda menores foram realizadas, com o objetivo de avaliar a
influéncia desse pardmetro sobre o grau de recobrimento das particulas preparadas.

Apo6s o término da reacdo em suspensao, os varios componentes da emulsao eram
adicionados ao meio reacional (carga inicial de comondmeros, estireno e divinilbenzeno,
agua destilada e solugdes aquosas de persulfato de potassio, bicarbonato de sodio e lauril
sulfato de sodio). A solugdo tampao, como ja mencionado, confere maior estabilidade a
emulsdo (LENZI, 2002). Ja a 4gua destilada tem por fungdo completar o meio reacional,
garantindo a melhor dispersdao das particulas poliméricas. Para evitar uma queda
pronunciada na temperatura do meio reacional, estabeleceu-se um intervalo de 2 min entre
cada uma das adi¢des. Apenas as adi¢cdes da carga monomérica inicial e da solugdo de
iniciador (K»S>0g) ocorriam de forma subsequente. Vale salientar que a solucao de
emulsificante foi preparada ao menos 12 horas antes do inicio da reagdao, de maneira a
garantir a solubilizacdo completa do lauril sulfato de sodio. Ja as solu¢des tampdo e de
iniciador, cuja solubilizacdo ndo demora mais do que 30 min, foram preparadas no
momento em que a polimerizagdo em suspensao era realizada.

Findada a etapa de adi¢ao dos componentes da emulsao, iniciava-se a alimentagao
continua de comondmeros ao meio reacional a uma vazao especificada. A adi¢ao gradual
do restante do conteido monomérico tinha por objetivo evitar o descontrole térmico da
reacdo e a aglomeracdo da massa polimérica. Para garantir um controle mais preciso da
vazao, foi utilizada uma proveta de 100 mL e uma bomba dosadora (Prominent, modelo
GALA1000SSTO0O0UAO002100; com cabegca de bombeamento de aco inox). O instante
em que a primeira gota da mistura de mondmeros desprendia-se da mangueira de
alimentacdo e atingia o meio reacional era considerado o inicio da etapa de emulsdo
alimentada. A partir desta etapa, entdo, ambas as reagdes (suspensao e emulsao) passavam
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a ser conduzidas no mesmo reator simultaneamente. Todas as condi¢des operacionais
ajustadas para a reacdo em suspensdo eram mantidas (temperatura de 85 °C e velocidade
de agitacdo de (800+50) rpm). A duracdo desta etapa variava, a depender da vazdo de
alimentacdo de comonomeros e da quantidade de reagente alimentada. Ao longo de todas
as reacgoes, a vazao nominal da bomba era alterada, de forma a estar mais proéxima do
valor desejado. Ao terminar a alimentag¢do da fase monomérica, prosseguia-se com mais
duas horas de emulsdo, para garantir o recobrimento dos nucleos poliméricos. Ao longo
de cadareagao eram coletadas aliquotas para posterior determinacao do grau de conversao
alcancado em cada instante de tempo (LENZI, 2002; LENZI et al., 2003).

E importante salientar que em uma das reagdes de polimerizacio foi alimentada
uma miniemulsdo ao meio reacional e ndo apenas uma mistura de comondmeros. O
preparo da miniemulsdo envolveu todos os componentes da emulsdo ja descritos,
alimentados a um homogeneizador de alta pressao (modelo APLAB-10 / 1.000 Bar,
fornecido pela Artepecas) operando a 100 bar por 20 min. Nesse tipo de sistema, as
goticulas da fase organica se chocam contra as paredes do equipamento, estando
submetidas a elevadissimas tensdes de cisalhamento. Dessa forma, goticulas ainda
menores sao formadas. Com o objetivo de evitar a desestabilizacdo da miniemulsao antes
de ser alimentada ao meio reacional, apds cada hora os componentes eram recirculados
no interior do homogeneizador.

Apo6s o término da reacdo, o sistema era entdo resfriado, garantindo a interrupgao
da reagao. Ao final do processo, duas fases eram formadas: decantado, formado pelas
particulas com morfologia casca-nucleo; e sobrenadante, constituido por particulas
emulsificadas, ndo capturadas pelo nucleo adesivo, que permaneciam ainda dispersas no
sobrenadante ao final da reacdo. Esse latex era recolhido no dia seguinte a cada reagao,
de maneira a garantir que os sobrenadantes de todas as reagdes fossem coletados sob as
mesmas condi¢des e de forma a dificultar que particulas menores ainda em suspensao
fossem recolhidas. Seguia-se, entdo, com a filtragdo e lavagem das particulas casca-
nucleo, eliminando possiveis componentes do meio reacional ainda presentes na
superficie de tais suportes. O papel de filtro empregado nesta etapa apresentava poros
com diametro de 14 um (Qualy, gramatura 80). Por fim, as particulas casca-ntucleo eram
secas em estufa de recirculagdo a 40 °C, onde permaneciam até o valor da massa seca nao

variar de forma expressiva, sendo entdo caracterizadas e armazenadas.
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Os diferentes suportes, com diferentes propriedades, foram sintetizados a partir da
manipulacdo de algumas varidveis: razdo massica dos comondmeros adicionados a0 meio
reacional (estireno/divinilbenzeno); instante em que a reacdo em suspensdo era
interrompida e os componentes da emulsdo passavam a ser alimentados a reacdo; forma
de adicdo dos componentes da emulsdo (apenas como uma mistura de comondmeros ou
uma miniemulsdo); vazdo de alimentagdo de comondmeros (V). Vale destacar que
CUNHA et al. (2014) realizaram experimentos em que uma quantidade expressiva do
comondmero divinilbenzeno foi adicionada ao meio reacional (3:1, DVB:S), resultando
em uma diminui¢do das areas especificas das particulas produzidas. Dessa forma, uma
razdo massica intermedidria também foi avaliada em uma das reacdes (2:3, DVB:S). E
importante mencionar novamente que, a partir da reacdo 12, mondmeros oriundos de
outros fornecedores foram empregados. Assim, duas reacdes foram realizadas de forma
similar a outras duas previamente realizadas, com o objetivo de avaliar se a pureza dos
reagentes poderia alterar de forma significativa as propriedades das particulas produzidas.

As composicdes das fases em cada um dos experimentos realizados sdo mostradas
na Tabela 1 (etapa da polimerizagdo em suspensao) e na Tabela 2 (etapa da polimerizacao
em emulsdo). Nas reagdes realizadas no presente trabalho, foram empregados na etapa de
suspensdo 100 g de mistura monomérica (mistura de estireno e divinilbenzeno) e na etapa
em emulsdo novamente 100 g de mistura monomérica, divididos em 30 g na carga inicial

e 70 g na etapa de alimentagao.

Tabela 1. Percentagem massica de cada um dos componentes adicionados na etapa de

polimerizagdo em suspensao, utilizando como base 100 g de mistura monomérica.

Etapa de Suspensio

Agente de Suspensao , Iniciador
Agua Destilada
Reagao (PVA) %) (BPO)
(%) ’ (%)
1-16
3,0 370,0 4,0
(exceto 14)
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Tabela 2. Percentagem massica de cada um dos componentes adicionados na etapa de

polimerizagao em emulsdo, empregando como base 100 g de mistura monomérica.

Etapa de Emulsao

Iniciador Emulsificante Bicarbonato ,
Agua Destilada
Reagdo (K2S,05) (SLS) (NaHCO:s) %)
0
(%) (%) (%)

1/121 0 0 0 0
142 0,3 2,5 0,3 227,0
2-11/13-16 0,3 2,5 0,3 227,0

"Em ambas as reagdes foram sintetizadas apenas as particulas formadoras do niicleo polimérico,
por meio da condugdo de reagdes de polimerizagdo em suspensao;
2Na Reagio 14 houve a sintese apenas das nanoparticulas formadoras da casca, sendo conduzida

apenas uma reagdo de polimerizagdo em emulsdo.

As diferentes condigdes operacionais de cada uma das reagdes, como razao
massica de estireno (S) /divinilbenzeno (DVB) empregada nas etapas de suspensdo e
emulsdo, os instantes nos quais os componentes da emulsdo eram alimentados, a vazao
de alimentacdo de comondmeros e o tipo de material alimentado, sdo apresentadas na
Tabela 3. As condigdes reacionais de referéncia foram estabelecidas em trabalhos

anteriores (LENZI, 2002; LENZI et al., 2003; BESTETIL 2011; PINTO, 2013).

2.2.3. Caracterizacdo das Particulas Poliméricas

Com o objetivo de caracterizar as particulas casca-nucleo produzidas ao final de
cada reacdo, inimeras andlises foram realizadas: microscopia Optica, microscopia
eletronica de varredura (MEV), cromatografia de permeacdo em gel (GPC), calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), andlise de distribuicdo de tamanhos de particula por
espalhamento de luz, andlise de area especifica, diametro médio de poro e volume
especifico de poros por fisissor¢do de nitrogénio e andlise de resisténcia mecanica.
Andlises de conversdo e de rendimento também foram executadas. As particulas
formadoras do latex, presentes no sobrenadante ao final da reacdo, também foram
caracterizadas por andlise de distribui¢do de tamanhos de particula por espalhamento de

luz, cromatografia de permeacdo em gel (GPC) e teor de solidos.
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Tabela 3. Condigdes operacionais empregadas em cada uma das diferentes reacdes

realizadas.

Condic¢ao Operacional

Razao Instante Inicial de Componentes Vazdo de
Reacio Massica Alimentagdo da Alinfen tados Alimentacdo
S/DVB Emulsdo (h) Nominal (L/h)
1
(Polimerizagao 3/1 0 0 0
¢ (25% DVB)
em Suspensio)
2 3/1 2 Mistura de 0,035
Comonomeros
3 3/1 2 Mistura de 0,082
Comonomeros
4 3/1 2 Mistura de 0,127
Comonomeros
5 3/1 2 Mistura de 0,017
Comonomeros
6 3/1 2 Mistura de 0,039
Comonomeros
7 3/1 2 Mistura de 0,071
Comonomeros
8 3/1 | Mistura de 0,069
Comonomeros
19/1 Mistura de
0 (5% DVB) 2 Comonomeros 0,069
10 3/1 2 Miniemulsao 0,069
1 3/1 0,67 Mistura de 0,069
Comonomeros
12
(Polimerizagao 3/1 0 0 0
em Suspensao)
13 3/1 2 Mistura de 0,069
Comonomeros
14 .
(Polimerizagio 3/1 0 Mistura de 0,069
o Comonomeros
em Emulsao)
15 3/1 0,67 Mistura de 0,069
Comonomeros
3/2 Mistura de
16 (40% DVB) 0,67 Comonomeros 0,069

2.2.3.1. Microscopia Optica (MO)

Com o objetivo de analisar a morfologia das particulas casca-nucleo, analises de

microscopia optica foram realizadas. Foram empregados dois microscopios distintos.
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Parte das amostras foi analisada em um microscopio optico binocular (Nikon, modelo
SMZ800, com capacidade de ampliagdao de 50 x), equipado com camera digital (Nikon
Coolpix 995) acoplada, que viabilizava a ampliagdo e digitalizacdo da imagem. Outra
parte das particulas poliméricas foi caracterizada em um microscopio binocular (Axiovert
40 MAT, Axiocam MRc com capacidade de ampliagdo de 50 x) também equipado com
uma camera digital (Nikon Coolpix 995), permitindo a amplia¢do e digitalizacdo das

imagens.

2.2.3.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Para visualizar de forma mais acurada a superficie das particulas produzidas,
foram usados dois microscopios eletronicos de varredura. Parte das amostras foi analisada
em um microscopio eletronico, modelo Quanta 200 (Fei Company). Outra parte das
particulas foi analisada em microscopio eletronico, modelo Versa 3D (Fei Company). As
analises foram conduzidas a alto vacuo e no modo de deteccao de elétrons secundarios,
operando com tensdo maxima de 30 kV. As fotomicrografias foram processadas em um
analisador de imagens (Fei Company).

Uma etapa anterior a andlise propriamente dita envolvia a metalizagdo das
amostras, fazendo-se o recobrimento das particulas com ouro, para tornar possivel a
visualizag¢ao da superficie no microscopio. As amostras foram metalizadas no metalizador
JFC 1500 (Jeol LTDA) As condic¢des de operacdo para a aquisi¢do das imagens, como
tamanhos de “spot”, distancia de trabalho (WD) e as ampliagdes das regides fotografadas,

estdo presentes nas proprias micrografias, apresentadas na proxima secao.

2.2.3.3. Cromatografia de Permeacio em Gel (GPC)

Um dos métodos empregados para determinar a distribuicdo de massas molares
das cadeias poliméricas e também os valores das massas molares médias ¢ a
cromatografia de permeacdo em gel (GPC) ou cromatografia por exclusdao de tamanho
(SEC). Essa analise envolve a permeagdo de uma solugdo polimérica por uma coluna
recheada com gel poroso, ocorrendo a separacao da massa polimérica em fragcdes que

apresentam diferentes tamanhos de cadeia.
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Primeiramente, o polimero ¢ dissolvido em um solvente especifico, no qual deve
ser completamente soluvel. A solu¢ao polimérica €, entdo, injetada na coluna que contém
particulas porosas. Dessa forma, em funcao da presenca de diferentes tamanhos de poros,
as cadeias menores penetram nos intersticios dos inimeros poros, requerendo maior
volume de solvente para serem eluidas; em contrapartida, as cadeias de maior massa
molar ndo conseguem penetrar nos pequenos poros, sendo eluidas mais rapidamente.
Assim, as cadeias poliméricas sdo separadas de acordo com o volume hidrodinamico que
apresentam; ou seja, segundo o tamanho efetivo das cadeias em solugdo. E possivel
perceber que a faixa de separacao de tamanhos ¢ funcao do tamanho dos poros da coluna.
Vale salientar ainda que, para determinar corretamente a distribuicdo das massas molares,
¢ preciso selecionar corretamente as colunas e os solventes, uma vez que a coluna e o
recheio ndo devem idealmente interagir com o polimero nem com o solvente utilizados
(ODIAN, 2004).

As particulas poliméricas produzidas (tanto as particulas casca-ntcleo quanto as
presentes no sobrenadante) foram caracterizadas quanto a distribuicdo de massas molares
e quanto as massas molares médias das cadeias poliméricas. Para isso, foi utilizado o
cromatografo modelo GPC Max VE2001, fabricado pela Viscotek (equipado com uma
coluna linear KF-804L e uma coluna linear KF-805L, cujos tamanhos maximos de poro
eram de 1,5.10° A e 5.10°A, fornecidas pela Shodex, e um detector refratométrico
Viscotek, modelo VE3580). O solvente tetrahidrofurano (THF) foi empregado como fase
movel ¢ as analises foram conduzidas a 40 °C. Uma curva de calibragao foi construida
utilizando padrdes de poliestireno, com massas molares na faixa de 2340 a 1,8x10° g/mol.

Para analisar as particulas casca-ntcleo produzidas, inicialmente eram pesados
0,015 g de cada amostra em tubos de vidro apropriados, onde eram adicionados em
seguida 3 mL de THF, para solubilizacdo de tais particulas. Apos as particulas serem
solubilizadas, seguia-se com a filtragao das solugdes poliméricas, utilizando membranas
com didmetro de poro de 0,45 pum. Por fim, tais filtrados (aproximadamente 300 pL) eram
injetados no cromatografo.

A andlise das particulas do sobrenadante seguiu o mesmo procedimento descrito
para as particulas casca-nucleo, ocorrendo apenas uma etapa prévia de secagem do latex.
Todas as andlises de GPC apresentadas foram normalizadas (sinal normalizado entre 0 e
1), anulando qualquer possivel efeito de variacdo da concentracdo de polimero na

intensidade da resposta.
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2.2.3.4. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Por meio da técnica de DSC (calorimetria exploratoria diferencial) ¢ possivel
avaliar a energia envolvida em transformacdes fisicas ou quimicas de substancias, que
resultam em liberacdo ou absorcdo de calor. Especificamente para os materiais
poliméricos, uma curva de DSC tipica apresenta trés tipos basicos de transformagdes:
transformagdes endotérmicas, como a fusdo; transformacdes exotérmicas, como a
cristalizagdo; e transicdes de segunda ordem, como a transi¢ao vitrea (ODIAN, 2004).
Essas transformagdes podem ser detectadas a partir de um processo de resfriamento e
aquecimento, viabilizado por uma programagdo controlada da temperatura. A
temperatura de transi¢do vitrea (Tg) ¢ determinada no instante em que as cadeias
poliméricas comegam a apresentar mobilidade segmental. A temperatura de fusdo (Tm)
¢ detectada quando ocorre a fusdo das regides cristalinas do polimero. A temperatura de
cristalizacdo (Tc) estd associada a cristalizag¢ao das regides amorfas do polimero, havendo
o empacotamento organizado das cadeias poliméricas (CANEVAROLO, 2004).

Analises de DSC foram realizadas com o objetivo de identificar as temperaturas
caracteristicas das transi¢des térmicas das particulas poliméricas casca-nicleo
produzidas. Para isso, foi utilizado um equipamento modelo DSC 8500, cuja fabricante ¢
a Perkin Elmer. Inicialmente, eram pesados aproximadamente 10 mg de cada amostra em
cadinhos de aluminio que, em seguida, eram fechados e selados. Um cadinho de aluminio
vazio era empregado como referéncia. Assim, um primeiro ciclo de
aquecimento/resfriamento era realizado apenas para padronizar a historia térmica das
amostras. Os termogramas obtidos para as diferentes amostras sdo apresentados no
Apéndice B as curvas em vermelho correspondem ao segundo ciclo de
aquecimento/resfriamento. As andlises foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio. A
faixa de temperaturas estudada variou de 0 a 200 °C sendo que a taxa de

resfriamento/aquecimento manteve-se constante e igual a 10 °C/min.
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2.2.3.5. Area Especifica, Diametro Médio de Poro e Volume Especifico de

Poros

Com o objetivo de determinar a area especifica, didmetro médio de poro e volume
especifico de poros das particulas casca-nucleo, foi utilizado um analisador de superficie
de materiais. A técnica ¢ baseada na adsor¢do fisica de um gés sobre a superficie das
particulas. Usualmente os gases empregados sdao nitrogénio ou argdénio que,
independentemente da composicdo do material sélido, adsorvem sobre a superficie das
particulas. Esse processo de adsor¢do ¢ decorrente da existéncia de forcas de interagao
fracas (interagdes de Van der Waals) existentes entre as moléculas do gés e do so6lido. Por
meio desta técnica ¢ possivel determinar a correspondéncia existente entre a quantidade
de gés adsorvida ou dessorvida por um material e a pressdo relativa do gas, a uma
temperatura constante; ou seja, ¢ possivel construir a chamada isoterma de
adsor¢ao/dessor¢ao para o solido analisado (TEIXEIRA, et al. 2001).

A partir da determinag¢@o da isoterma caracteristica para um determinado material,
modelos matematicos podem ser usados com o objetivo de descrever de forma satisfatoria
tal isoterma (TEIXEIRA et al., 2001). Vale destacar que, para solidos microporosos
(didmetro de poro menor que 20 A) e s6lidos mesoporosos (didmetro de poro na faixa de
20-500 A, regido na qual se encontram as particulas produzidas no presente trabalho), o
modelo de Brunauer, Emmett e Teller (BET) pode ser empregado com éxito (SALIS et
al., 2003). Assim, ao utilizar o modelo BET e sabendo que para determinagdo da area
especifica das particulas ¢ preciso haver a formagdo de uma monocamada de adsorvato
sobre a superficie, consegue-se obter o valor numérico da area. Para determinar a
distribuicdo dos didmetros de poro e o volume especifico de poros, o método BJH de
Barret, Joyner e Halenda (BJH) pode ser considerado. Esse método ¢ baseado na equagao
de Kelvin e considera que a queda da pressdo do sistema ¢ acompanhada pelo
esvaziamento progressivo dos poros cheios de liquido (TEIXEIRA ef al., 2001).

Assim, para cada uma das amostras produzidas foram realizadas andlises para
determinagdo da area especifica, do diametro médio de poro e do volume especifico de
poros. Uma etapa que antecedia cada uma das anélises era a etapa de tratamento da
amostra. Para isso, aproximadamente 1 g de amostra era pesado em um balao volumétrico
que era, entdo, acoplado ao analisador de superficie (modelo ASAP 2020, fabricado pela

empresa Micromeritics). Em seguida, o sistema era aquecido até a temperatura de 60 °C
52



Capitulo II — Sintese dos Suportes Poliméricos

sob vacuo, de forma a eliminar qualquer tipo de contaminante volatil ainda presente na
superficie das particulas. Com o objetivo de determinar a exata massa seca de cada
material solido, o baldo era novamente pesado. Apds esta etapa, iniciava-se a analise
propriamente dita (a duracao completa desta analise dependia da area especifica de cada
material s6lido): o baldo volumétrico era novamente acoplado ao equipamento e imerso
em um frasco de Dewar contendo N> liquido; o sistema de vacuo era ativado; em seguida,
lentamente, gas N> era injetado para o interior do baldo, possibilitando a adsor¢ao do gés
sobre a superficie das particulas; por fim, com o auxilio de programas computacionais,
baseados no modelo e no método descritos anteriormente, as propriedades morfoldgicas
dos suportes produzidos eram determinadas. Algumas das isotermas obtidas sdo

apresentadas no Apéndice C.

2.2.3.6. Distribuicao de Tamanhos de Particula

Para a determinagao da distribui¢ao de tamanhos das particulas ainda presentes no
latex ao final de cada reagdo, empregou-se uma técnica baseada no espalhamento de luz
provocado pelo movimento Browniano das particulas em suspensdo. Assim, a partir de
relagdes matematicas bem estabelecidas, ¢ possivel determinar a distribui¢do de tamanhos
das particulas do sobrenadante. Foi utilizado, entdo, um analisador de tamanho de
particulas na faixa de (0,3 nm - 10 pm), modelo Zetasizer Nano-ZS, fornecido pela
Malvern Instruments.

A anélise era realizada a partir da adicdo de uma gota de cada amostra, sem
tratamento prévio, a uma cubeta de vidro de 4 ml. Em seguida, a cubeta era preenchida
com agua destilada e inserida no equipamento. Os graficos de distribuicao de tamanhos
eram, entdo, obtidos. Vale ressaltar que, para cada amostra, a analise foi realizada em
triplicata.

Uma técnica semelhante foi empregada para a determinagdo da distribuicao de
tamanhos das particulas casca-nucleo. Tal técnica também se baseia no espalhamento de
luz provocado pela presenga das particulas poliméricas. Por meio da detecg¢do dos raios
refletidos, ¢ possivel determinar a distribuicdo de tamanhos das particulas. Foi usado,
entdo, um analisador de tamanhos de particula na faixa de 0,02 um a 2000 pm, modelo

Master Sizer Hydro 20008, fornecido dela empresa Malvern Instruments.
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Para realizagdo desta anélise, inicialmente as particulas com morfologia casca-
nucleo eram colocadas em um compartimento do equipamento, contendo uma solugdo de
agua e etanol. Um sistema de agitacdo presente no equipamento promovia a dispersdo e
a homogeneizacao das particulas poliméricas na solucao alcodlica. Com o auxilio de uma
bomba, parte desta solugdo era encaminhada até o leitor. Assim, a partir de relagdes
matematicas, os graficos de distribui¢ao de tamanhos eram gerados. Todas as amostras

também foram analisadas em triplicata.

2.2.3.7. Analise de Resisténcia Mecanica

Apo6s inumeras buscas na literatura, a fim de identificar uma metodologia
apropriada para avaliar a resisténcia mecanica das particulas com morfologia casca-
nucleo, pdde-se perceber que ndo havia uma técnica estabelecida para tal fim. A maior
parte das andlises encontradas que objetivavam determinar a resisténcia mecanica dos
materiais poliméricos envolvia etapas preliminares de prensagem ou fusdo. No entanto,
tais tratamentos destruiriam a morfologia das particulas casca-nucleo.

Assim, para avaliar a resisténcia mecanica dos suportes poliméricos, uma
metodologia foi adotada pelo grupo. As particulas eram previamente lavadas com etanol
e com agua destilada, seguindo o procedimento adotado na etapa de imobilizacao
enzimatica, que serd apresentada no proximo capitulo. Em seguida, tais particulas eram
vertidas em um mini-reator, com capacidade de 200 mL, contendo agua destilada. E
importante mencionar que a razdo existente entre a massa de polimero (10 g) e a massa
de 4gua destilada (100 g) foi igual a empregada durante o procedimento de imobilizagao,
como mostrado no proximo capitulo. As particulas eram dispersas, entao, no meio aquoso
e o sistema era mantido sob agitacdo por seis horas, periodo necessario para adsor¢ao de
praticamente toda a carga enzimadtica adicionada no inicio do processo de imobilizacdo
(para a maior parte dos suportes avaliados) (PINTO, 2013). Foram analisadas trés
velocidades de agitacao distintas: 200 rpm (mais proxima de valor empregado nas reagdes
em que os biocatalisadores foram utilizados), 400 rpm e 800 rpm. Dessa forma, ao longo
de todo o periodo mencionado, eram retiradas aliquotas (t = 0, 1 h, 2 h, 3 h, 6 h)
(aproximadamente 2 mL cada) para posterior determinagao da distribuicao de tamanhos

das particulas dispersas no meio.
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A partir de tal técnica, buscou-se identificar os suportes casca-ntiicleo mais
resistentes mecanicamente, cujos graficos de distribui¢do de tamanhos eram mantidos
inalterados ao longo do tempo; e os suportes menos resistentes, cujos graficos de
distribuicao de tamanhos eram deslocados ao longo do tempo na dire¢ao de menores

diametros.

2.2.3.8. Determinacdo da Conversdo, do Rendimento da Reacdo e do Teor

de Solidos

A partir da realizacdo de analises gravimétricas, foi possivel acompanhar a
evolucdo cinética de cada uma das reagdes, determinar o teor de solidos presentes no
sobrenadante ao final de cada reagdo e obter o rendimento correspondente a cada reagao.

Como mencionado anteriormente, aliquotas foram retiradas em cada uma das
reacgoes, possibilitando o acompanhamento da conversao ao longo do tempo. Cada uma
dessas aliquotas era vertida em uma espécie de copo de aluminio, contendo
aproximadamente 5 gotas de solucdo aquosa de hidroquinona (1% m/m) (0.5 g de
hidroquinona e 49.5g de agua destilada). Tais amostras permaneciam, entao, na estufa de
circulacao a 40 °C, até apresentarem massas constantes. As equagdes utilizadas para o
calculo da conversdo em cada ponto de amostragem sdo mostradas no Apéndice A.

Para calcular o rendimento correspondente a cada reacdo, empregou-se a Equacao
1. E possivel notar que, para tal calculo, comparou-se a massa de polimero obtida ao final
da etapa de secagem com a massa da mistura monomeérica total (soma das massas dos
comondmeros) adicionada no inicio da reagdo, o que pressupde a amostragem homogénea

¢ uniforme do meio reacional.

polimero

monémerosusp + mmonémeroemuls

Equacio 1. Calculo do rendimento.

sendo: 7, o rendimento; Mmpoiimero, @ Mmassa de polimero seco obtida ao final da etapa de
secagem; Mmonémerosusp, @ Massa total de mondmeros adicionada na etapa da suspensao;

Mmonémeroemuls, @ Massa total de mondmeros adicionada na etapa de emulsao.
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Por fim, o calculo do teor de sélidos ¢ mostrado na Equacao 2. Para a realizagao
de tal anélise, aproximadamente 10 mL da solu¢do do sobrenadante eram adicionados a
um béquer contendo aproximadamente 10 gotas (menos de 1 mL) de solugdo de
hidroquinona (1% m/m). Essas amostras eram colocadas na estufa de circulacdo a 40 °C,
até que suas massas apresentassem valores constantes. Vale salientar que cada amostra

foi analisada em triplicata.

TS — mbsobseco — mb — mhid

mbsobumido - mb - msolhid

Equacio 2. Célculo do teor de solidos.

sendo: 7S, o teor de solidos; mpsonsec, @ massa do béquer, do sobrenadante seco e da
hidroquinona contida na solugdo inibidora adicionada; mpsosumido, @ massa do béquer,
contendo a solu¢do aquosa de hidroquinona, e do sobrenadante umido; m4, @ massa de
hidroquinona contida na solugdo aquosa; mp, a massa do béquer; myomia, a massa

adicionada da solugdo aquosa de hidroquinona.

2.3. Resultados em Escala Bancada

O objetivo da presente secdo € apresentar os resultados referentes a caracterizagao
das particulas poliméricas casca-nticleo obtidas em escala de bancada. Como mencionado
anteriormente, diferentes reacdes foram realizadas e, em seguida, cada um dos suportes
foi caracterizado por meio da execucao das diferentes andlises apresentadas na se¢ao
anterior. E importante ressaltar que esta etapa do trabalho envolveu trés grupos de
experimentos distintos, resultando em trés subse¢des diferentes. Na Seg¢do 2.3. 1, primeiro
bloco de experimentos, foi avaliada a influéncia da vazao de alimentacdo de mondmeros
sobre a morfologia final das particulas casca-nucleo. Na Se¢do 2.3.2. foram produzidas
particulas do nucleo, nanoparticulas formadoras da casca e as particulas casca-nucleo
propriamente ditas, visando-se especificamente a caracterizar cada uma dessas particulas
poliméricas e a avaliar a influéncia de cada uma na sintese de biocatalisadores (resultados
que serdo apresentados no Capitulo II1). A partir dos resultados obtidos, foi proposto um

terceiro bloco de experimentos, apresentados na Se¢do 2.3.3, em que diferentes
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estratégias foram adotadas, buscando-se sintetizar suportes com areas especificas e

porosidades ainda mais pronunciadas.

2.3.1. Influéncia da Vazdo de Alimentacio de Comondmeros na

Morfologia das Particulas Casca-niicleo

Um primeiro bloco de experimentos foi realizado com o objetivo inicial de avaliar
a influéncia da vazao de alimentacdo de comondmeros sobre a morfologia final das
particulas produzidas e verificar se os resultados encontrados por PINTO (2013)
independiam da composi¢ao quimica do sistema. PINTO (2013) percebeu que a variavel
que mais afetava a morfologia de particulas casca-nticleo a base de poliestireno era a
vazao de alimenta¢do de mondmero durante a etapa de emulsdo alimentada. Notou
também que havia uma janela operacional em que era possivel a sintese de particulas
casca-nucleo individualizadas (vazdes de alimentagdo na faixa de operacao 0,082 - 0,12
L/h, por exemplo, provocavam um descontrole do sistema de polimerizagao e a formagao
de grandes aglomerados). Percebeu-se também que a havia uma vazdo 6tima que
resultava na producao de particulas com areas especificas méaximas. Assim, surgiu a
necessidade de avaliar se o sistema polimérico seria afetado da mesma forma por essa
variavel operacional, independentemente de sua composi¢ao quimica.

Nesse contexto, inumeros experimentos foram realizados, empregando condi¢des
operacionais similares as usadas por PINTO (2013), mas a base de outros comondmeros
(uma mistura de estireno (75 % m/m) e divinilbenzeno (25 % m/m)). Essa composicao
quimica foi selecionada, porque resultou em suportes poliméricos eficazes para a sintese
de biocatalisadores com maiores area especifica e porosidade, de acordo com o estudo
realizado por CUNHA et al. (2014). As condigdes operacionais de cada uma das reagdes
foram apresentadas nas Tabelas 1, 2 ¢ 3. E importante ressaltar que a vazdo de
alimentag¢do precisou ser ajustada ao longo de cada uma das reagdes, de forma a
apresentar na média valor tdo proximo quanto possivel do valor almejado. Assim, na
Tabela 4 sdo apresentadas as vazdes teoricas, idénticas as empregadas no trabalho
realizado por PINTO (2013), e as vazdes médias reais correspondentes a cada uma das
reagoes realizadas.

Vale salientar que os erros experimentais mostrados na Tabela 4 foram calculados

com dados de aferi¢dao de rea¢des conduzidas sob um mesmo valor de vazao nominal. E
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importante mencionar também que os erros experimentais presentes na Tabela 4, assim
como os demais erros que serdo mostrados nas demais tabelas e graficos ao longo desta
secdo, foram calculados a partir da multiplicagdo do desvio padrdo (encontrado para cada
um dos conjuntos de dados que apresentavam mesmo valor nominal) por dois, uma vez
que foram consideradas distribuicdes normais com 95 % de confianga para tais erros

experimentais (SCHWAAB e PINTO, 2007).

Tabela 4. Vazao de alimenta¢ao da mistura monomérica correspondente a cada uma das

diferentes reagoes realizadas no primeiro bloco de experimentos.

Condicao Operacional

Reaciio Legenda Vazio dp Alimentagdo Vazido de Alimentagdo
Nominal (L/h) Real (L/h)

1 Nucleo 0 0

2 V=0,019 L/h 0,017 0,019 £ 0,006
3 V=0,032 L/h 0,035 0,032 £ 0,006
4 V=0,037 L/h 0,039 0,037 £ 0,006
5 V=0,069 L/h 0,071 0,069 £ 0,006
6 V=0,076 L/h 0,082 0,076 £+ 0,006
7 V=0,122 L/h 0,127 0,122 £ 0,006

2.3.1.1. Analise Cinética e Rendimento

Como mencionado anteriormente, a cinética de polimerizagao correspondente a
cada uma das reagoes realizadas foi determinada, como mostrado na Figura 7. Nota-se
que as cinéticas de polimerizacdo das diferentes reagdes foram similares, o que ja era
esperado, uma vez que a Unica diferenca existente entre os diferentes experimentos
realizados era a vazdo de alimentagdo da carga monomérica. Como as reagdes sao
relativamente rapidas (elevadas conversdes em instantes relativamente curtos de reacao,
atingindo aproximadamente 100 % de conversdo ao final de cada reacdo), apesar da
mistura de mondmeros ser alimentada com velocidade mais intensa em algumas reagdes,
ainda assim os comportamentos cinéticos sdo semelhantes. Pode-se observar também
uma queda das conversdes no inicio da etapa de alimentagao da mistura monomérica,
diminui¢do esta provocada pela adi¢ao sequencial dos inimeros componentes da emulsao

ao sistema, incluindo a carga inicial de monomeros.
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Ao comparar os resultados obtidos com os encontrados por PINTO (2013), nota-
se que a adi¢do de DVB provoca um aumento pronunciado no valor das conversoes,
mesmo nos instantes iniciais de amostragem. Além disso, a faixa de vazdo mdaxima
encontrada por PINTO (2013) ndo resultou em aglomeragdes pronunciadas quando DVB
foi adicionado ao sistema. Assim, percebe-se que a composicdo quimica afeta de forma
pronunciada tanto a cinética do sistema de polimerizacdo em suspensdo e emulsdo
simultaneas, quanto os valores vidveis das varidveis operacionais para uma conducio
satisfatoria da reagcdo. Dessa forma, parece claro que a janela operacional de viabilidade
do processo deve ser reavaliada para cada sistema quimico particular estudado, o que

constitui uma conclusdo importante para a implementagao real desses sistemas de reagao.
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Figura 7. Analise cinética de cada uma das reagdes de polimerizagao realizadas.

Ao final do processo de secagem dos suportes poliméricos, o rendimento
correspondente a cada reacdo foi determinado, comparando-se a massa final de suporte
produzido com a massa de mondmeros empregada no inicio da reagdo. Os resultados
obtidos sdo apresentados na Figura 8. Pdde-se notar que o rendimento do nucleo
polimérico esteve em torno de 70 %, valor semelhante ao obtido para as reagdes nas quais
apenas estireno foi empregado (PINTO, 2013). Ou seja, a adi¢gdo do divinilbenzeno
aparentemente nao afetou a quantidade de material polimérico produzido, apesar de
provocar um aumento na velocidade da reacdo de polimerizacdo. Ao analisar os

resultados correspondentes as particulas casca-nucleo, percebe-se que ocorreu um
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aumento do rendimento para a reagcdo conduzida com menor vazao (0,019 L/h),
possivelmente em decorréncia do maior tempo para aglomeracdo das particulas
emulsificadas ao redor dos nucleos poliméricos. No entanto, a partir da vazao de 0,032
L/h, nota-se que o aumento da vazdo foi acompanhado pelo aumento do rendimento.
Provavelmente, com o aumento da vazao a partir desta regido de minimo rendimento,
ocorre uma possivel instabilidade da emulsdo, acarretando em aumento da aglomeracgao

das particulas emulsificadas e consequente aumento no rendimento das reagdes.
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Figura 8. Rendimento de cada uma das reagdes realizadas.

2.3.1.2. Analises do Latex

O latex, composto por particulas que permanecem dispersas no sobrenadante, foi
recolhido ao final de cada reagdo, possibilitando a caracterizacdo dessas particulas
emulsificadas. Inicialmente foi determinado o teor de sélidos ainda presentes na emulsao
ao final da reacdo de polimerizagao. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 9.
O teor de solidos obtido ao final da reagdo 1, em que apenas particulas de nticleo foram
sintetizadas, ndo esta mostrado na figura, mas correspondeu a apenas 2 % (m/m) do
sobrenadante coletado. Este valor baixo era esperado, uma vez que apenas uma reagao
em suspensao foi conduzida. Sabe-se, contudo, que mesmo em reagdes conduzidas em
suspensdo, como uma pequena parte do iniciador € solivel na fase aquosa, assim como
parte pequena dos mondmeros empregados, pode também ocorrer em menor extensiao
algum grau de polimerizacdo em emulsdo, por nucleacdo homogénea (ODIAN, 2004).
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Ao analisar os demais resultados encontrados, percebe-se que houve um aumento
e uma queda no teor de so6lidos com o aumento da vazdo. Esse comportamento ¢
compativel com os encontrados por PINTO (2013), uma vez que o aumento da vazao ¢é
acompanhado por um menor tempo para o recobrimento das particulas do ntucleo,
restando maior nimero de particulas no sobrenadante ao final da reacdo. A partir de uma
dada vazdo (em torno de 0,069 L/h), observa-se uma queda no teor de solidos do
sobrenadante (queda mais pronunciada na reacdo em que foi empregada maior vazao de
alimentacdo, V=0,122 L/h), provavelmente em funcdo de uma desestabilizacdo da

emulsdo, resultando em maior aglomeragao das particulas.
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Figura 9. Teor de solidos presentes no latex ao final de cada uma das reagdes realizadas.

Ao comparar os resultados obtidos, percebe-se que hd uma correspondéncia entre
o teor de solidos presentes no sobrenadante e o rendimento final de cada reacdo. Esse
comportamento ¢ observado porque, quanto maior ¢ o teor de particulas emulsificadas,
menor € a eficiéncia no recobrimento dos nucleos, sendo menor a massa de suporte obtida
ao final da reagdo. A mesma correlacdo foi observada por PINTO (2013).

A distribuicao de tamanhos das particulas do sobrenadante também foi avaliada e
¢ apresentada na Figura 10. Pode-se perceber que o aumento da vazao foi acompanhado
por um deslocamento das curvas de distribuicao de tamanhos para didmetros maiores. Em
funcdo da possivel maior desestabilizacdo da emulsdo em vazdes mais pronunciadas, ha
maior aglomeragao das particulas emulsificadas, resultando em um aumento do didmetro
das mesmas. O diametro médio das particulas presentes no sobrenadante ao final de cada

reagdo também foi comparado e sdo mostrados na Tabela 5. E possivel notar que, assim
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como pdde ser observado na Figura 10, o didmetro médio das particulas do latex

aumentou com o aumento da vazdo, corroborando a analise realizada anteriormente.
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Figura 10. Distribuicdo de tamanhos das particulas do sobrenadante correspondente a

cada reagao.
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Tabela 5. Diametro médio das particulas presentes no sobrenadante ao final de cada

uma das reagoes realizadas.

Reagio \(Iﬁfﬁ;’ Diametro Médio (nm)
1 K 156,2 + 4,3
2 0,019 140,7 £ 0,7
3 0,032 143,7+1,7
4 0,037 1332+0,8
5 0,069 1296,3 = 140,0
6 0,076 1147,0 £ 67,2
7 0,122 5446,7 + 1909,7

! Reagdo em suspensdo para sintese dos ntcleos poliméricos.

As particulas do latex também foram avaliadas quanto a distribuicdo de massas
molares das cadeias poliméricas. Contudo, ndo foi possivel realizar tal anélise, uma vez
que as particulas ndo foram soluveis no solvente padrao empregado (THF), indicando que
as mesmas encontravam-se reticuladas, como pode ser observado na Figura 11. E
largamente discutida na literatura a utilizagdo do divinilbenzeno (um monoémero dieno,
com duas ligagdes duplas) como agente reticulante em reagdes de copolimerizagao
(ODIAN, 2004). Assim, a depender da concentragdo de DVB no meio reacional, as
cadeias poliméricas tornam-se extremamente reticuladas, ndo sendo possivel a

solubilizagdo para posterior analise cromatografica.

Figura 11. Particulas emulsificadas nao solubilizadas em THF: (A) V=0,019 L/h; (B)
V=0,032 L/h; (C) V=0,069 L/h; (D) V=0,076 L/h; (E) V=0,122 L/h.
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2.3.1.3. Temperatura de Transigdo Vitrea

As particulas com morfologia casca-nticleo também foram avaliadas quanto as
temperaturas em que ocorrem as transicdes térmicas caracteristicas. Como pode ser
observado nos graficos apresentados no Apéndice B, ndo foi possivel identificar as
temperaturas de transicao vitrea dos diferentes polimeros produzidos. Como mencionado
anteriormente, a adi¢do de concentragdes elevadas de divinilbenzeno ao meio reacional
provoca a reticulagdo das cadeias poliméricas, impossibilitando a determinacdo da
temperatura de transi¢ao vitrea (Tg). Esse resultado corrobora o estado reticulado das
cadeias, ja identificado por meio da insolubilidade das amostras do sobrenadante em THF.
Contudo, ressalta-se que BESTETI (2011) obteve valores de Tg igual a 100,9 °C para
particulas sintetizadas em condigdes reacionais semelhantes (contendo mesmo teor de
DVB no meio reacional), o que pode indicar a producdo de particulas com diferentes
graus de reticulagdo nos dois estudos. Possivelmente, variagcdes no grau de pureza dos
mondmeros, principalmente no grau de pureza do divinilbenzeno, provocaram essa

alteracdo no grau de reticulagdo das cadeias poliméricas.

2.3.1.4. Distribuicdo das Massas Molares das Particulas Casca-nucleo

Andlises para determinacdo da distribuicdo das massas molares das cadeias
poliméricas das particulas casca-nicleo também foram realizadas. Contudo, novamente
nao foi possivel solubilizar qualquer das amostras produzidas no solvente empregado
(THF). Assim, tal resultado reforga os resultados obtidos anteriormente sobre o efeito
reticulante do comondmero divinilbenzeno. Na Figura 12 € possivel observar as particulas
casca-nucleo, dispersas em THF. Algumas particulas apresentaram certo grau de
inchamento e aglomeragao, mas nao solubilizaram.

Esse resultado ressalta a elevada resisténcia quimica das particulas produzidas,
uma vez que, mesmo imersas em um solvente amplamente empregado para solubilizagdo
de materiais poliméricos, ndo apresentaram solubilidade. Além disso, refor¢a o potencial
emprego de tais particulas para a produgdo de biocatalisadores, para uso em reagdes de
sintese organica, ja que, como mostrado, € baixo o risco de haver comprometimento das

propriedades morfologicas dos suportes nesses meios reacionais.
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Figura 12. Particulas casca-nucleo nao solubilizadas em THF: (A) V=0,069 L/h; (B)
V=0,076 L/h; (C) V=0,122 L/h.

2.3.1.5. Morfologia das Particulas Casca-niucleo

A morfologia das particulas produzidas pode ser determinada a partir de analises
de microscopia Optica. As micrografias de algumas das particulas casca-nicleo
sintetizadas sdo mostradas na Figura 13. Vale destacar que para todas as Figuras o
comprimento da régua corresponde a 100 um. Apenas para a Figura F, o comprimento da
régua ¢ de 1000 um.

E possivel observar que o nicleo de PS-co-DVB apresenta morfologia esférica
com diametro de particula em torno de 100 um. As particulas casca-nucleo também
apresentam aspecto esférico com didmetros de aproximadamente 100 pm. Ao comparar
as Figura 13 D e 13 F, nota-se que a adi¢do de divinilbenzeno no sistema provocou
reducdo consideravel no grau de aglomeracgdo das particulas, uma vez que ambas foram
sintetizadas empregando as mesmas condi¢des operacionais, com vazoes de alimentagao
semelhantes, diferindo apenas em relagdao a composi¢do quimica do sistema.

Com o objetivo de obter uma anéalise mais detalhada da superficie das particulas
produzidas, andlises de microscopia eletronica também foram realizadas e sdo
apresentadas na Figura 14. E possivel observar na Figura 14 A a superficie solida e lisa
dos nucleos. Nas Figuras 14 B, 14 C e 14 F, ¢ possivel notar a superficie esférica e
irregular das particulas com morfologia casca-nucleo. A casca polimérica formada sobre
os nucleos ¢ mostrada com mais detalhe na Figura 14 D, sendo observadas as particulas
emulsificadas aglomeradas ao redor dos nucleos. Na Figura 14 E ¢ apresentado um
aglomerado polimérico, formado a partir da juncdo de diversos nucleos. Esses
aglomerados sao muito comuns em reagdes a base apenas de poliestireno (PINTO, 2013),

mas também podem ocorrer na presenga de divinilbenzeno, como mostrado na figura.
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A) (B)

(C) (D)

(E) (F)

Figura 13. Micrografias das particulas casca-nucleo produzidas a partir das diferentes
condi¢des operacionais: (A) PS-co-DVB (nucleo); (B) PS-co-DVB/PS-co-DVB (casca-
nucleo; V=0,032 L/h); (C) PS-co-DVB/PS-co-DVB (casca-ntcleo; V=0,019 L/h); (D)
PS-co-DVB/PS-co-DVB (casca-nucleo; V=0,037 L/h); (E) PS-co-DVB/PS-co-DVB
(casca-nticleo; V=0,069 L/h); (F) PS/PS (casca-nicleo a base apenas de poliestireno;
V=0,035 L/h; Fonte: PINTO, 2013).
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Figura 14. Micrografias eletronicas das particulas produzidas a partir das diferentes
condi¢des operacionais: (A) PS-co-DVB (nucleo); (B) PS-co-DVB/PS-co-DVB (casca-
nucleo; V=0,032 L/h; (C) PS-co-DVB/PS-co-DVB (casca-ntcleo; V=0,076 L/h); (D) PS-
co-DVB/PS-co-DVB (casca-nucleo; V=0,122 L/h); (E) PS-co-DVB/PS-co-DVB (casca-
nucleo; V=0,019 L/h); (F) PS-co-DVB/PS-co-DVB (casca-nucleo; V=0,069 L/h).

67



Capitulo II — Sintese dos Suportes Poliméricos

Em seguida, foram avaliadas as distribuicdes de tamanhos das particulas
produzidas. A Figura 15 apresenta o efeito do aumento da vazao sobre a distribui¢do de

tamanhos de particulas casca-nucleo.
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Figura 15. Distribuicao de tamanhos das particulas com morfologia casca-ntcleo.
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A partir da analise da Figura 15, ¢ possivel notar que, para as particulas do nucleo,
foram obtidas curvas monomodais, com didmetro de particulas em torno de 100 pm,
como ja havia sido observado nas micrografias. O aumento da vazdo aparentemente
provoca aumento tanto das particulas de maior tamanho quanto das de menor diametro.
Provavelmente, a maior instabilidade da emulsdo, causada pelo aumento da vazao,
provoca maior aglomeracdo das particulas em emulsdo, havendo um aumento de
particulas de menor diametro. Além disso, hd também um aumento da aglomeragao das
particulas produzidas, resultando em particulas com maiores diametros.

Esse resultado também pode ser observado ao analisar os didmetros médios das
particulas casca-nticleo, mostrados na Tabela 6. A queda do diametro médio com o
aumento da vazao ¢ evidenciada na Figura 16. Possivelmente essa queda ¢ decorrente da
desestabilizacdo da emulsdo e da maior aglomeracdo das particulas nanométricas

emulsificadas.

Tabela 6. Diametro médio das particulas casca-nicleo produzidas no primeiro bloco de

experimentos.
Reacio Vazdo (L/h) | Diametro Médio d50 (um)
01 -1 92,2 +1,1
05 0,019 119,7 + 6,4
02 0,032 1102+1,9
06 0,037 100,8+ 1,4
07 0,069 65,8+ 18,6
03 0,076 83,2+10,9
04 0,122 75,6+ 31,9

! Reagdo em suspensao para sintese dos nucleos poliméricos.

Por fim, as particulas foram caracterizadas quanto a area especifica, ao didametro
médio de poro e ao volume especifico de poros. Os resultados obtidos sdo apresentados
na Tabela 7. Com o objetivo de facilitar a compreensdo em relag@o a influéncia da vazao
de alimentag@o sobre cada uma das propriedades morfoldgicas mencionadas, ¢ mostrada
a Figura 17. Para estabelecer um efeito comparativo com sistemas em que apenas estireno
foi empregado, os resultados encontrados para as particulas casca-nucleo de poliestireno,

obtidos por PINTO (2013), também sdo apresentados.
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Figura 16. Influéncia da vazao no didmetro médio das particulas com morfologia casca-

nucleo.

Tabela 7. Caracteristicas morfologicas das particulas casca-ntcleo produzidas no

primeiro bloco de experimentos.

~ Area Volume Médio | Diametro Médio
~ Vazdo ,
Reagdo (L/h) Especifica de Poros de Poro

(m?/g) (cm?/g) (A)
1 -1 0,0025 -2 -2
5 0,019 21,5 0,11 210,5
2 0,032 11,2 0,07 241,1
6 0,037 13,7 0,08 2374
7 0,069 334 0,16 197,2
3 0,076 32,1 0,17 211,4
4 0,122 23,5 0,14 246,9

! Reagdo em suspensdo para sintese dos nucleos poliméricos;

2 Valores ndo puderam ser detectados pelo equipamento.

A partir da analise da Figura 17 A, ¢ possivel notar que existe uma faixa para a
vazao de alimentagdo (0,05 — 0,1 L/h) que resulta em valores maximos de area especifica.
Possivelmente a diminui¢do pronunciada da vazao proporciona um maior tempo para o
recobrimento dos nucleos (resultando em menores teores de solidos no latex, maiores
rendimentos e maiores areas especificas), comportamento observado quando a vazao de
0,019 L/h foi empregada. Contudo, também provoca, aparentemente, maior estabilizagao
das particulas emulsificadas, resultando em menores recobrimentos do nucleo e

originando suportes com menores areas especificas (0,032 — 0,037 L/h). Além disso,
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como mencionado anteriormente, o aumento expressivo da vazdo provoca maior
desestabilizacdo da emulsdo, causando maior aglomeragdo das particulas (tanto das
casca-nucleo quanto das emulsificadas) e uma queda na éarea especifica. Ao analisar os
resultados obtidos por PINTO (2013), percebe-se que um comportamento semelhante foi
obtido para reacdes a base de estireno. Contudo, a faixa de vazao que resulta em particulas
com areas especificas mais pronunciadas foi deslocada para vazdes menores. Além disso,
a redugdo dos valores das areas especificas obtidas ¢ evidenciada. Dessa forma, percebe-
se que a adi¢do de divinilbenzeno ao sistema altera os valores absolutos de area especifica
e as faixas 6timas de vazao. No entanto, o comportamento qualitativo do sistema foi
mantido, independentemente da composi¢do quimica.

Resultados que corroboram tal analise sdo mostrados nas Figuras 17 Be 17 C. A
mesma faixa 6tima de vazao que possibilitou a obten¢do de suportes com areas especificas
pronunciadas também resultou em particulas com menores diametros de poro e maiores
volumes especificos de poro, em fun¢do do maior recobrimento dos niicleos poliméricos.
No entanto, a diminui¢ao da vazao, assim como seu aumento pronunciado, possivelmente
resulta em emulsdes mais estaveis e maior aglomeragao das particulas, respectivamente,
provocando a diminui¢ao do volume especifico de poros € 0 aumento no didmetro médio
de poros. Comportamentos semelhantes foram observados para particulas a base de
poliestireno. Vale ressaltar que o leve aumento observado para a area especifica foi
acompanhado por um leve aumento no volume especifico de poros ¢ a diminui¢do no
diametro médio de poros, possivelmente em decorréncia do maior tempo para o
recobrimento das particulas (Reacdo 5; V=0,019 L/h).

A relagdo existente entre cada uma das diferentes propriedades morfologicas das
particulas casca-nucleo é mostrada na Figura 18. E possivel notar uma linearidade entre
a area especifica dos suportes produzidos e o volume especifico de poros. Como mostrado
detalhadamente no estudo realizado por PINTO (2013), esse comportamento ¢ observado
principalmente porque o aumento da area especifica das particulas estd associado ao
aumento de particulas depositadas sobre o nucleo polimérico € ndo a morfologia das
particulas emulsificadas. Dessa forma, os novos resultados corroboram a analise
desenvolvida por PINTO (2013). Além disso, nota-se também que a diminui¢do do
diametro médio de poro ¢ acompanha pelo aumento de area especifica das particulas,
resultado também observado por PINTO (2013) e que também ¢ resultado do aumento

das particulas emulsificadas e depositadas sobre o nucleo.
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Figura 17. Influéncia da vazao de alimentacdo nas seguintes propriedades morfologicas
das particulas casca-ntcleo: (A) area especifica; (B) volume especifico de poros; (C)
diametro médio de poro. Todos os resultados correspondentes as particulas de PS/PS foram

extraidos de (PINTO, 2013).
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Figura 18. Relagdo existente entre as propriedades morfologicas dos suportes: (A) area

especifica e volume especifico de poros; (B) area especifica e didmetro médio de poro.

BESTETI (2011) observou que poderia haver uma relacao entre o diametro médio

de poros das particulas casca-nticleo e o diametro médio das particulas emulsificadas. No

entanto, PINTO (2013) ndo observou a correlacdo entre essas propriedades para particulas

de poliestireno. Assim, um estudo semelhante foi realizado para as particulas produzidas

no presente estudo. Como pode ser observado na Figura 19, aparentemente nao ha uma

correlagdo entre ambas as propriedades, corroborando os resultados obtidos por PINTO

(2013).
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Figura 19. Relagdo existente entre o diametro médio de poro e o didmetro médio das

particulas emulsificadas.
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2.3.1.6. Resisténcia Mecanica das Particulas Produzidas

O objetivo principal do presente trabalho ¢ o desenvolvimento de biocatalisadores;
assim, a avaliacdo da estabilidade mecanica dos suportes poliméricos ¢ fundamental, uma
vez que a vantagem principal da imobilizagdo enzimatica ¢ justamente a possibilidade de
reutilizar os biocatalisadores em diferentes ciclos. Dessa forma, como ndo ha uma analise
definida para avaliar as particulas com morfologia casca-ntcleo, estabeleceu-se uma
metodologia para tal fim. Para isso, os diferentes suportes poliméricos foram submetidos
a diferentes tensdes de cisalhamento e as distribui¢des de tamanhos das particulas obtidas
ao longo desse periodo de agitacao foram analisadas, assim como os didmetros médios
correspondentes. Particulas de poliestireno também foram avaliadas, buscando-se avaliar
se a adi¢do de divinilbenzeno ao sistema provocava aumento na resisténcia mecanica das
particulas.

Inicialmente apenas os nucleos poliméricos foram avaliados (Reagdo 1 (P(S-co-
DVB)); Reacdo R2 (PS; produzida por PINTO, 2013)). Os resultados obtidos sdo
apresentados a seguir. Ao analisar as Figura 20, 21 e 22, ¢ possivel perceber que tanto as
particulas de poliestireno quanto as particulas do copolimero de poli(estireno-co-
divinilbenzeno) ndo apresentaram modificacdo na distribui¢cdo de tamanhos ao longo do
tempo, mantendo didmetro médio em torno de 100 pum. Apenas para as particulas de
poliestireno, quando uma velocidade de agitagdao de 800 rpm foi imposta ao sistema,
houve um leve deslocamento das curvas de distribui¢do para didmetros menores, em
decorréncia provavelmente da quebra de algumas particulas. Dessa forma, ¢ possivel
afirmar que os nucleos sdo mecanicamente resistentes e que a adi¢ao de DVB reforca a
resisténcia mecanica dos nicleos poliméricos.

Os diametros médios (d50) das particulas também foram avaliados. Na Figura 23
os diferentes valores obtidos para as diferentes amostras analisadas sdo mostrados. Pode-
se perceber que os diametros médios das particulas a base de PS-co-DVB sao
estatisticamente iguais. No entanto, ao analisar as particulas de poliestireno, nota-se um
decréscimo do didmetro médio dos suportes ao longo do periodo de agitagdo,
principalmente para valores de agitagdo de 800 rpm. A Figura 23 evidencia a importancia

da adi¢cdo de DVB como aditivo de reforco da resisténcia mecanica dos ntucleos.
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Figura 20. Distribui¢ao de tamanhos de particula empregando-se uma velocidade de

agitacdo de 200 rpm: (A) PS-co-DVB; (B) PS.
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Figura 21. Distribui¢do de tamanhos de particula empregando-se uma velocidade de
agitacdo igual a 400 rpm: (A) PS-co-DVB; (B) PS.
75



Capitulo II — Sintese dos Suportes Poliméricos

S t=0 ' =0
g .- " ¥ ; T D T E R | T T—
% Lgih $*  t=Ih
5 3
2 i
S s L $* t=2h
N N
R S
ComELY gi t=3h
N , 2] : TRBITLLS B 1R SR
$° t=6h 2! t=6h
g =
' Tamanho (um) . ' ' | Tamamho (um)
A) (B)

Figura 22. Distribui¢do de tamanhos de particula empregando-se uma velocidade de

agitacdo igual a 800 rpm: (A) PS-co-DVB; (B) PS.
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Figura 23. Comparacado entre os diametros médios dos nucleos poliméricos: (A) PS-co-

DVB; (B) PS.

Para avaliar as particulas com morfologia casca-nucleo, foram selecionados

suportes que apresentassem areas especificas semelhantes, de forma a garantir que o grau
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de recobrimento das particulas fosse similar. Assim, para tal andlise foram selecionados
o suporte P(S-co-DVB/P(S-co-DVB) (Reacdo 2; Aesp = 11,2 m?%/g) e o suportes PS/PS
produzidos por PINTO (2013) (Reacdo R3; Aesp=16,5 m%/g).

Sao apresentados, em seguida, os resultados encontrados quando as particulas com
morfologia casca-ntcleo foram avaliadas. Ao observar a Figura 24, em que uma menor
velocidade de agitacdo foi imposta ao sistema, nota-se que ao longo do tempo ha um
aumento de particulas de menor diametro tanto para as particulas de poliestireno quanto
para o copolimero de estireno e divinilbenzeno. No entanto, apenas analisando a figura
nao ¢ possivel identificar em que grupo esta diminuicdo ¢ mais significativa. Vale
mencionar que a heterogeneidade das particulas de PS/PS ja havia sido descrita por
PINTO (2013) e dificulta a realizagdo de uma analise mais precisa. A despeito disso, €

importante ressaltar que a mudanca da distribui¢ao de tamanhos de particula nao foi muito

pronunciada.
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Figura 24. Distribui¢do de tamanhos de particula empregando-se uma velocidade de

agitacdo igual a 200 rpm: (A) PS-co-DVB/PS-co-DVB; (B) PS/PS.
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Nas Figuras 25 e 26 pode-se observar o comportamento das curvas de distribui¢ao
quando maiores velocidades de agitacio sdo empregadas. E possivel notar que para as
particulas de poliestireno ha um alargamento das curvas de distribui¢do de tamanhos e
um deslocamento dessas curvas para didmetros menores ao longo de todo o tempo de
analise. No entanto, para as particulas de poli(estireno-co-divinilbenzeno), o diametro
caracteristico em torno de 100 um ¢ mantido. Contudo, ao longo do periodo de analise,
ocorre o aparecimento de uma curva correspondente a didmetros menores, que se torna
mais intensa nos instantes finais da analise. O aumento de particulas de menor didmetro
¢ resultado da provavel quebra das particulas, quando expostas a elevadas tensdes de
cisalhamento Vale ressaltar que apenas com essas analises nao foi possivel afirmar que a
adi¢do de divinilbenzeno provoca um aumento pronunciado da resisténcia mecanicas das

particulas casca-nucleo.
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Figura 25. Distribui¢do de tamanhos de particula empregando-se uma velocidade de

agitacdo igual a 400 rpm: (A) PS-co-DVB/PS-co-DVB; (B) PS/PS.

78



Capitulo II — Sintese dos Suportes Poliméricos

£ =0 S0
E E
E %y
€ t=1n ‘?. t=1h
. 2
s . = :
g+ t2h 2i t=2h
i 5
2 £
o [
€5 t3n S0 t=3h
£ 2 F
£ t6h s ey
5 £
e =
'Tamanho (um) e Hg Tamall'l]m(j.lm)”
(A) (B)

Figura 26. Distribuicao de tamanhos de particula empregando-se uma velocidade de

agitacdo igual a 800 rpm: (A) PS-co-DVB/PS-co-DVB; (B) PS/PS.

Os didmetros médios (d50) dos suportes também foram avaliados. E possivel
observar, na Figura 27, a queda do didametro médio das particulas casca-nticleo ao longo
do tempo de andlise. Parece ser possivel afirmar que a adi¢ao de divinilbenzeno ao meio
reacional provoca um aumento da resisténcia mecanica das particulas (PS-co-DVB: ha
uma diminui¢do do didmetro médio de 115 um no inicio da andlise para 95 um, apos as
6 horas, a 200 rpm; PS/PS: ocorre uma diminui¢ao do diametro médio das particulas de
aproximadamente 300 pm para 100 pm, a 200 rpm). A 800 rpm, o tamanho médio das
particulas de PS, apesar de maiores no inicio, ao final da analise torna-se menor que o
diametro médio encontrado para as particulas a base de DVB, refor¢ando o papel desse

comondmero no refor¢o na resisténcia mecanica das particulas casca-nucleo.
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Figura 27. Comparagao entre os didmetros médios das particulas com morfologia casca-

nucleo: (A) PS-co-DVB/PS-co-DVB; (B) PS/PS.

2.3.2.  Comparacdao das Propriedades Morfologicas das Particulas do

Nucleo, das Nanoparticulas da Casca e das Particulas Casca-niicleo

Com base nos resultados encontrados no primeiro bloco de experimentos, um
segundo grupo de reagdes foi realizado com o objetivo de comparar as propriedades
morfoldgicas das particulas que compdem os nucleos poliméricos, das nanoparticulas
formadoras da casca e das particulas casca-nicleo propriamente ditas em um sistema de
referéncia. Tais particulas foram empregadas no processo de imobilizagdo enzimaética e o
desempenho de cada uma na sintese de biocatalisadores foi avaliado (os resultados serao
apresentados no Capitulo III). Assim, empregando os novos lotes de mondmeros,
descritos na secdo de Materiais, foram produzidas particulas apenas do ntcleo (Reagdo
12), apenas nanoparticulas (Reacdo 14) e particulas casca-nucleo (Reagdo 13),
empregando-se as condi¢des operacionais que resultaram nas particulas com areas
especificas e porosidades mais expressivas do primeiro bloco de reagdes (Reacdo 5;
V=0,069 L/h), apresentado na Se¢do 2.3.1. Os experimentos propostos neste segundo

grupo de reagdes sao mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8. Condigdes operacionais de cada uma das diferentes reagdes realizadas no

segundo bloco de experimentos.

Condigao Operacional

Vazdo de Alimentagdo
Reacdo Legenda
Real (L/h)
12 Nucleo -!
13 Casca-nucleo 0,069 + 0,006
14 Nanoparticulas 0,074 + 0,006

' Foi conduzida uma reacdo em suspensao para formacgao dos nucleos poliméricos.

2.3.2.1. Amnalise Cinética e Rendimento

A anélise cinética das diferentes rea¢des realizadas ¢ mostrada na Figura 28. E
possivel notar a conversdo elevada dos nucleos poliméricos em tempos relativamente
curtos, comprovando os resultados obtidos anteriormente. O nicleo polimérico obtido no
bloco anterior apresentou conversdes um pouco mais baixas, quando comparado aos
resultados obtidos neste segundo bloco, possivelmente em fungdo da presenga de
resquicios de inibidores ainda presentes no meio monomérico. A cinética de
polimerizagcdo em emulsao foi um pouco mais lenta, quando comparada com os resultados
encontrados para as demais reacdes de polimerizacao.

Na Figura 29 ¢ possivel observar o rendimento das reagdes realizadas. Nota-se
que os diferentes experimentos apresentaram rendimentos semelhantes e elevados, acima
de 70 %. O menor valor encontrado (74 %) correspondeu a reagdo em emulsdo. E
importante mencionar que o produto dessa reacdo 14 foi submetido ao processo de
liofilizagdo para secagem das particulas. Mas, ainda assim, provavelmente, em funcdo do
tamanho reduzido das particulas, houve um aumento na perda de material, resultando em

uma queda no rendimento da reagao.
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Figura 28. Andlise cinética das reacdes realizadas no segundo bloco de experimentos.
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Figura 29. Rendimento das reagdes executadas no segundo bloco de experimentos.

2.3.2.2. Analises do Latex

O teor de solidos relativo a cada uma das reagdes ¢ mostrado na Figura 30. O
menor teor de solidos foi encontrado quando apenas uma reacdo em suspensdo foi
conduzida, resultado ja esperado. A reacdo correspondente a sintese das nanoparticulas
apresentou elevado teor de s6lidos, resultado também ja esperado, uma vez que nao houve
nenhum processo de captura de tais particulas. A reagdo em que ambos 0s processos
foram conduzidos simultaneamente resultou em um valor de teor de soélidos

intermedidrio, uma vez que parte das particulas geradas no processo em emulsao foi
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capturada pelo nucleo adesivo, havendo redugdo do material polimérico no sobrenadante

ao final da reagao.

(98]
[e)

[\
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Teor de Soélidos (%)

Nucleo Casca-nucleo Nanoparticulas

Figura 30. Teor de sélidos presentes no latex ao final das reacdes do segundo bloco de

experimentos.

E importante mencionar que uma vez mais as particulas do sobrenadante nio
foram solubilizadas no solvente utilizado, THF. Apesar da mudanca nos fornecedores
dos mondémeros empregados, todas as caracteristicas das particulas do latex foram
mantidas.

A distribuicao de tamanhos das particulas presentes no sobrenadante ao final de
cada reagdo ¢ mostrada na Figura 31, enquanto o didmetro médio é apresentado na Tabela
9. A partir da analise dos resultados obtidos, nota-se que a rea¢ao correspondente a sintese
do nucleo resultou em particulas emulsificadas com diametros maiores, a0 comparar com
as particulas encontradas no bloco anterior, em funcdo provavelmente de alguma
alteracdo no meio racional provocada pela mudanga de pureza dos reagentes. A reagdo
em emulsdo, conduzida para geracdo apenas das nanoparticulas formadoras da casca
polimérica, resultou em particulas com os menores didmetros e com distribuicdo de
tamanhos monomodal. O didmetro médio obtido para as particulas deste sistema (73 nm)
¢ condizente com valores caracteristicos reportados na literatura (50 - 300 nm) para

processos em emulsao classica (QIU et al., 2001).
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Figura 31. Distribui¢do de tamanhos das particulas presentes no latex ao final de cada

reacdo do segundo bloco de experimentos.

Tabela 9. Diametro médio das particulas do sobrenadante das reagdes conduzidas no

segundo bloco de experimentos.

Diametro Médio
Reagdo Legenda
(nm)
12 Nucleo 199,0 + 13,1
13 Casca-nucleo 3494 £ 63,9
14 Nanoparticulas 73,4+ 0,4

2.3.2.3. Distribuicdo das Massas Molares das Particulas Casca-nucleo

Anadlises para determinacao da distribui¢do das massas molares das cadeias

poliméricas também foram realizadas. Contudo, nenhuma das amostras produzidas foi

soluvel em THF, corroborando os resultados ja obtidos e refor¢ando a acdo reticulante do

componente divinilbenzeno, j& mencionada anteriormente.
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2.3.2.4. Morfologia das Particulas Produzidas

A morfologia das diferentes particulas produzidas neste segundo bloco de
experimentos pode ser observada na Figura 32. E possivel notar novamente a estrutura
esférica dos nucleos poliméricos nas Figuras 32 A e 32 B. Nas Figuras 32 C e 32 D,
observam-se as particulas com morfologia casca-nucleo, apresentando uma morfologia
também esférica e um carater mais opaco, em funcao do recobrimento da superficie pelas
particulas emulsificadas. Ao analisar a Figura 32 E, correspondente as nanoparticulas
produzidas, nota-se a presenca de lascas de material, provavelmente residuos de filmes
poliméricos resultantes de possiveis aglomerag¢des das nanoparticulas durante o processo
de reacdo ou secagem. As nanoparticulas sintetizadas podem ser observadas na Figura 32
F. Em fun¢do da resolucdo do microscépio utilizado, as nanoparticulas produzidas nao
puderam ser observadas com mais detalhe.

Na Figura 33 sdo mostradas as distribui¢des de tamanhos das particulas
produzidas. A reagao conduzida em suspensdo e emulsao simultaneas resultou na sintese
de particulas com distribuicao de tamanhos mais larga e um aumento de particulas de
menor didmetro, quando comparada as particulas do nucleo, em decorréncia da
simultanea condugdo do processo em emulsdo. Contudo, observou-se também uma larga
distribuicao de tamanhos para particulas obtidas por meio da reagcdo conduzida apenas em
emulsdo. Os elevados didmetros encontrados para este sistema sao resultado da formagao
de aglomerados poliméricos durante o processo de secagem deste material, ndo tendo
relevancia pratica para o presente estudo. As particulas produzidas em escala nanométrica
nao foram identificadas em decorréncia dos limites de deteccao do equipamento.

O diametro médio (d50) de cada uma das particulas sintetizadas ¢ mostrado na
Figura 34. Nota-se novamente que o maior didmetro médio encontrado corresponde a
reagdo conduzida apenas em emulsdo, em fungdo da presenga dos aglomerados sélidos ja

descritos.
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(E) (¥

Figura 32. Micrografias opticas e eletronicas, respectivamente, das particulas produzidas

no segundo bloco de experimentos: (A) e (B) nucleos de PS-co-DVB; (C) e (D) casca-
nucleo de PS-co-DVB/ PS-co-DVB; (E) e (F) nanoparticulas de PS-co-DVB.
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Figura 33. Distribuicao de tamanhos das particulas casca-nucleo produzidas no

segundo bloco de experimentos.
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Figura 34. Diametro médio das particulas produzidas no segundo bloco de

experimentos.

Na Tabela 10 sdo mostradas as propriedades morfologicas das particulas

sintetizadas.
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Tabela 10. Propriedades morfologicas das particulas obtidas no segundo bloco de

experimentos.
Area EZOJEE :0 Diametro
Reagdo Legenda Especifica P Médio
(m?/g) de Poros 1 4 poro (A)
(cm’/g)

12 Nucleo -! -! -!
13 Casca-nucleo 43,43 0,231 212,88
14 Nanoparticulas 112,95 0,377 128,04

! Valores ndo foram ser detectados pelo equipamento.

Ao observar os resultados obtidos, percebe-se que a area especifica e a porosidade
dos nucleos poliméricos ndo puderam ser determinadas, em fun¢do do baixo valor
apresentado, inferior ao limite minimo de deteccdo do equipamento. As particulas casca-
nucleo produzidas neste grupo de reagdes apresentaram area especifica e porosidade
superiores as encontradas para as particulas do primeiro bloco de experimentos, usadas
como referéncia (Reagao 5; V=0,069 L/h), provavelmente em fun¢do da maior pureza dos
mondmeros utilizados. As nanoparticulas apresentaram area especifica expressiva, o que
j& era esperado em funcdo do didmetro de particula reduzido desses materiais. A
porosidade e didmetro de poro detectados para esses materiais submicrométricos estao
certamente associados a possiveis efeitos de condensagdo capilar nos intersticios das
nanoparticulas produzidas em emulsao.

Dessa forma, a partir de processos diferentes de polimerizacdo, foi possivel
sintetizar particulas com morfologias distintas. O desempenho de cada particula na sintese

de biocatalisadores foi avaliado e os resultados serdo apresentados no Capitulo I11.

2.3.3.  Diferentes Estratégias para Aumento da Area Especifica e

Porosidade das Particulas Casca-nucleo

A partir dos resultados obtidos nos grupos de experimentos anteriores e
objetivando sintetizar particulas com area especifica e porosidade mais pronunciadas, um
terceiro bloco de experimentos foi proposto, alterando algumas variaveis operacionais
das reacdes anteriores. A vazao definida como 6tima no primeiro bloco de reacdes (Se¢do

2.3.1) foi mantida nos experimentos apresentados nesta secdo. A Reacdo 15 foi conduzida
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de forma a avaliar a reprodutibilidade dos resultados obtidos na Reagao 11. Vale salientar
que nas Reagdes 15 e 16 foram utilizados novos lotes de reagentes. Na Tabela 11 sdo
apresentados os experimentos propostos e as vazdes de alimentag¢do correspondentes,

uma vez que esta variavel deve ser ajustada ao longo dos experimentos.

Tabela 11. Reagdes realizadas no terceiro bloco de experimentos.

Condigdo Operacional

~ Vazio de Alimentagdo
Reacdo Legenda Real (L/h)
8 Menor Conversao (1 h) 0,071 + 0,006
9 Menor Teor de DVB (5%) 0,066 + 0,006
10 Alimentagao de Miniemulsdo 0,064 = 0,006
11 Menor Conversao (0,67 h) 0,063 + 0,006
15 Menor Conveirsao (0,67 h) 0,068 + 0,006
- Duplicata
Menor Conversao (0,67 h) e Maior
16 Teor de DVB 0,066 £+ 0,006

Com base na analise cinética mostrada anteriormente, percebeu-se que na etapa
de alimentagdo da emulsdo a conversdo dos nucleos poliméricos de PS-co-DVB
apresentava valores elevados, em torno de 90 %. Dessa forma, questionou-se se o
processo de captura das particulas emulsificadas estaria sendo realizado de forma
eficiente, uma vez que o nucleo ja apresentaria um carater bastante rigido. Duas reacdes
foram entdo propostas: as Reagdes 8 e 11, em que a emulsdo foi alimentada em instantes
mais curtos da polimerizacdo em suspensao.

Outra questao que surgiu ao longo do trabalho esta relacionada a necessidade de
empregar concentracdes elevadas de divinilbenzeno (reagente de elevado custo) para
obtencao de particulas com éreas especificas pronunciadas, como proposto por BESTETI
(2011). Assim, outro experimento foi conduzido, utilizando menor concentragao de DVB,
de apenas 5% m/m em relacdo a massa monomeérica total. Foi realizada também uma
reagdo buscando-se combinar duas variaveis que poderiam aumentar a area especifica das
particulas. Para isso, aumentou-se o teor de DVB no meio (40 % m/m de DVB em relacao
a massa monomeérica total) e reduziu-se o tempo da polimerizagdo em suspensao (0,67
h).

Por fim, a partir da anélise de diferentes estudos descritos na literatura, percebeu-

se que em nenhum trabalho anterior uma miniemulsao havia sido adicionada ao sistema.

&9



Capitulo II — Sintese dos Suportes Poliméricos

Dessa forma, uma reacgao foi realizada, alimentando-se uma miniemulsdo (composta por
todos os componentes da emulsdo processados em um homogeneizador de alta pressao)
ao sistema de polimerizagao durante a etapa de emulsao alimentada.

E importante ressaltar que a reagdo utilizada como referéncia foi a Reagdo 5
(V=0,069 L/h), que resultou nos suportes com maiores area especifica e porosidade no

primeiro bloco de experimentos.

2.3.3.1. Analise Cinética e Rendimento

A velocidade de polimeriza¢ao de cada uma das reacdes foi determinada e pode
ser observada na Figura 35. Os resultados cinéticos obtidos para a reagdo correspondente
a sintese do nucleo e para a reagdo na qual a vazio de alimentagdo igual a 0,069 L/h foi
empregada, utilizada como reagdo de referéncia, foram também apresentados para
facilitar a comparagdo com as demais reagdes propostas.

Inicialmente, ¢ possivel notar que, apesar da alimentacdo dos componentes da
emulsdo na Reacdo 8 ter sido iniciada em instantes mais curtos, o ultimo ponto de
amostragem da suspensdo (60 min) apresentava uma conversao proxima a 100 %. Assim,
a menor conversao almejada ndo foi alcancada. J4 na Reagdo 11, o inicio da alimentagdo
foi iniciado quando o ntcleo apresentava uma conversao de apenas 25% (tempo de reag@o
igual a 40 min), o que poderia provocar uma maior cobertura das particulas emulsificadas
ao redor dos mesmos. A reacdo em que a miniemulsdo foi alimentada ndo pareceu
apresentar alteracdes no comportamento cinético. A adicdo de menor teor de
divinilbenzeno ao meio reacional também ndo provocou alteragdo significativa na
velocidade de polimerizagdo. E possivel notar também que a adi¢io de maior teor de DVB
provocou um pequeno aumento nos valores das conversdes obtidas. Vale ressaltar que
esta andlise ¢ muito sensivel a problemas de amostragem, o que justifica a presenca de
alguns outliers em algumas cinéticas de reacao.

O rendimento correspondente a cada uma das reagdes realizadas ¢ mostrado na
Figura 36. E possivel observar que, apesar das diferentes modificacdes realizadas no
sistema de polimerizacdo, os rendimentos obtidos para cada uma das reagdes foram
semelhantes. Apenas as reagdes em que a alimentagdo da emulsdo foi iniciada em
instantes de mais baixa conversdao do nucleo (0,67 h) apresentaram rendimentos mais

pronunciados, provavelmente em fun¢do de uma captura mais efetiva das particulas
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emulsificadas (a0 comparar os rendimentos correspondentes a cada uma das duplicatas,
percebe-se a boa reprodutibilidade dos resultados). Aparentemente, o maior teor de DVB
no meio reacional resultou em emulsdes mais estaveis, inibindo o recobrimento dos
nucleos, ou em particulas menores, havendo maiores perdas no processo de lavagem e

secagem, resultando em uma redugao no rendimento da reacao.
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Figura 35. Andlise cinética das diferentes reacdes realizadas no terceiro bloco de

experimentos.
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Figura 36. Rendimento das diferentes reacdes realizadas.
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2.3.3.2. Analises do Latex

O latex presente ao final de cada reacdo também foi recolhido, para avaliar as
caracteristicas das particulas emulsificadas. O sobrenadante referente a Reagdo 11 ndo
pode ser analisado em fun¢do de problemas operacionais. Os teores de solidos de cada
um dos sobrenadantes sdo mostrados na Figura 37. E possivel perceber que duas fases
foram formadas quando uma miniemulsdao foi alimentada: uma fase I, contendo
baixissimo teor de sélidos; e uma fase II, apresentado maior teor de so6lidos e erro
experimental expressivo, provavelmente em decorréncia da heterogeneidade significativa
da amostra. A Reacao 8 (Menor Conversao (1 h)) apresentou teor de sélidos préximo ao
valor encontrado para a amostra de referéncia (V=0,069 L/h). Além disso, aparentemente
a diminui¢do no teor de DVB provocou o aumento no teor particulas emulsificadas ao
final da reagao.

A reagdo em que a alimentacdo da emulsdo ocorreu ap6s 40 min do inicio da
suspensao (Reacdo 11) resultou em baixo teor de solidos, possivelmente em decorréncia
de maior recobrimento dos nucleos. Contudo, sob as mesmas condi¢des de reacao, mas
aumentando-se o teor de DVB (Reagdo 16), percebeu-se o aumento no teor de s6lidos no
sobrenadante. E provavel que a maior adi¢do de DVB ao meio reacional provoque a
formacdo de maior quantidade de particulas mais estaveis e menores, em funcao da mais
alta velocidade de reacdo e de mecanismos de reticulagdo mais pronunciados, que

permanecem dispersas no latex ao final da reacao.

40 -
~ 36 -
S 3
é’ 28 T
= 24
wn 20
< 16 —
§ 12
= 8
4
0 r r r r r )
Menor Menor teor de Alim. de Alim. de Menor ConversaoMenor Conversao
Conversdo (1h)  DVB (5%) Miniemulsdo I Miniemulsdo II (0,67 h) (0,67 h) e Maior
teor de DVB

Figura 37. Teor de solidos dos sobrenadantes de cada uma das reacdes realizadas.
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Vale ressaltar que os sobrenadantes também foram avaliados quanto a distribuigao
de massas molares das particulas do latex. Contudo, corroborando os resultados ja obtidos
anteriormente, nenhuma amostra foi solubilizada no solvente padrdao, THF. Como ja
explicado, isso se deve a reticulagdo promovida pelo DVB.

A distribuicdo de tamanhos das particulas emulsificadas presentes no
sobrenadante ao final de cada reacdo também foi determinada e ¢ apresentada na Figura
38. Pode-se perceber que a maior parte das estratégias adotadas resultou em aumento do
diametro das particulas do sobrenadante, em fung¢ao de maior aglomeracao das particulas.
O menor teor de DVB no meio reacional resultou em uma distribui¢do de tamanhos de
particula proxima do perfil obtido por PINTO (2013), em que apenas particulas de PS
foram produzidas. J4 a reacdo em que uma miniemulsdo foi alimentada, a fase I
(correspondente a fase na qual praticamente nao foi detectado teor de s6lidos) apresentou
poucas particulas de maior diametro dispersas, enquanto a fase II apresentou particulas
com didmetros tdo pronunciados que ndo puderam ser detectados pelo equipamento
utilizado. Nota-se também que a alimenta¢do da emulsdo com menor tempo de reagdo em
suspensao (0,67 h) gerou particulas emulsificadas com diametros pronunciados. Além
disso, a maior adi¢ao de divinilbenzeno no meio reacional combinada a menor duragao
da suspensdo também provocou um aumento expressivo de particulas de maior didmetro.
Apenas a reagdo em que houve reducao na duragio da etapa em suspensao (1 h) resultou
em distribuicdes de tamanhos de particula deslocadas para didmetros maiores e também
menores (quando comparada a Reacao de Referéncia, V=0,069 L/h), possivelmente em
decorréncia de uma menor aglomeragdo das particulas emulsificadas.

Os resultados encontrados na Figura 38 sdo reforgados quando se analisam os
diametros médios das particulas do sobrenadante, mostrados na Tabela 12. O valor do
diametro médio detectado para a fase II, quando uma miniemulsdo foi alimentada,
comprova que as particulas obtidas encontram-se em uma faixa de didmetros acima do
valor méximo detectado pelo equipamento. O didmetro médio determinado pela analise
foi de 24 pm, enquanto o limite maximo do equipamento ¢ de apenas 10um, confirmando

a total imprecisao no valor obtido.
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Tabela 12. Diametro médio das particulas dos sobrenadantes do terceiro bloco de

reagoes.
~ Diametro Médio
Reacdo Legenda (nm)
8 Menor Conversao (1 h) 3432+ 78,8
9 Menor Teor de DVB (5%) 263,3+8,2

Alimentagdo de

101 Miniemulsio I 2114,7+995.4
1011 Alimentagdo de 24600 £ 21357.9
- Miniemulsdo II
15 Menor Conversdo (0,67 h) 3803,7 £842,0
Menor Conversao (0,67 h) e
16 Maior Teor de DVB 3581,0+1938,1

2.3.3.3. Distribuicdo das Massas Molares das Particulas Casca-nucleo

As particulas casca-nicleo também foram avaliadas quanto a distribui¢do das
massas molares das cadeias poliméricas. Contudo, nenhuma amostra foi solubilizada em
THF, corroborando os resultados ja4 obtidos para as particulas do sobrenadante e os
encontrados anteriormente no primeiro e segundo blocos de experimentos. Novamente,
as cadeias poliméricas encontram-se reticuladas, incluindo as que foram obtidas a partir

da reagdo em que apenas 5 % de divinilbenzeno foi adicionado.

2.3.3.4. Morfologia das Particulas Casca-niucleo

A morfologia das particulas produzidas a partir da Reag¢do 11 (Menor Conversao
(0,67 h)) e Reagao 16 (Menor Conversao (0,67 h) e Maior Teor de DVB) sao mostradas
na Figura 39. E possivel notar nas Figura 39 A e 39 B novamente a morfologia esférica
das particulas casca-nucleo e o carater opaco da superficie, em decorréncia do
recobrimento pelas particulas geradas na emulsdo. Nas Figuras 39 C e 39 D sdo mostrados
alguns aglomerados formados em algumas das reagdes de polimerizagdo. A morfologia
do suporte comercial Accurel (suporte a base de polipropileno) ¢ mostrada na Figura 39
E para fins comparativos, uma vez que este suporte ¢ largamente empregado no processo
de imobilizacdo enzimadtica. A enzima imobilizada comercial, Novozym 435, também ¢

apresentada para fins ilustrativos, na Figura 39 F.
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(E) (F)
Figura 39. Micrografias das particulas casca-nucleo produzidas no terceiro bloco de
experimentos e dos materiais comerciais: (A) MO das particulas da Reagao 11 (Menor
Conversao (0,67 h)); (B) MEV das particulas da Reagdo 11 (Menor Conversao (0,67 h));
(C) MO das particulas da Reagdo 16; (D) MEV das particulas da Reacao 16; (E) MEV

do suporte comercial Accurel; (F) MEV do biocatalisador comercial Novozym 435.
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A distribui¢do de tamanhos das particulas casca-nucleo do terceiro bloco de
experimentos também foi determinada e é mostrada na Figura 40. E possivel observar
que a reagdo em que etapa da suspensao foi conduzida por 1 h resultou em particulas com
a mesma distribui¢do de tamanhos da reagdo de referéncia (V=0,069 L/h). No entanto,
nota-se para as reagdes em que a suspensao foi conduzida por um periodo ainda mais
reduzido (0,67 h), que a distribui¢do de tamanhos de particula tornou-se mais larga, com
menor quantidade de particulas de menor didmetro. Provavelmente sob essas condigdes
ocorreu um recobrimento mais eficiente do nucleo (mais adesivo), diminuindo o grau de
aglomeragdo das proprias particulas emulsificadas. A maior adi¢do de divinilbenzeno ao
meio provocou maior alargamento das curvas de distribui¢do e aumento pronunciado da
quantidade de particulas de menor diametro, decorrentes ou de uma maior produgdo de
particulas com menor diametro ou em fungdo da menor eficiéncia de recobrimento, por
conta da rapida velocidade de reagdo e reticulacao das particulas emulsificadas. Esse
efeito do DVB no meio reacional também pode explicar a menor quantidade de particulas
de menor didmetro observadas na reacdo em que menor teor de DVB foi empregado.

Ao observar as particulas produzidas a partir da reacdo em que foi feita a
alimentacdo de uma miniemulsdo, percebe-se o aumento pronunciado de particulas de
menor didmetro, possivelmente em fun¢do da maior estabilidade da emulsdo e menor grau
de aglomera¢do das particulas emulsificadas ao nucleo. Esse resultado pode ser
considerado inadequado para fins de preparacdo do suporte e reforga a ideia de formar a
emulsdo in-situ. Portanto, parece conveniente que a fase que forma a casca seja tao
instavel quanto possivel, para permitir a aglomeragdo controlada sem formacgdo de
coagulo.

Contudo, ao analisar apenas o diametro médio dos suportes produzidos, nao foi
possivel fazer qualquer distincdo entre as diferentes particulas produzidas, como

mostrado na Figura 41.
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Figura 40. Distribui¢dao de tamanhos das particulas casca-nucleo produzidas no terceiro

bloco de experimentos.
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Figura 41. Diametro médio das particulas casca-nucleo produzidas no terceiro bloco de

experimentos.

As caracteristicas morfologicas de cada um dos diferentes suportes produzidos

foram avaliadas (&rea especifica, volume especifico de poros e diametro médio de poros)

e sdo apresentadas na Tabela 13.

terceiro bloco de experimentos.

Tabela 13. Caracteristicas morfoldgicas das particulas casca-nucleo obtidas no

, Volume
Area Especifica Diametro Médio
Reagdo Legenda Especifico
(m¥/g) de Poro (A)
de Poros (cm®/g)
07 V=0,069 L/h 33,4 0,16 197,2
08 Menor Conversao (1 h) 27,2 0,13 181,0
09 Menor Teor de DVB (5%) 12,9 0,07 233,3
10 Alimenta¢do de Miniemulsao 20,0 0,09 183,7
11 Menor Conversio (0,67 h) 48,2 0,30 253,1
Menor Converséo (0,67 h) —
15 48,4 0,28 240,6
Duplicata
Menor Conversdo (0,67 h) e
16 51,4 0,29 243.6
Maior Teor de DVB
Comercial Accurel 27,4 0,15 189,1
Comercial Novozym 435 89,3 0,51 227,0
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Ao observar os valores encontrados para o diametro médio de poros, percebe-se
que as diferentes particulas apresentam poros largos e apropriados para aplicagdo como
suporte em imobilizagdo de enzimas. Dessa forma, um enfoque maior serd dado para a
influéncia das condi¢des operacionais na area especifica das particulas produzidas. Com
o objetivo de facilitar a comparagao dos diferentes resultados obtidos neste terceiro bloco
de experimentos, ¢ apresentada a Figura 42. Pode-se notar que a reagdo em que o menor
teor de DVB foi empregado resultou em particulas com as menores areas especificas. Ou
seja, ¢ notorio que a adicao de divinilbenzeno ao meio reacional ¢ importante para a
obtencdo de particulas com dareas especificas expressivas. Na reagdo em que a
miniemulsdo foi alimentada foram obtidas particulas com baixas areas especificas,
provavelmente por causa de maior estabilidade da miniemulsdo, resultando
possivelmente em um menor recobrimento dos nucleos poliméricos.

Ao analisar a estratégia de redugdo do periodo da etapa em suspensdo, ¢ possivel
observar também que as particulas sintetizadas com menor tempo de reacdo (1 h)
apresentaram valores de area especifica proximos do valor encontrado para a reacao de
referéncia (V=0,069 L/h). No entanto, quando a alimentacdo da emulsdao ocorreu em
estagio de ainda menor conversao dos nucleos (0,67 h de reagao em suspensao) (Reacdes
11 e 15), particulas com areas especificas pronunciadas foram produzidas (4rea especifica
de 48 m?/g e porosidade igual a 0,30 cm?/g). Ou seja, a menor duracdo da etapa em
suspensao resulta em nicleos mais adesivos (em fun¢ao da menor conversao), garantindo
uma captura mais eficiente das particulas emulsificadas, resultando em maiores
recobrimentos e, consequentemente, areas especificas ainda mais expressivas. A adi¢do
de maior teor de DVB (Reacao 16) provocou o aumento de particulas de menor diametro,
resultando em suportes com areas especificas ainda mais pronunciadas. Nenhum estudo
anterior baseado na técnica de polimerizagdo em suspensdo e emulsdao simultaneas
resultou em particulas com areas especificas tdo pronunciadas, iguais a 51 m?%/g.

No entanto, percebe-se que o biocatalisador comercial, Novozym 435, apresenta
as maiores area especifica e porosidade encontradas, incentivando o aprofundamento de
novas estratégias para a obtencdo de suportes ainda mais porosos. Ainda assim, ao
analisar o resultado obtido para o suporte comercial, Accurel, percebe-se que a maior
parte das particulas casca-nticleo produzidas apresentou areas especificas mais elevadas.
Outro suporte comercial também empregado em diversos trabalhos da literatura, a base

de metacrilato de octadecila, apresenta area especifica de 25 m*/g (TACIAS-PASCACIO
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et al., 2016); valor também inferior aos diversos resultados obtidos. Dessa forma, ¢
possivel afirmar que ambas as estratégias adotadas (menor duracio da etapa em suspensao
e aumento do teor de DVB) resultaram em resinas com potencial aplicagdo como suportes
enzimaticos.

Para confirmar a relagdo existente entre a area especifica e o volume especifico de
poros das particulas casca-nucleo observada no primeiro bloco de experimentos e no
estudo desenvolvido por PINTO (2013), ¢ mostrada a Figura 43. Nota-se que a linearidade
entre ambas as varidveis ¢ mantida; ou seja, o aumento da area especifica ¢ associado

principalmente ao aumento de particulas emulsificadas aglomeradas e depositadas sobre

o nucleo.
60
B V=0,069 L/h
& 30 # Menor Conversao (1 h)
E
s 40 # Menor Teor de DVB (5%)
h=!
Q
[0 . ~
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<
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Figura 42. Area especifica das particulas casca-nucleo obtidas no terceiro bloco de
experimentos.
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Figura 43. Relacdo existente entre a area especifica e o volume especifico de poros das

particulas casca-nucleo produzidas.
2.3.3.5. Resisténcia Mecanica das Particulas Produzidas

Como mencionado anteriormente, a avaliacdo da estabilidade mecanica dos
suportes poliméricos ¢ fundamental, uma vez que o objetivo principal do presente
trabalho ¢ o desenvolvimento de biocatalisadores que possam ser empregados em
diferentes ciclos de reagdo. Dessa forma, seguindo a metodologia apresentada na Se¢do
2.3.1.6, foi analisada a resisténcia mecanica do suporte produzido que apresentou maior
area especifica (Reagdo 16: Menor Conversao (0,67 h) e Maior Teor de DVB). Para efeito
comparativo, foi também avaliado o biocatalisador comercial Novozym 435. Nesta secao
os suportes foram submetidos as velocidades extremas de agitacdao (200 rpm e 800 rpm)

ao longo de 3 h. Os resultados encontrados sao apresentados nas Figuras 44 e 45.
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Figura 44. Distribui¢ao de tamanhos de particula (Reacdo 16; Menor Conversao (0,67 h)

e Maior Teor de DVB) empregando-se uma velocidade de agitacdo igual a: (A) 200 rpm;

(B) 800 rpm.
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Figura 45. Distribuicao de tamanhos de particulas da Novozym 435 empregando-se uma

velocidade de agitagdo igual a: (A) 200 rpm; (B) 800 rpm.
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E possivel perceber para as particulas casca-nicleo um leve aumento da fragdo de
particulas de menor diametro, quando a velocidade de agitacdo de 200 rpm ¢ imposta ao
sistema. Ao analisar os resultados encontrados para o biocatalisador comercial, nota-se
que o aumento de particulas de menor didmetro s6 ocorre quando a velocidade do sistema
¢ de 800 rpm. Dessa forma, aparentemente, as particulas do biocatalisador comercial
apresentam resisténcia mecanica mais elevada que as particulas casca-nucleo produzidas.

A menor resisténcia mecanica das particulas casca-nucleo fica mais evidenciada
ao comparar os diametros médios das particulas durante a agitacdo, como mostrado na
Figura 46. No entanto, a queda do diametro médio das particulas do biocatalisador
comercial também ocorre de forma pronunciada ap6s o sistema ser submetido a agitagao
de 800 rpm por 3h. Ja para as particulas casca-nticleo, ocorre uma queda pronunciada no
diametro médio apo6s 1 h, mesmo a uma velocidade de 200 rpm. Portanto, a questao da
estabilidade mecanica ¢ também relevante para o produto comercial.

Ao comparar os resultados encontrados para as particulas casca-nucleo de maior
area especifica (Reacdo 16) com os ja mostrados para as particulas produzidas na Secdo
2.3.1.6. (Reagdo 2), percebe-se que, apesar do aumento observado na area especifica dos
suportes, aparentemente tais particulas apresentam uma diminui¢do na resisténcia
mecanica. Esse resultado pode ser explicado pela menor resisténcia mecanica de
particulas mais porosas, como ja reportado na literatura (GOKMEN e DU PREZ, 2012).
No entanto, ¢ importante ressaltar que € possivel que tal resultado nao altere de forma
pronunciada o desempenho do biocatalisador, uma vez que agitacdes menos vigorosas
sdo geralmente impostas ao sistema. Assim, uma andlise mais profunda, empregando
tensdes de cisalhamento semelhantes as utilizadas durante o uso propriamente dito do
biocatalisador, faz-se necessaria, de forma a avaliar a resisténcia mecanica das particulas

casca-nucleo nas condigdes reais de operagao.
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Figura 46. Comparagdo entre os didmetros médios das particulas: (A) Casca-nucleo

(Reacdo 16); (B) Novozym 4335.

2.4. Conclusoes Parciais

Primeiramente foi observado que o efeito da vazdo de alimentagdo de
comonOmeros sobre a morfologia das particulas casca-nucleo foi semelhante ao
observado em sistemas a base apenas de estireno, havendo uma vazdo 6tima que resulta
em suportes com areas especificas e porosidades pronunciadas. Dessa forma, percebeu-
se que a composi¢ao quimica do sistema de polimerizacdo em suspensdo e emulsao
simultaneas, a depender da propriedade do suporte que esta sendo analisada, pode afetar
apenas os valores absolutos de tais propriedades, € ndo o comportamento qualitativo
observado quando varidveis operacionais sdo alteradas, como no caso da vazdo de
alimentacao.

Além disso, foi observado que a adi¢ao de divinilbenzeno ao sistema provoca o
aumento da resisténcia mecanica das particulas casca-nicleo produzidas e que o aumento
da area especifica de tais suportes ¢ acompanhado por uma diminui¢do na sua resisténcia
mecanica. No entanto, novas analises precisam ser realizadas com o objetivo de obter
resultados mais conclusivos em condigdes que simulem condigdes reais de operagao.

Foi percebido também haver correlagdo linear quando se relacionam as areas
especificas e os volumes especificos de poro das particulas de poli(estireno-co-
divinilbenzeno), resultado semelhante ao ja observado para as particulas de poliestireno.

Este resultado indica que o aumento da area especifica das particulas esta associado
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principalmente a quantidade de particulas depositadas sobre o nticleo € nao a morfologia
das mesmas.

Com base em tudo que foi exposto, ficou evidente a necessidade de adicionar
divinilbenzeno como comondmero para a obtencao de particulas com areas especificas e
porosidades mais pronunciadas. Notou-se também que a alimentagdo de uma
miniemulsdo resulta em particulas emulsificadas mais estaveis, diminuindo a eficiéncia
de recobrimento dos nucleos poliméricos e, consequentemente, gerando suportes com
menores areas especificas. Ja a alimentacao da emulsdo em instantes iniciais da reagao
em suspensao combinada com um aumento no teor de DVB no meio reacional resulta em
particulas com areas especificas e porosidades expressivas, atingindo valores de 50 m?/g,

nunca obtidos para particulas casca-nucleo produzidas por esse sistema de polimerizacao.

2.5. Materiais e Metodologias em Escala Piloto

Esta secdo visa a descrever os materiais e a metodologia empregados nas reagdes
de polimerizacdo das particulas poliméricas com morfologia casca-nucleo em escala
piloto. A técnica utilizada para a determinagdo do grau de hidrofobicidade das particulas

produzidas também ¢ apresentada.

2.5.1. Materiais

Nesta etapa do trabalho, foi empregado para sintese dos suportes, 0 comondmero
estireno (S) (destilado sob vacuo antes do uso), fornecido pelo INNOVA S/A. O
divinilbenzeno (DVB), também utilizado como comonomero, foi fornecido pela Sigma
Aldrich Ltda., com grau técnico de 80% (contendo 20% de etilestireno). O comondmero
metacrilato de metila foi adquirido da Unigel S/A, contendo 30 ppm de hidroquinona.
Todos os outros reagentes e solventes utilizados no processo polimeriza¢do ja foram
descritos na Se¢do 2.2.1. Vale ressaltar que todos os reagentes foram utilizados como

recebido, sem haver qualquer etapa intermediaria de purificacao.
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2.5.2. Metodologia em Escala Piloto

O processo de escalonamento foi realizado na Planta Piloto do Laboratorio de
Engenharia de Polimerizacdo (EngePol/COPPE). As reacdes foram realizadas em um
reator de 12 L, visando a sintese de aproximadamente 1 a 1,5 kg de particulas com
morfologia casca-nticleo por batelada. A Figura 47 ilustra a unidade utilizada para
conducao da reagao em suspensdo e emulsao simultaneas em escala piloto.

Nesta etapa do trabalho, diversas estratégias foram adotadas com o objetivo de
sintetizar suportes com maiores areas especificas e porosidades, baseando-se nos
resultados obtidos em escala de bancada. E importante destacar que buscou-se alterar
minimamente as quantidades de cada um dos componentes, de forma a manter as
condi¢des reacionais o mais proximo possivel das condi¢des descritas no processo
conduzido em menor escala. Vale salientar, contudo, que algumas condic¢des
operacionais, como temperatura e velocidade de alimentacdo de comonomeros, e teores
de alguns compostos foram modificados em algumas reacdes, de forma a avaliar tal efeito
no sistema de polimerizagdo. E importante pontuar que o estudo do processo de
polimerizacdo em suspensdo e emulsdo simultdneas em larga escala foi realizado pela
primeira vez no presente trabalho.

As reacOes em larga escala foram realizadas em um reator de aco inoxidavel de
12 L (Implantacao, Rio de Janeiro, Brasil) provido de 3 chicanas retas a 120° uma da
outra ao longo da circunferéncia do reator. Foi acoplada ao reator uma corrente de agua
quente, usada para controlar a temperatura do reator. Todas as reagdes foram conduzidas
sob agitacdo continua e igual a 800 rpm. Durante o estudo em larga escala, foram
avaliadas composicdes e condicdes de reagdo distintas. Particulas de PMMA/PMMA;
P(S-co-DVB)/P (S-co-DVB) (25% m/m de DVB) e P(MMA-co-DVB)/P(MMA-co-
DVB) (25% m/m de DVB) foram sintetizadas.
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Figura 47. Unidade em escala piloto utilizada para a produgdo das particulas com

morfologia casca-nucleo.

Em todas as reacgdes, inicialmente uma solucdo organica (20 - 25% m/m)
(contendo a mistura de mondmeros e o iniciador, peroxido de benzoila - BPO) era
dispersa numa solucdo aquosa (contendo agua destilada e 0,6% m/m de poli(alcool
vinilico), utilizado como agente de suspensao). Nas reacoes em que MMA foi empregado,
por ser muito reativo e para evitar qualquer tipo de descontrole térmico, a quantidade de
BPO foi diminuida para 0,25 % m/m. Nos demais sistemas, o contetido da BPO foi fixado
em 0,8% m/m. Vale ressaltar que todas as percentagens massicas apresentadas
correspondem a percentagem massica total.

Ap6s um determinado periodo da reagdo em suspensdo, os componentes da
emulsdo eram adicionados ao meio reacional. A quantidade total de agua era de
aproximadamente 74 % m/m. O conteudo do bicarbonato de sodio, utilizado como agente
tamponante, era em torno de 0,04 a 0,06 % m/m. J4 o teor de lauril sulfato de sodio oscilou
em torno de 0,3 a 0,4 % m/m. A carga inicial da mistura monomérica, assim como na
escala de bancada, era de 4% em relagao a massa total do meio reacional e era adicionada
no inicio da reagdo. O teor de persulfato de potassio, iniciador da segunda etapa de reacao,
era de 0,1 % m/m, quando MMA era utilizado como mondmero, e entre 0,03 e 0,04 %
m/m nas demais reagdes. A alteracdao do teor de iniciador na etapa de emulsdo visou a
afetar a conversdao das nanoparticulas e sua adesdo aos nucleos. O restante da mistura
monomérica era adicionado continuamente a reagdo durante a etapa de emulsdo

alimentada (7 - 9 % m/m). A alimentagdo dos mondmeros, durante a segunda etapa da
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reacdo, era garantida pela utilizagdo de bombas dosadoras (Prominent, modelo
GALA1000SSTO00UA002100; com cabega de bombeamento de aco inox). A massa final
do meio reacional foi de aproximadamente 8 a 9 kg, a depender da reagao realizada.

Apo6s o término da alimentag¢do, mais duas horas de reacdo em emulsdo eram
conduzidas, de forma a assegurar a cobertura dos nucleos pelas particulas emulsificadas
e a garantir a formagao da casca porosa. Ao final da reacdo de polimerizagao, o reator era
resfriado até a temperatura ambiente e as particulas eram lavadas e secas, utilizando
liofilizadores industriais

Vale ressaltar que a duragdo da polimerizagcdo em suspensao nao foi a mesma para
todas as reagdes. Essa alteracdo objetivou aumentar a porosidade das particulas, a
depender do monoémero empregado e da caracteristica de cada sistema de polimerizacao.
A temperatura de reacdo também foi diminuida quando o MMA foi utilizado como
comondmero, devido a sua elevada reatividade. Além disso, o fluxo de alimentagdao do
mondmero foi ligeiramente alterado, uma vez que se sabe que essa varidvel afeta a
porosidade das particulas casca-nticleo (PINTO, 2013; PINTO et al., 2014). As condi¢des
operacionais de cada reacdo de polimerizacao realizada em larga escala sdo apresentadas
na Tabela 14. As condigdes da Reagdo 11 (descrita na Se¢do 2.3.3) sao mostradas para
efeito comparativo, sendo chamada de Reagdo Referéncia. Esta reagcdo resultou em
particulas com area especifica e porosidade elevadas com menores gastos de DVB,

reagente de custo elevado.

Tabela 14. Condigdes operacionais das reacdes realizadas em larga escala.

Temperatura | At suspensao Vazdo de

Reacdo Composi¢do Quimica Ii p Monoémero Escala
(°C) (min) omerg
(L.h.gh)

Referéncia: P(S-co-DVB)/ P(S-co-DVB)

Reacio 11 (25 % DVB) 85 40 0,0007 Bancada
Piloto_1 PMMA/ PMMA (65-75) 60 0,0004 Piloto
Piloto 2 PMMA/PMMA (65-75) 70 0,0004 Piloto
Piloto 3 PMMA/PMMA 70 70 0,0003 Piloto

. P(MMA-co-DVB)/ P(MMA-co- .
Piloto_4 DVB) (25 % DVB) 75 25 0,0007 Piloto

. P(S-co-DVB)/ P(S-co-DVB) .
Piloto_5 (25 % DVB) 80 40 0,0007 Piloto

* A vazio de monomero foi dividida pela quantidade de mondmero empregada na etapa da suspensio, de

forma a facilitar a comparagdo entre as reagdes conduzidas em escala bancada e piloto.
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2.5.3. Caracterizacdo das Particulas Poliméricas

Com o objetivo de caracterizar as particulas casca-nicleo produzidas em larga
escala, inimeras andlises foram realizadas: microscopia dptica, microscopia eletronica de
varredura (MEV), andlise de distribui¢do de tamanhos de particula por espalhamento de
luz, anélise de area especifica, diametro médio de poro e volume especifico de poros por
fisissor¢do de nitrogénio. E descrita nesta se¢do a analise empregada para inferir o grau
de hidrofobicidade das particulas produzidas. Tal analise ndo era relevante até entdo, uma

vez que a composi¢ao das particulas produzidas era a mesma.
2.5.3.1. Determinacio do Angulo de Contato

O angulo de contato ¢ definido como o angulo formado pela intersecdo da
interface liquido-sélido e pela interface liquido-vapor. Sao observados valores de angulo
de contato pequenos, quando o liquido se espalha sobre a superficie; enquanto valores
elevados sdo encontrados, quando o fluido se contrai na forma de gota, minimizando a
interacdo com a superficie. Assim, valores de angulo de contato superiores a 90° indicam
que a molhabilidade da superficie pela dgua ¢ desfavorecida (superficie hidrofobica). Ja
a superficie hidrofilica apresenta angulo de contato menor que 90° indicando que a
molhabilidade é favoravel (YUAN e LEE, 2013). Essa caracteristica superficial dos
materiais afeta diretamente a interagcdo das particulas poliméricas com as enzimas a serem
adsorvidas.

Dessa forma, para determinar o grau de hidrofobicidade dos materiais poliméricos
produzidos, utilizou-se um tensidmetro (Kruss Process, modelo K100). Inicialmente, as
particulas casca-nucleo eram comprimidas em um modelo de disco, utilizando-se uma
prensa, formando pastilhas. Em seguida, cada amostra era colocada na balanca do
equipamento, com o auxilio de uma pequena garra (acessorio proprio do equipamento).
As pastilhas poliméricas eram, entdo, imersas em um recipiente contendo dgua destilada
e o angulo de contato estabelecido entre a pastilha e a dgua destilada, medido em
condi¢gdes atmosféricas a 25 °C, era determinado. Tal angulo ¢ usado como uma
inferéncia do grau de hidrofobicidade das particulas poliméricas. As analises foram feitas

em duplicata.
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2.6. Resultados em Escala Piloto

Diferentes suportes poliméricos com morfologia casca-nticleo foram sintetizados
em larga escala, como mostrado na Figura 48. E possivel observar nas Figuras 48 A e 48
B que foram obtidas particulas esféricas porosas ja na reacdo Piloto 1. A reagdo Piloto 3
(PMMA/PMMA) aparentemente resultou em particulas menores, como observado nas
Figuras 48 C e 48 D. Nota-se também, nas Figuras 48 E e 48 F, a intensa formagado de
aglomerados na reacdo Piloto 4, provavelmente em fun¢do da menor estabilidade do
sistema polimérico.

As distribuicdes de tamanhos de particula de cada suporte polimérico produzido
sao apresentadas na Figura 49. Inicialmente, observa-se que este tipo de reagdao de
polimerizacdo resulta em distribuicdes de tamanhos de particula largas,
independentemente da composi¢do quimica do meio reacional. Pode-se notar também que
a distribuicdo de tamanhos de particula da reacdo Piloto 2 apresentou maior teor de
particulas de maior didmetro. Provavelmente, as condi¢des de reagao favoreceram a uma
maior aglomeragao dos suportes produzidos, resultando em aumento de particulas de
didmetro maiores. Em contrapartida, ¢ possivel observar que a reacdo Piloto 3 resultou
em maior quantidade de particulas de menor didmetro. Dessa forma, ¢ evidente que
pequenas mudancas nas condigdes operacionais das reagdes, como a vazao de
alimentacdo de mondmero, afetam a morfologia final das particulas produzidas e podem

ser usadas para o projeto do suporte.
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Figura 48. Morfologia dos suportes poliméricos produzidos: (A) Particulas obtidas ao
final da reagdo Piloto 1 (PMMA/PMMA); (B) MEV da particula produzida a partir da rea¢do
Piloto 1 (PMMA/PMMA); (C) MO das particulas produzidas na reagdo Piloto 3
(PMMA/PMMA); (D) MEV das particulas produzidas na reagdo Piloto_3 (PMMA/PMMA); (E)
MO das particulas produzidas na reagdo Piloto 4 (P(MMA-co-DVB)/P(MMA-co-DVB)); (F)
MEYV dos aglomerados formados na reagdo Pioto 4 (P(MMA-co-DVB)/P(MMA-co-DVB)).
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Figura 49. Distribui¢do de tamanhos de particula dos suportes sintetizados em larga

escala.

De forma a facilitar a compreensao do efeito das condi¢des de polimerizagdao no
diametro das particulas sintetizadas, os diametros médios dos suportes produzidos sao
apresentados na Tabela 15. Ao comparar os resultados obtidos para a reacdo de
Referéncia e a reagdo Piloto 5, percebe-se que o didmetro médio das particulas de P(S-
co-DVB)/P(S-co-DVB) sintetizadas em pequena e larga escala foram semelhantes,
indicando que o equilibrio existente entre as taxas de ruptura e de coalescéncia das
particulas foram mantidos no reator em escala piloto e que a taxa de aglomeracdo das
particulas produzidas ndo foi afetada.

E possivel observar, também na Tabela 15, que diferentes didmetros médios de
particula foram obtidos para as reagdes a base de MMA, refor¢ando a hipotese de que ndo
s6 a composi¢do quimica afeta a distribuicdo de tamanhos das particulas casca-nucleo
sintetizadas por polimerizacdo em suspensdo e emulsdo simultdneas, mas também as
condi¢gdes operacionais. Ao comparar as reagdes Piloto 3 e Piloto 2, nota-se que o
aumento da vazao de alimentacdo de mondmero durante a etapa de emulsao provocou o
aumento da aglomeragdo das particulas (resultando em particulas com maiores diametros
médios, como observado na Se¢do 2.3.1 para particulas a base de P(S-co-DVB)
produzidas em escala de bancada). Além disso, ao comparar os valores encontrados para

as reacgoes Piloto 1 e Piloto 2, € possivel observar que, para o sistema a base de MMA a
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conducao da etapa da suspensao por 1 h resultou em particulas menos aglomeradas ao
final da polimerizag¢do. Vale ressaltar que todas as reacdes resultaram em particulas que
puderam ser facilmente separadas do meio reacional por um processo trivial de filtracao,
contribuindo para o emprego eficiente dos suportes poliméricos na producao de
biocatalisadores. Portanto, as reacdes estudadas parecem ser facilmente escalonaveis, o

que constitui conclusdo muito relevante para o desenvolvimento comercial desse produto.

Tabela 15. Diametro médio das particulas casca-nucleo produzidas em larga escala.

Suportes Diametro Médio das Particulas (dso)
(nm)
Reagdo Referéncia: P(S-co-DVB)/P(S-co-DVB) 86,1 £12,1
Piloto_1 (PMMA/PMMA) 157,2 £ 47,1
Piloto 2 (PMMA/PMMA) 481,4 £96,9
Piloto_3 (PMMA/PMMA) 49,1 +£5,7
Piloto_4 (P(MMA-co-DVB)/P(MMA-co-DVB)) 163,5+4,7
Piloto_5 (P(S-co-DVB)/P(S-co-DVB)) 98,9+1,2

Na Tabela 16 sdo apresentas as caracteristicas morfologicas das particulas
produzidas, incluindo a area especifica, o didmetro médio de poros, o volume especifico
de poros e grau de hidrofobicidade dos materiais poliméricos, inferido pela determinagao
do angulo de contato entre cada material e 4gua destilada, como mencionado
anteriormente.

Com base nos resultados obtidos, ¢ evidente a sintese de particulas porosas a partir
das diferentes reagdes realizadas, havendo a formagao eficaz da casca polimérica ao redor
do nacleo em todas as reagdes, uma vez que a area especifica dos nucleos ¢

aproximadamente igual a zero (PINTO et al. 2014; MANOEL et al., 2016b).
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Tabela 16. Caracteristicas morfologicas dos suportes produzidos em larga escala.

, Volume R
Area Especifica | Didmetro Médio Angulo de
Suportes Especifico de
(m?/g) de Poro (A) Contato (°)
Poros (m®/g)
Reacdo Referéncia
48,2 253,1 0,29 92,3+04
( P(S-co-DVB)/P(S-co-DVB))
Piloto_1
- 29,9 176,4 0,15 55,9+0,1
(PMMA/PMMA)
Piloto 2
7,5 190,9 0,04 31,6+£0,2
(PMMA/PMMA)
Piloto_3
44,5 211,6 0,27 56,6 + 0,5
(PMMA/PMMA)
Piloto 4
27,0 2221 0,16 -
(P(MMA-co-DVB)/P(MMA-co-DVB))
Piloto_5
5,3 2533 0,03 105,7+0,8
(P(S-co-DVB)/P(S-co-DVB))

* O angulo de contato dessa amostra ndo pdde ser detectado.

Ao comparar as reagdes de P(S-co-DVB)/P(S-co-DVB) em escala bancada
(Reacdo Referéncia) e em escala piloto (Piloto_5), percebe-se que a casca porosa ndo foi
formada de forma tdo eficiente na reacdo em larga escala. Provavelmente a diminuigdo
da temperatura da reacdo afetou a conversao dos mondmeros € a cobertura adequada dos
nucleos. A reagdo Piloto 3 (PMMA/PMMA) resultou em suportes com as maiores area
especifica e porosidade, indicando que as condi¢cdes operacionais empregadas nesta
reagdo foram as mais apropriadas, considerando a sintese de suportes porosos para
imobilizacao enzimatica. Além disso, a maior aglomerac¢ao das particulas poliméricas
obtidas nas reacdes Piloto 1 e Piloto 2 (uma vez que maiores diametros médios foram
observados) resultou em uma diminuigdo da area especifica das mesmas. E importante
ressaltar que o suporte a base de P(MMA-co-DVB)/P(MMA-co-DVB) também
apresentou area especifica satisfatoria, maior inclusive que a de alguns suportes
comerciais apontados nas se¢des anteriores. Vale mencionar que o valor encontrado
correspondeu a aproximadamente o dobro da area especifica reportada por CUNHA et al.
(2014) para particulas de mesma composicdo produzidas em escala de bancada

empregando-se 2h de reacdo em suspensdo. E importante apontar que os suportes com as
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maiores areas especificas também exibiram alta porosidade, como esperado e discutido
na Secdo 2.3.3.4.

O diametro médio de poros de cada suporte também ¢ apresentado na Tabela 16.
Percebe-se que todos os suportes apresentaram diametro médio dos poros largos o
suficiente para permitir o acesso da enzima as regioes mais internas da casca porosa,
incluindo os suportes produzidos a partir das reagdes de maior area, Reacdo Referéncia e
Piloto 3.

E importante observar na Tabela 16 que as particulas produzidas exibiram
caracteristicas hidrofobicas (angulo de contato acima de 90°) e hidrofilicas (angulo de
contato abaixo de 90°). Como mostrado por CUNHA et al. (2014), essas caracteristicas
hidrofébicas afetam significativamente o processo de imobiliza¢do enzimatica. Como
sera detalhado no proximo capitulo, os suportes que apresentam caracteristicas
hidrofobicas possibilitam o fendmeno de ativagdo interfacial das lipases durante o
procedimento de imobilizacdo, contribuindo para o aumento da atividade do
biocatalisador. Ao analisar a tabela, percebe-se também que amostras com a mesma
composi¢ao exibem diferentes valores de angulo de contato. Esta divergéncia pode ser
justificada pela presenca de surfactante residual na superficie das particulas, alterando o
grau de hidrofilicidade dos suportes. Tal discrepancia pode ocorrer também em fungao
do carater rugoso e irregular da superficie dessas particulas e, consequentemente, das
pastilhas produzidas, interferindo na medida do angulo de contato formado com a dgua
(YUAN e LEE, 2013). Esse aspecto precisa ser considerado de forma cuidadosa durante
a analise.

E importante notar que também foram produzidos suportes com superficies mais
hidrofilicas, os suportes compostos por metacrilato de metila, uma vez que o MMA
contétm um grupamento éster. Embora as superficies hidrofilicas ndo favoregam a
ativacao interfacial, dependendo do meio reacional o grau de hidrofilicidade dos suportes
pode facilitar os mecanismos de difusdo de substratos e produtos, aumentando a atividade
enzimatica do biocatalisador produzido.

Na Figura 50 ¢ mostrada a relacao existente entre o diametro médio de particula e
a area especifica de tais particulas. Dessa forma, ¢ possivel observar que a diminui¢ao do
tamanho médio das particulas ndo ¢ suficiente para a obtencdo de particulas com areas
especificas mais pronunciadas. Percebe-se que a eficiéncia na formacdo da casca

polimérica ¢ fundamental para o aumento da area especifica e da porosidade dos suportes.
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Figura 50. Relacdo existente entre o didmetro médio de particula e a area especifica de

tais particulas.

2.7. Conclusoes Parciais

Com base em tudo que foi exposto, fica evidente a necessidade de adicionar
divinilbenzeno como comondmero para a obtencdo de particulas com areas especificas e
porosidades mais pronunciadas. Além disso a adicdo de divinilbenzeno provoca um
aumento da resisténcia mecanica das particulas casca-ntcleo produzidas. Percebeu-se
também que a alimentagdo da emulsdo em instantes iniciais da reacdo em suspensao
resulta em particulas com areas especificas e porosidades expressivas, atingindo valores
ao redor de 50 m?/g, nunca obtidos para particulas casca-nucleo produzidas por esse
sistema de polimerizacao.

Novos suportes com morfologia casa-nucleo, apresentando composicdes distintas,
foram produzidos em escala piloto. O estudo de escalonamento do processo de
polimerizacdo em suspensao ¢ emulsdo simultaneas foi conduzido de forma satisfatoria,
apresentando resultados promissores para a produ¢do comercial desses materiais.

Para realizar o estudo subsequente de imobilizagdo enzimatica, foram
selecionadas inicialmente as particulas do nucleo, as nanoparticulas formadoras da casca
e as correspondentes particulas casca-nucleo (apresentadas no segundo bloco de
experimentos), com o objetivo de avaliar o desempenho das particulas produzidas por
suspensdo e emulsdo simultidneas na sintese de biocatalisadores. Além disso, o suporte

que exibiu maior area dentre os suportes produzidos em escala de bancada também foi
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selecionado: Reagao 16 P(S-co-DVB)/P(S-co-DVB). Dentre os suportes produzidos em
escala piloto, foram ainda selecionados os suportes que exibiram composi¢des quimicas
distintas: PMMA/PMMA (Piloto 1); P(MMA-co-DVB)/P(MMA-co-DVB) (Piloto_4);
P(S-co-DVB)/P(S-co-DVB) (Piloto 5). As isotermas de fisissor¢ao de nitrogénio dos
suportes produzidos e empregados no processo de imobilizagdo sdo mostradas no

Apéndice C.
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Capitulo II1

Imobilizacao Enzimatica

O presente capitulo aborda as etapas referentes a imobilizagdo enzimatica e a
avaliagdo dos biocatalisadores produzidos. Assim na Secdo 3.1 sdo apresentados os
diferentes métodos de imobilizacdo de enzimas, sendo descritos com mais detalhe os
procedimentos que empregam suportes. Vale salientar que um maior enfoque ¢ dado aos
trabalhos que descrevem o processo de sintese de tais suportes, almejando emprega-los
no processo de imobilizacdo enzimdtica. Nesse contexto, os trabalhos encontrados que
produziram suportes a partir da técnica de polimerizacdo em suspensdo e emulsdo
simultaneas para posterior sintese de biocatalisadores sdo detalhados. Na Secdo 3.2 sdo
apresentados os materiais utilizados, a metodologia e as técnicas de caracterizagdo
envolvidas na etapa de imobilizagdo da enzima estudada, lipase B de Candida antarctica.
Os procedimentos de avaliagao de desempenho dos biocatalisadores produzidos também
sao mostrados. Na Secdo 3.3 sdo apresentados os resultados encontrados ao empregar as
particulas poliméricas produzidas como suporte na sintese de biocatalisadores e o
desempenho de tais enzimas imobilizadas. Por fim, na Secdo 3.4, sdo apresentadas as

conclusdes obtidas com base nos resultados mostrados.
3.1. Revisdo Bibliogrdfica

3.1.1. Métodos de Imobilizacao Enzimadtica

O desenvolvimento de processos sustentaveis € menos danosos ao meio ambiente
¢ uma importante necessidade atual, como j& foi mencionado. As enzimas, por serem
“catalisadores sustentaveis” e obtidas a partir de fontes renovaveis e biodegradaveis, t€ém
atraido a atencdo tanto da academia quanto da industria. Esses biocatalisadores muitas
vezes exibem altas taxas de reagdo, com clevada seletividade, e sdo mais eficientes
energeticamente, uma vez que permitem a condu¢do de processos sob condi¢des mais
suaves de temperatura e pressdo. Nesse contexto, uma das ferramentas que viabilizam a

implantagdo desses bioprocessos em escala comercial ¢ a imobilizacdo enzimatica. O
119



Capitulo IIT — Imobiliza¢do Enzimatica

procedimento de imobilizar enzimas visa a torna-las insoliveis no meio reacional.
Quando comparada ao emprego de enzimas na forma soltivel, a técnica de imobilizagdo
destaca-se por possibilitar o aumento da estabilidade enzimatica, tanto operacional
(menos sensivel as condigdes operacionais) quanto durante a estocagem; permitir a
reutilizagdo desses biocatalisadores; possibilitar maior facilidade de separacdo entre o
biocatalisador e o produto final, diminuindo ou anulando os riscos de contaminagdo do
produto com residuos enzimaticos; permitir a realizagdo de operagdes continuas;
possibilitar uma possivel melhora na atividade, na seletividade e na especificidade
enzimatica; diminuir inibi¢des provocadas por produtos e por componentes do meio
reacional (FREIRE, 1988).

Os métodos de imobilizagao sdo divididos comumente em trés tipos: ligagdo a
suportes, encapsulamento e reticulacao enzimatica (MATEO et al., 2007, HANEFELD
et al., 2009; SHELDON e van PELT, 2013). Cada um desses métodos sera descrito a

seguir.

Ligacdo a suportes

Esse método de imobilizacdo enzimatica envolve a ligagdo da enzima a suportes
solidos (organicos ou inorganicos) insoluveis em meio aquoso (NELSON e GRIFFIN,
1916; CASTRO et al., 2008). A interacdo entre a enzima e o suporte pode ocorrer por
adsorgao fisica, por meio de interacdes i0Onicas ou ligacdes covalentes.

A imobilizagdo por adsor¢ao fisica envolve forgas de atragdo relativamente fracas,
do tipo interagdo de Van der Waals e interagdes hidrofobicas (KLIBANOV, 1979;
SHELDON e van PELT, 2013). Esse ¢ o método mais antigo e também o mais simples.
As vantagens da imobilizacao por adsorcao fisica sdo a facilidade para realizacdo do
procedimento, a nao obrigatoriedade de pré-tratamentos ou modificacdes quimicas no
suporte, a pequena modificagdo conformacional que a enzima estd sujeita durante o
processo de imobilizacdo e a possibilidade de regeneracdo do suporte (HANEFELD et
al., 2009). Contudo, como essas interacdes sao fracas, a dessor¢ao da enzima ¢ facilitada,
resultando em possivel queda na atividade do biocatalisador durante a operacao e também
ao longo dos ciclos de uso, além da provavel contaminagdo do produto por residuos
enzimaticos.

Como mencionado, a interagdo entre a enzima e o suporte também pode ocorrer

por meio de interagdes idnicas (resinas de troca idnica sdo geralmente empregadas) ou
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ligagcdes covalentes (ndo reversiveis); ambas as interacdes sdo mais intensas que a
adsorcao fisica. No entanto, modifica¢cdes podem ocorrer na conformacao das enzimas
suportadas, podendo inclusive ocorrer a diminuicdo da atividade enzimatica. Vale
ressaltar que a formacao de multiplas ligagcdes covalentes entre a enzima e o suporte pode
garantir a manuten¢do da conformacao da enzima, evitando a sua desativagdo, caso a
estrutura tridimensional da enzima seja mantida durante o processo de imobiliza¢do. No
entanto, este tipo de interagdo ndo garante que todas as moléculas de enzima sejam
imobilizadas da mesma forma em uma mesma batelada e pode provocar a rigidificagao
da enzima, resultando mais uma vez em diminuic¢ao de atividade. Além disso, o0 meio no
qual a enzima livre se encontra precisa ser avaliado previamente, uma vez que muitos
aditivos se encontram dispersos em muitas dessas solucdes, podendo interferir na
interacdo entre a enzima e o suporte. Ademais, caso a enzima seja ligada covalentemente
(ou irreversivelmente) ao suporte na sua forma inativa, nao ha possibilidade de recuperar
a enzima nem tampouco o suporte apds a imobilizacgdo (MATEO et al., 2007,
HANEFELD et al., 2009).

Dessa forma, a auséncia de um método unico mais adequado para imobilizar
enzimas incentiva o desenvolvimento e o emprego de diversos materiais para uso no
processo de imobilizagdo enzimatica, incluindo materiais poliméricos (naturais ou
sintéticos) e solidos inorganicos, como silica e zeolitas (CASTRO et al., 2008;

SHELDON e van PELT, 2013).

Encapsulamento

O encapsulamento enzimdatico ¢ um método que engloba as imobilizacdes de
enzimas em matrizes semipermeaveis, mantendo-as aprisionadas nesses suportes e
possibilitando a difusdo apenas de substratos e produtos. Dessa forma, alguns
procedimentos podem ser incluidos nesta categoria: a inclusao de enzimas nos intersticios
de redes poliméricas, por meio do emprego de géis poliméricos; o aprisionamento de
enzimas no interior de membranas do tipo fibra oca; o encapsulamento dessas proteinas
em microcapsulas (KLIBANOV, 1979; CASTRO et al., 2008; SHELDON e van PELT,
2013). Essa técnica ¢ mais utilizada quando células sao empregadas, e ndo apenas enzimas

livres (SHELDON e van PELT, 2013).
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Reticulacao

O método de imobilizagdo por reticulagdo comecou a ser estudado no inicio dos
anos 1960. A reticulacdo de agregados ou cristais enzimaticos, por meio do emprego de
reagentes bi- ou multi-funcionais (como glutaraldeido), ¢ usada para gerar particulas
insoluveis em meio aquoso, dispensando o emprego de suportes. Vale observar que a
auséncia de um suporte aumenta a por¢ao catalitica disponivel dos biocatalisadores, uma
vez que todo o sistema (biomolécula) passa a ser formado apenas pelo proprio
componente catalitico, a enzima. Assim, diversos estudos estdo sendo realizados nessa
area, conhecida por CLECs (cross-linked enzymes crystals) e CLEAs (cross-linked
enzyme aggregates). Esse método apresenta algumas vantagens: alta concentracdo de
enzima ativa no catalisador; elevada estabilidade; possivel diminui¢do dos custos, em
funcdo da auséncia de custos adicionais com preparacdo dos suportes € posterior
imobilizacdo (SHELDON e van PELT, 2013). Em contrapartida, essa técnica envolve
elevadas quantidades de enzima, apresenta baixa reten¢do de atividade, baixa estabilidade
mecanica e muitas vezes provoca a desativacdo da enzima, em fun¢do do recobrimento
do sitio ativo por algumas ligagdes cruzadas que podem ser formadas (CASTRO et al.,
2008; SHELDON e van PELT, 2013)

Ao longo de um processo de imobilizagdo, diferentes parametros devem ser
avaliados, tais como: rendimento de imobiliza¢do; reten¢do de atividade; quantidade de
proteina retida no suporte (SHELDON e van PELT, 2013). Todos esses parametros
podem ser afetados pelo método de imobilizacdo enzimatica selecionado e o suporte
utilizado. E importante destacar que nio ha um método mais indicado para a sintese de
um biocatalisador. Como serd detalhada ao longo desta secdo, a sintese de um
biocatalisador eficiente depende da enzima que sera empregada, das propriedades do
suporte utilizado, do método de imobilizacao escolhido e das caracteristicas do meio
reacional em que serd utilizado (CAO, 2005). Tipicamente, o desenvolvimento de um
biocatalisador promissor ¢ realizado por meio de procedimentos de tentativa e erro. No
entanto, atualmente, muitos estudos estdo sendo realizados com o objetivo de acoplar
dados experimentais a métodos computacionais € a conhecimentos da biologia molecular,
de forma a melhor compreender a estrutura tridimensional da enzima no processo de
imobilizagdo e a descrever o desempenho dos biocatalisadores na forma de modelos
matematicos (HANEFELD et al., 2009; PINTO et al., 2013; WEISER et al., 2015; JUNG
etal. 2016).

122



Capitulo IIT — Imobiliza¢do Enzimatica

Vale ressaltar que os avangos alcangados nas areas da microbiologia, engenharia
genética e bioquimica tém possibilitado a producdo de enzimas a precos mais atraentes
comercialmente e a manipulacdo de suas propriedades, resultando em proteinas mais
ativas, estaveis e seletivas (SHELDON e van PELT, 2013). Além disso, ¢ importante
destacar que a cada ano novas técnicas de imobilizagdo, muitas oriundas da combinagao
dos métodos apresentados anteriormente, € novos suportes surgem, de forma a tornar a
enzima imobilizada mais ativa e estavel (KLIBANOV, 1979; CAO, 2009).

Com base no que foi apresentado, ¢ evidente a importancia do procedimento de
imobilizacao para a implantacao de processos enzimaticos em escala comercial, uma vez
que possibilitam o aumento do desempenho enzimatico e a reutilizagdo desses
biocatalisadores (SHELDON e van PELT, 2013). Assim, o presente estudo envolveu a
sintese de diferentes particulas poliméricas para posterior uso como suporte na sintese de
biocatalisadores. Optou-se por realizar neste trabalho o método de imobilizacdo de
enzimas em suportes poliméricos (adsor¢dao fisica aos suportes). Dessa forma, as
proximas segdes serdo relacionadas a este tipo de técnica, destacando-se as possiveis

interacdes existentes entre as enzimas € 0s suportes.

3.1.2. Efeitos da Imobilizagcdo no Desempenho das Enzimas

O processo de imobilizacao pode provocar mudangas nas propriedades fisicas e
quimicas das enzimas. Apos a imobilizagdo, a enzima fica exposta a um novo ambiente
(microambiente), o que pode provocar alteracdes ainda mais significativas no seu
desempenho. Dessa forma, alguns dos efeitos causados pelo processo de imobilizagao

serdo apresentados a seguir (FREIRE, 1988).

Efeitos conformacionais

Ao longo do processo de imobilizagdo, a interagdo da enzima com a superficie do
suporte pode resultar em modificagdes na estrutura tridimensional dessas proteinas. Essas
alteragdes conformacionais podem provocar maior ou menor exposicao do sitio ativo da
enzima e, consequentemente, aumento ou redugdo da atividade enzimatica,
respectivamente (FREIRE, 1988). Uma mesma enzima, por exemplo, imobilizada em

suportes com composi¢des quimicas distintas, pode apresentar atividades diferentes e
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seletividades distintas, em fun¢ao de possiveis efeitos conformacionais (PALOMO et al.,

2002).

Efeito de particao

Diversas interacdes podem ocorrer entre os suportes utilizados no processo de
imobilizagio e os substratos e produtos envolvidos na reagio enzimatica. E sabido que
suportes mais hidrofilicos apresentam interagdes mais intensas por substratos e produtos
com o mesmo carater. O mesmo tipo de afinidade existe entre materiais hidrofobicos ou
materiais que apresentem interagdes eletrostaticas. Dessa forma, gradientes de
concentragdo podem surgir entre a superficie (ou a regido interna) dos suportes € o seio
da fase do meio reacional, alterando o microambiente enzimatico € a atividade da enzima
(quando comparada com sua forma soltvel). Em fung¢do desse efeito, podem ocorrer, por
exemplo, inibigdes por produto, caso este apresente interacdo elevada com o suporte
utilizado, ou aumentos expressivos na atividade enzimadtica, em fungdo de uma possivel
elevada interagdo entre as moléculas de substrato e a superficie do suporte (FREIRE,

1988; TISCHER e KASCHE, 1999; CASTRO et al., 2008);

Efeitos difusionais

O mecanismo de transferéncia de massa de substratos e produtos pode ser alterado
a partir do processo de imobilizagdo. Efeitos ou limitagdes difusionais desses
componentes em sistemas homogéneos sao praticamente despreziveis. Contudo, apos o
processo de imobilizagdo esse mecanismo ¢ alterado: o substrato precisa migrar do seio
do fluido até a superficie do catalisador (difusdo externa); em seguida, o substrato deve
difundir da superficie do suporte até o sitio ativo da enzima (difusdo interna); apos a
reagdo, por meio da qual o substrato ¢ convertido a produto, o produto deve migrar do
centro ativo da enzima até a superficie do suporte (difusdo interna); por fim, o produto
deve difundir da superficie do suporte até o seio do fluido (difusdo externa). Dessa forma,
caso o diametro de poro seja muito pequeno ou a velocidade de agitacao seja muito lenta,
o fluxo de substratos e produtos pode ser afetado, diminuindo a acessibilidade da enzima
a substratos ou ocorrendo acimulo de produto nas proximidades do sitio ativo, resultando
em queda de atividade enzimética (FREIRE, 1988; CASTRO et al., 2008). Assim, um
biocatalisador eficiente requer que substratos e produtos difundam livremente através do

suporte (HANEFELD et al., 2009).
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3.1.3. Efeitos da Imobilizacdo na Estabilidade das Enzimas

O processo de imobilizagao enzimatica pode provocar o aumento ou a diminuigao
na estabilidade das enzimas. No entanto, em muitos estudos o mecanismo de inativacao
enzimatica ¢ empirico e a estabilizacdo das enzimas carece de comprovacao cientifica.
Além disso, muito resultados negativos nao sao divulgados. Por isso, criou-se a ideia de
que a imobiliza¢ao enzimatica sempre provoca o aumento da estabilidade. Contudo, esse
conceito ndo ¢ valido sempre (HANEFELD et al., 2009).

A estabilidade da enzima imobilizada depende de inumeros fatores: tipos de
interacdo existentes entre as enzimas € o suporte; grau de confinamento da enzima no
suporte; condi¢des de imobilizagao; microambiente a que a enzima estd submetida apos
a imobilizagdo; natureza intrinseca da enzima; tipo de reator utilizado no processo;
propriedades do suporte empregado na imobilizagdo (FREIRE, 1988). O emprego de
suportes porosos, por exemplo, pode conferir maior estabilidade operacional a enzima
imobilizada, uma vez que a interacdo da enzima com componentes do seio do fluido ¢
diminuida. Além disso, dificulta a formacdo de agregados enzimaticos e também
inativagdes causadas por solventes, em funcdo dos possiveis mecanismos de parti¢do
mencionados anteriormente. Assim, apesar da estrutura da enzima nao ser alterada, uma
maior estabilidade enzimatica pode ser atingida (MATEO et al., 2007).

E importante destacar que a reutilizagdo dos biocatalisadores (enzimas
imobilizadas) constitui um dos pilares para a implantagdo de processos comercialmente
viaveis. Nesse contexto, as enzimas imobilizadas devem apresentar estabilidade elevada
o suficiente para possibilitar tal reutilizagdo (MATEOQO et al., 2007).

Vale salientar que o termo “estabilidade enzimatica” engloba dois conceitos
distintos: a estabilidade operacional e a estabilidade ao armazenamento. A estabilidade
operacional esta relacionada a capacidade que a enzima apresenta em manter sua
atividade durante a operag¢ao do sistema reacional; ou seja, estd associada ao tempo de
meia-vida da enzima imobilizada nas condi¢des de operagao, e ao nimero de reciclos em
que pode ser empregada sem perda expressiva de atividade. Em contrapartida, a
estabilidade ao armazenamento estd associada a capacidade da enzima em manter sua
atividade no periodo entre a imobilizacao e a utilizagao (LEMOS et al., 2000; CASTRO
et al., 2008). CUNHA (2011) avaliou a estabilidade a estocagem da lipase CAL-B

imobilizada em diferentes suportes poliméricos, incluindo suportes casca-nticleo de um
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copolimero de estireno e divinilbenzeno (sintetizados também no presente estudo) e
observou que tal material apresentava-se estdvel durante o periodo avaliado de

armazenamento de dois meses.

3.1.4. Lipase B de Candida antarctica (CAL-B)

Uma etapa anterior a analise sobre os possiveis efeitos provocados no desempenho
enzimatico pelo processo de imobilizagdo envolve o estudo mais detalhado sobre a
enzima a ser empregada. Dentre as diversas enzimas existentes, optou-se por estudar o
grupo das lipases. Essas enzimas sdao capazes de catalisar diversas reagdes, como as
reacoes de hidrolise, esterificagdo, transesterificagdo, alcodlise. As lipases, por
apresentarem ainda elevada atividade e seletividade, sdo aplicadas em diferentes setores,
como o alimenticio, téxtil, farmacéutico ¢ de tratamento de efluentes (FORESTI et al.,
2007; RIBEIRO et al., 2011).

Ao analisar a estrutura tridimensional das lipases, € possivel perceber a existéncia
de duas conformagdes distintas. Ha uma conformagao conhecida como “fechada”, na qual
o sitio ativo da enzima ¢ isolado do meio reacional por uma espécie de tampa (estrutura
anfipatica movel), correspondendo, portanto, a estrutura inativa da lipase. Outra
conformagdo corresponde a forma ativa (chamada de “aberta™) ¢ caracterizada pela
abertura dessa tampa e a exposi¢ao do sitio ativo da enzima para o meio reacional. As
duas estruturas coexistem em equilibrio, podendo ser afetadas pelas condi¢des reacionais.
E possivel observar a exposi¢do do sitio ativo da lipase quando a enzima é colocada em
contato com suportes hidrofobicos, por exemplo. Isso ocorre porque alguns elementos da
estrutura secundaria dessas enzimas e que cobrem o sitio ativo das mesmas, ao entrar em
contato com superficies hidrofobicas mudam sua conformacao, havendo a exposi¢do do
sitio ativo das lipases. Essa mudanga conformacional ndo ¢ observada quando outras
proteinas sao empregadas. Dessa forma, na presenca de substratos hidrofobicos ou
suportes hidrofobicos (meios aquo-restritos), por exemplo, ha tendéncia de mudanca
conformacional das lipases para sua forma aberta, havendo o aumento da atividade
enzimatica. Estudos mostram também que a adsor¢do de lipases a suportes hidrofobicos
sob condi¢des de baixa forga idnica (tais como solucado fosfato de sédio entre 5 — 100
mM), além de favorecer a imobilizacdo na forma aberta, possibilita a adsorcao

preferencial de lipases frente as demais proteinas presentes no extrato proteico (condi¢ao
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empregada no procedimento de imobilizagdo do presente trabalho) (BASTIDA et al.,
1998; FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998; MATEO et al., 2007). Esse mecanismo

de adsor¢do ¢ mostrado na Figura 51.

Adsorcdo de Proteinas a Suportes Hidrofobicos

; —_— . .
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Adsorgdo de Lipases a Suportes Hidrofobicos
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Figura 51. Mecanismo de adsor¢do de lipases a suportes hidrofobicos (Adaptado de

FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998).

A lipase B de Candida antarctica (CAL-B) é uma das lipases mais utilizadas em
biocatélise, em funcdo das elevadas estabilidade, atividade e especificidade. Pode ser
empregada em reacgoes de hidrolise e em diferentes reacdes de sintese organica, como na
producao de derivados de mio-inositol para a industria de farmacos, biodiesel no setor de
biocombustiveis, ésteres para a industria de cosméticos e até biolubrificantes. E
comercializada nas formas soluvel e imobilizada por diferentes fornecedores, dentre elas
a Novozym® 435 (CAL-B imobilizada em suportes macroporosos de ésteres butil- e
metil- metacrilicos reticulados com divinilbenzeno), comercializada pela empresa
Novozymes. Essa enzima apresenta massa molar de 33 kDa e ponto isoelétrico igual a
6,0 (UPPENBERG et al., 1994; ANDERSON et al., 1998; PALOMO et al., 2002;
HANEFELD et al., 2009). Como a principio o suporte ndo apresenta cargas na superficie,
espera-se que apenas interacdes hidrofobicas estejam envolvidas na interacdo entre a

enzima empregada e os suportes sintetizados.

127



Capitulo IIT — Imobiliza¢do Enzimatica

E importante mencionar que ainda hoje ndo ha um consenso em relagio a estrutura
tridimensional da CAL-B: alguns estudos mencionam que a enzima apresenta uma
pequena tampa na entrada do sitio ativo; outros trabalhos descrevem que um canal
tortuoso precede o centro ativo (UPPENBERG et al., 1995; LUTZ, 2004; HANEFELD
et al., 2009). Apesar da falta de consenso quanto a estrutura da lipase, 0 mecanismo de
ativacdo interfacial da CAL-B ¢ descrito em inumeros estudos da literatura

(FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998; PALOMO et al., 2002; MATEO et al., 2007).

3.1.5. Interacgdao entre Enzimas e Suportes no Processo de Imobilizacdo

No processo de imobilizagdo, a interacao existente entre a enzima de interesse € 0
suporte selecionado ¢ de extrema importancia, resultando em um biocatalisador (uma
enzima imobilizada) com propriedades de natureza quimica, mecanica, bioquimica e
cinética especificas (TISCHER e KASCHE, 1999; CASTRO et al., 2008; SHELDON e
van PELT, 2013). Nesse contexto, o desempenho final do biocatalisador produzido ¢
funcdo de uma série de fatores, que incluem desde as caracteristicas da enzima a ser
empregada no meio reacional, o método de imobilizacgdo utilizado, até as propriedades
fisico-quimicas do suporte, a propria configuragao do reator em que o biocatalisador sera
utilizado (por exemplo, reator em leito fixo ou leito fluidizado) e os fendmenos de
transferéncia massa envolvidos durante a operagao do sistema reacional (KLIBANOV,
1979; TISCHER e KASCHE, 1999).

Ao considerar especificamente as propriedades enzimadticas, alguns pardmetros
precisam ser destacados: o volume e a massa molar da enzima; flexibilidade
conformacional requerida durante a reagdo de catdlise; ponto isoelétrico da enzima;
grupamentos funcionais presentes na superficie; estabilidade nas condigdes de
imobilizagdo; presenga de regides hidrofobicas e hidrofilicas; necessidade de aditivos na
etapa de preparacio da solucdo enzimatica; concentragio de enzima utilizada (BALCAO
et al., 1996). Vale ressaltar que alguns estudos mostraram o aumento da atividade de
lipases apOs a imobiliza¢do, principalmente quando suportes hidrofobicos foram
empregados, muito provavelmente em funcdo da maior exposicdo do sitio ativo da
enzima, mecanismo detalhando na se¢éo anterior (BALCAO et al., 1996; FERNANDEZ-
LAFUENTE et al., 1998; MATEO et al., 2007).
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Especificamente em relagdo aos suportes utilizados, algumas caracteristicas
também devem ser avaliadas: tipo do suporte empregado (organico ou inorganico); area
especifica; porosidade; tamanho de particula; a possibilidade de haver interagdes ndo
especificas entre o substrato e o suporte; estabilidade quimica e mecanica; custo de
producado; insolubilidade no meio reacional; resisténcia a contaminagdes microbianas;
estabilidade térmica; didmetro médio de poros adequado para permitir o acesso de
enzimas e de substratos a area interna do suporte (no caso do emprego de suportes
porosos); a depender da enzima, a natureza hidrofébica (ao considerar a imobilizagdo de
lipases, por exemplo) ou hidrofilica (alguns suportes hidrofébicos provocam a diminuig¢ao
da estabilidade e da atividade de algumas enzimas imobilizadas) (CASTRO et al., 2008).

Além disso, muitas vezes pode ser conveniente que 0s suportes apresentem
grupamentos funcionais na superficie, aumentando a interagdo com determinas enzimas
e permitindo, em alguns casos, a realizagdo da imobilizacdo por ligacdo covalente
(HANEFELD et al., 2009). Ao considerar especificamente as interagdes de carater
covalente, além de todas as caracteristicas expostas anteriormente, o suporte deve
apresentar também elevada densidade superficial de grupamentos reativos, favorecendo
a interagcdo com as enzimas e resultando em ligag¢des (enzima-suporte) estaveis por longos
periodos. Dentre os diferentes grupamentos reativos, os grupamentos funcionais do tipo
epoxido e glioxila sdo mais comumente empregados (MATEO et al., 2007; HANEFELD
et al., 2009). Apenas para ilustrar esse tipo de interacao por ligagao covalente, ¢ mostrada
a Figura 52. E importante mencionar que muitas enzimas ativas requerem adequada
flexibilidade conformacional durante o processo catalitico. Assim, espacadores podem
ser usados entre a enzima e o suporte, objetivando aumentar a mobilidade enzimatica e,

consequentemente, sua atividade (CAO, 2005).

.af:’ff}’_";;q _|/ FE‘_‘ )\,,Hxl,/ 7_
O \_/ O e

Figura 52. Mecanismo de imobilizacao enzimatica por ligacao covalente (Adaptado de

HANEFELD et al., 2009).

Além do que foi apresentado, as propriedades do meio reacional também precisam

ser consideradas, como a composi¢ao, viscosidade, pH, natureza do solvente, for¢a idnica
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do meio. Além disso, ainda precisam ser avaliados o tipo de interacdo proteina-suporte

existente no processo de imobilizacdo, o tempo de imobilizacdo, a temperatura do meio

reacional, a velocidade de agitacdo do meio, a probabilidade de ocorrer uma possivel

inibicdo enzimatica e precipitagdo de produtos, e a existéncia de possiveis limitagdes

difusionais. Vale salientar que a condi¢do ideal de cada um desses parametros depende
de cada processo de imobilizacdo especificamente (TISCHER e KASCHE, 1999;
CASTRO et al., 2008; HANEFELD et al., 2009). A Figura 53 sintetiza os inlimeros

fatores envolvidos no processo de imobilizagao e apontados ao longo desta secao como

responsaveis pelo desempenho do biocatalisador: as propriedades intrinsecas da enzima

e do suporte, a interacdo existente entre a enzima e o suporte, o0 método de imobiliza¢ao

e a forma de operagdo do sistema no qual o biocatalisador sera utilizado (CASTRO et al.,

2008).

Enzima Suporte

Propriedade Bioquimica

Caracteristicas Quimicas

Tipo de reacao e cinetica

Propriedades Mecanicas

Metodo de Imohilizacio

Efeitos de Transferancia

de Massa

Estabilidade Operacional

Desempenho

Produtividads (kg produta). U )

Crantidade dz Enzima (U ks produta)” }

Figura 53. Fatores que afetam o desempenho do biocatalisador (Adaptado de TISCHER
e KASCHE, 1999; CASTRO et al., 2008).

Diferentes materiais podem ser empregados como suporte para a imobilizagado

enzimatica, incluindo materiais inorganicos, como

silica, zeolitas, alumina e
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hidroxiapatita, pois sdo geralmente estaveis termicamente € mecanicamente, nao sao
toxicos e sdo resistentes a presenca de solventes organicos € a ataques microbianos.
Polimeros naturais, como quitina, agarose, quitosana, gelatina, dextrana e celulose, e
polimeros sintéticos, como poliacrilamida, poli(alcool vinilico), poliestireno, dentre
outros, também podem ser utilizados. Os suportes poliméricos apresentam algumas
desvantagens, como menor estabilidade térmica; restri¢des a determinadas faixas de pH;
baixa estabilidade na presenca de solventes; e baixa resisténcia a contaminagdes
microbianas. Contudo, ainda assim os polimeros organicos sdo os materiais mais
largamente empregados nos processos de imobilizacdo (KAHRAMAN et al., 2007;
RESHMI et al., 2007; HANEFELD et al., 2009).

Dessa forma, inimeros avangos estio sendo realizados para o desenvolvimento de
novos polimeros sintéticos, uma vez que sdo em geral de facil preparacao e apresentam
usualmente baixo custo de preparo. Além disso, algumas de suas caracteristicas podem
ser manipuladas, de forma a viabilizar a melhor interagdo entre a enzima e o suporte,
como composi¢do, porosidade, tamanho de particula e funcionalidade na superficie
desses materiais, possibilitando o estabelecimento e o controle de interagdes especificas
entre enzima e suporte (KAHRAMAN et al., 2007; BESTETI, 2009).

Por tudo que foi apresentado, ¢ possivel notar que ndo ha um procedimento
adequado unico de imobiliza¢do valido para todas as enzimas. A depender do suporte
utilizado no processo de imobilizagdo, o biocatalisador pode apresentar uma atividade
especifica. Assim, almeja-se desenvolver para cada tipo de enzima estudada e para cada
meio reacional, um suporte especifico e com as caracteristicas mais apropriadas para
resultar em um biocatalisador com o melhor desempenho. Esta éarea, conhecida
genericamente como Engenharia de Suportes, ¢ pouco desenvolvida no Brasil, o que

refor¢a a importancia do estudo realizado.

3.1.6. Suportes Poliméricos Empregados na Imobilizagcdo Enzimdtica

Como pode ser percebido ao longo deste capitulo, diversos estudos estdo sendo
realizados com o objetivo de imobilizar diferentes enzimas em suportes com
caracteristicas especificas, visando a determinadas aplica¢des. Na literatura cientifica sao
encontrados trabalhos que descrevem o processo de imobilizagdo em materiais organicos,

inorganicos € em materiais inorganicos recobertos com componentes poliméricos,
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buscando obter biocatalisadores mais ativos e estaveis (KAHRAMAN et al. 2007;
RESHMI et al. 2007).

Nos ultimos anos tem emergido uma area conhecida por nanobiocatalise, que
envolve a interagdo de materiais em escala nanométrica e da biotecnologia, englobando
também processos de imobilizagdo enzimatica em nanomateriais. Tem sido explorada a
utilizagdo de nanofibras, nanocarreadores mesoporosos € nanocapsulas para esse fim. Os
nanobiocatalisadores vém sendo aplicados em diferentes reagdes cataliticas, apresentando
desempenhos promissores em processos distintos (MISSON et al., 2015; CIPOLATTI et
al.,2016). Nesse contexto, também ¢ grande o destaque que vem sendo dado aos suportes
formados por nanoparticulas magnéticas (geralmente, nanoparticulas de silica contendo
nicleo de 6xido de ferro e grupamentos funcionais na superficie). Esses materiais
destacam-se por apresentar elevada area especifica, serem nao porosos (o que facilita os
mecanismos de transferéncia de massa, reduzindo possiveis efeitos de limitacao
difusional, geralmente presentes em materiais porosos) e sdo de facil separagdo, apesar
de serem obtidos em escala nanométrica (SHELDON e van PELT, 2013; CIPOLATTI et
al., 2016; MEHRASBI et al., 2017). No entanto, uma grande desvantagem desses
processos € a alta exposi¢do enzimatica ao meio reacional, impossibilitando a formagao
de microambientes, muitas vezes benéficos, nas proximidades da enzima imobilizada
(MATEO et al., 2007).

Ao analisar a literatura cientifica que aborda especificamente imobilizacdes de
lipases a suportes poliméricos, percebe-se que um numero expressivo de estudos ¢
realizado nessa area (CUNHA et al. 2008; CUNHA et al., 2009; SAY et al., 2011; TAI
et al., 2012; LIU et al., 2013). Dessa forma, objetivando direcionar um pouco mais a
discussao para a enzima utilizada no presente trabalho, o foco principal desta se¢do serd
dado aos estudos que empregam suportes poliméricos no processo de imobilizacdo da
enzima utilizada no presente estudo, lipase B de Candida antarctica (CAL-B). A seguir
serdo apresentados alguns dos trabalhos encontrados sobre esse assunto na literatura.

ARROYO et al. (1998) estudaram a imobilizagdo da CAL-B em diferentes
suportes por ligacao covalente, avaliando a estabilidade de tais biocatalisadores. Para isso,
foram empregadas resinas de Sepharose (suporte a base de agarose, um polissacarideo)
ativadas com grupamentos do tipo epoxido. Os resultados encontrados foram comparados
aos obtidos quando suportes a base de alumina e silica foram empregados. Pode-se

observar o aumento pronunciado na estabilidade dos biocatalisadores produzidos, quando
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ligacdes covalentes entre enzima-suporte eram estabelecidas, tendo sido observadas
inclusive mudangas no mecanismo de desativacao.

Outro estudo realizado buscou avaliar a adsor¢do de lipases, incluindo a CAL-B,
em diferentes suportes poliméricos, como o suporte octadecil-Sepabeads (suporte a base
de polimetacrilato, funcionalizado com grupamentos octadecila), glutaraldeido-agarose
(suporte a base de um polissacarideo, funcionalizado com grupamento glutaraldeido) e
glioxil-agarose (suporte a base de um polissacarideo, funcionalizado com grupamento
glioxila). Diferentes metodologias de imobilizagdo foram conduzidas, sendo
determinados os desempenhos dos diferentes biocatalisadores produzidos. Os resultados
mais promissores quanto a atividade da enzima imobilizada e a estabilidade (térmica e a
presenga de solventes) foram obtidos a partir da adsor¢do fisica das lipases ao suporte
hidrofobico octadecil-Sepabeads, muito provavelmente em fungao da estrutura aberta da
lipase ser mais ativa e estavel (PALOMO et al., 2002)

TORRES et al. (2006) estudaram a sintese de diferentes biocatalisadores,
empregando a lipase B de Candida antarctica como enzima de interesse € um suporte de
agarose recoberto com polietilenoimina. Percebeu-se que tais biocatalisadores exibiam
diferentes atividades e seletividades, a depender da condi¢ao de imobilizacdo empregada,
em funcdo de possiveis mudangas conformacionais na estrutura da enzima provocadas
pelas diferentes metodologias de imobilizagao.

CHEN et al. (2007a) estudaram o efeito do tamanho de particulas de
poli(metacrilato de metila) na imobilizagdo da CAL-B, avaliando o rendimento de
imobilizacdo, a fragdo de sitios ativos e o desempenho da enzima imobilizada na sintese
de poliésteres. Foi possivel observar, entdo, que quanto menor era o tamanho das
particulas, maior era a quantidade de proteina adsorvida e maior era a conversao obtida
na geragdo do poliéster, apesar da diminuicao observada na fragdo de enzima ativa.

Outro trabalho foi realizado buscando avaliar os efeitos do diametro médio de
particulas e didmetro médio de poro no processo de imobilizagdo da enzima CAL-B.
Particulas poliméricas porosas de poliestireno foram empregadas. Dessa forma,
observou-se que a enzima selecionada apresentava enorme afinidade pelo suporte
polimérico, sendo adsorvida com pronunciada rapidez. Notou-se que a fracao de enzima
ativa na forma imobilizada ndo dependia do tamanho das particulas poliméricas nem do

diametro de poros, ao menos para a faixa estudada. Foi possivel perceber também que
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havia um aumento na velocidade da catalise com o aumento do diametro de poros do
suporte, considerando uma mesma quantidade de enzima adsorvida (CHEN et al., 2007b).

CHEN et al. (2008) estudaram a imobilizagdo por ligagdo covalente da enzima
CAL-B em microparticulas porosas comerciais de poli(metacrilato de metila) ativadas
com grupamentos do tipo epdxido na superficie. Para efeito comparativo, foram
empregadas nanoparticulas ndo porosas com nucleo de polidivinilbenzeno e casca de
poli(metacrilato de glicidila). O biocatalisador sintetizado a partir das nanoparticulas
apresentou maiores atividades. Além disso, foi possivel observar que as enzimas
imobilizadas por ligagdo covalente, em relagdo as imobilizadas por adsorcao fisica,
puderam ser reutilizadas com menor perda de atividade em um numero maior de reciclos.

TORRES et al. (2008) empregaram biocatalisadores distintos em reagdes de
acetilagao da vitamina E. Tais biocatalisadores foram obtidos por meio da imobilizagao
da lipase B de Candida antarctica, CAL-B, em diferentes suportes: suporte a base de
polimero biodegradavel, Purasorb (poli(acido latico-co-glicdlico)); uma resina de troca
i06nica, Lewatit (copolimero de metacrilato de metila e divinilbenzeno, contendo
grupamentos funcionais na superficie); Accurel EP 100 (polipropileno). As taxas de
reacdo mais elevadas foram obtidas quando o Accurel foi empregado como suporte,
provavelmente em fun¢do da maior porosidade.

Em outro estudo foi realizada a imobilizagdo da CAL-B em um suporte polimérico
macroporoso de poli(metacrilato de glicidila-co-dimetacrilato de etilenoglicol), sendo
avaliados os efeitos do didmetro médio de poro e do tamanho das particulas poliméricas
no processo de adsor¢do da lipase e nas atividades de hidrolise (hidrolise do acetato de p-
nitrofenila) e de sintese (reacdo de polimerizag¢do por abertura do anel da e-caprolactona)
da enzima imobilizada. Os suportes foram produzidos a partir de uma reagdao de
polimerizacdo em suspensao. Foi possivel observar que, sob condigdes de imobilizagao
especificas, a maior parte das enzimas se ligou covalentemente ao suporte. Observou-se
também que, na condi¢do 6tima de imobilizac¢do, a diminui¢cdo do tamanho de particulas
provocava a diminui¢ao na quantidade de proteina adsorvida e aumento nas atividades de
hidrdlise e de sintese. Notou-se ainda que o aumento do didmetro de poro e da area
especifica das particulas resultava em maiores atividades de hidrodlise e de sintese do
biocatalisador (MILETIC et al., 2009).

MILETIC et al. (2010) estudaram a imobilizagio da lipase B de Candida

antarctica em nanoparticulas de poliestireno, sintetizadas a partir de um processo de
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nanoprecipitacdo. Foi avaliada a influéncia do pH da solu¢do tampao, utilizada no
processo de imobilizagdo, tanto no rendimento de imobilizagdo quanto na atividade da
enzima imobilizada. Pdde-se perceber que a quantidade total de enzima adsorvida era
independente do pH do processo de adsorcao. Foi possivel observar também que, em
fun¢ao da conformacao enzimatica durante a imobiliza¢ao, a maior atividade de hidrolise
do biocatalisador era obtida quando o processo de imobilizagdo era realizado em
condi¢des proximas ao ponto isoelétrico da enzima (6,8).

A CAL-B também foi empregada em reacdes de transesterificagao de
triglicerideos em sistemas continuos, estudo este realizado por SEVERAC et al. (2011).
O desempenho da enzima comercial Novozym 435 foi comparado ao da enzima CAL-B
imobilizada no suporte comercial Accurel. As maiores atividades cataliticas foram
encontradas quando o suporte Accurel foi utilizado, em funcdo de seu carater mais
hidrofobico, o que reduzia possiveis inibi¢cdes por produto causadas por uma adsor¢ao
mais intensa de glicerol aos suportes mais hidrofilicos.

HERNANDEZ et al. (2011) empregaram particulas comerciais porosas a base de
poli(estireno-co-divinilbenzeno) para a imobilizacdo da lipase CAL-B. Os suportes
avaliados apresentaram elevada capacidade de adsorcao de proteina e as atividades das
enzimas imobilizadas também foram expressivas. Dessa forma, os suportes analisados,
além de mais baratos, se mostraram bastante promissores quando comparados a outros
suportes recomendados para a imobilizagdo enzimatica.

BARBOSA et al. (2012) imobilizaram a lipase CAL-B em suportes de agarose
(suporte a base de polissacarideos) funcionalizados com grupamentos do tipo aldeido e
amina na superficie. A partir do tratamento prévio de alguns suportes com glutaraldeido,
foi possivel perceber que, a depender das condi¢des de imobilizagao (forca id6nica do meio
e presenga de surfactantes), tal componente conferia as particulas a possibilidade de
interagir sob diferentes formas com a enzima empregada por adsorcdo fisica, ligagdo
covalente e ligagdo iOnica. Para cada um dos biocatalisadores produzidos, foram
observadas atividades enzimadticas diferentes e enatiosseletividades distintas.

A lipase B de Candida antarctica também foi adsorvida em uma nova resina
acrilica, ECR 1030 (um copolimero de divinilbenzeno e metacrilato). Este suporte
mostrou-se ser mais estdvel mecanicamente que outros polimeros empregados para
imobilizacdo desta lipase, inclusive em relagdo a resina utilizada para sintese do

biocatalisador Novozym 435. Foi possivel observar também, para a enzima imobilizada
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produzida, um elevado rendimento de imobilizacao e uma atividade catalitica proxima da
encontrada para o biocatalisador comercial. Diferentes materiais poliméricos foram
produzidos até que a composicao 6tima fosse alcangada, resultando na resina ECR 1030.
Contudo, a metodologia empregada para a sintese de tais suportes nao foi mencionada
(BASSO et al., 2013).

POPPE et al. (2013a) avaliaram o desempenho da CAL-B imobilizada em
suportes de poli(estireno-co-divinibenzeno) em reagdes de transesterificacdo. Os
resultados obtidos foram comparados aos encontrados para a enzima comercial Novozym
435. Ambos os biocatalisadores apresentaram elevada estabilidade, podendo ser
reutilizados em oito ciclos; resultado que estimula o emprego de ambos em sistemas de
larga escala. Reacdo similar foi estudada por POPPE ef al. (2013b), mas com o emprego
de biocatalisadores obtidos a partir da imobilizagdo da enzima por ligacao covalente ao
suporte Immobead 150 (suporte polimérico a base de metacrilatos) funcionalizados com
grupamentos do tipo aldeido na superficie. A eficiéncia catalitica associada a sintese dos
¢ésteres metilicos de acidos graxos foi elevada quando a enzima utilizada foi a CAL-B,
estimulando a realiza¢do de estudos mais aprofundados para a otimizagdo da reagdo de
sintese de biodiesel.

ALVES et al. (2014) compararam o desempenho da CAL-B imobilizada em uma
resina comercial a base de poli(estireno-co-divinilbenzeno) com o da enzima comercial
Novozym 435 para a sintese de acetato de butila. Percebeu-se que o emprego do ultrassom
resultou em aumento da estabilidade ¢ da atividade enzimatica, em fun¢ao da melhor
homogeneidade do meio e das menores tensdes mecanicas. Além disso, as taxas de reagdo
obtidas para os biocatalisadores sintetizados foram mais pronunciadas que as observadas
para enzima imobilizada comercial.

TACIAS-PASCACIO et al. (2016) empregaram diferentes biocatalisadores
enzimaticos em reagdes de hidrolise de diferentes substratos. Foram utilizados diferentes
suportes comerciais poliméricos: LifetechTM ECR1061M (polimero a base de estireno e
comondmero metacrilico); LifetechTM ECR8804M (polimero a base de metacrilato de
octadecila); LifetechTM ECR8806M (polimero a base de metacrilato de octadecila);
LifetechTM ECR1090M (polimero a base de metacrilato de octadecila); LifetechTM
ECR1030M (polimero a base de divinilbenzeno e comondmero metacrilico). Quatro
lipases distintas foram estudadas (RML - Lipase de Rhizomucor miehei; TL — Lipase de
Thermomyces lanuginosus; CAL-A e CAL-B - formas A e B da lipase Candida

136



Capitulo IIT — Imobiliza¢do Enzimatica

antarctica) ¢ a fosfolipase (LU — Lecitase Ultra). Os desempenhos dos biocatalisadores
produzidos foram comparados aos dos biocatalisadores comerciais (quando disponiveis:
TL-IM, RM-IM e Novozyme 435). Notou-se que, para cada rea¢do, havia um par enzima-
suporte que resultava no biocatalisador mais ativo.

TACIAS-PASCACIO et al. (2017) realizaram um estudo semelhante ao
apresentado anteriormente, empregando biocatalisadores enzimaticos similares em
reacdes de sintese de biodiesel. Foi percebido que, a depender do meio reacional, os
biocatalisadores apresentavam desempenhos distintos. Para um meio reacional sem
solvente, por exemplo, o biocatalisador mais ativo foi sintetizado a partir da imobilizagao
da TLL em suportes a base de estireno e metacrilato.

Particulas a base de resina metacrilica funcionalizadas com grupamentos
octadecila também foram empregadas como suporte para imobiliza¢ao da lipase CAL-B
(BASSO et al., 2016). Os biocatalisadores produzidos exibiram elevadas atividades.
Foram sintetizados também biocatalisadores bastante ativos ao empregar as lipases de
RM e TL. Assim, foi atribuido aos grupamentos funcionais octadecila o desempenho
satisfatorio dos biocatalisadores produzidos

Com base em todos os estudos descritos, ¢ possivel notar que, com excecao dos
trabalhos realizados por CHEN et al. (2008) e MILETIC et al. (2009, 2010), a forma com
que os suportes foram sintetizados nao foi descrita. Os suportes empregados nos
diferentes trabalhos foram obtidos comercialmente por compra ou por doagdo, nao

havendo qualquer detalhamento sobre o procedimento usado para a sintese dos mesmos.

3.1.7. Suportes Poliméricos Sintetizados a partir do Processo de
Polimerizacdo em Suspensdo-Emulsao Empregados na Imobilizacdao

Enzimatica

Ao analisar as pesquisas descritas na literatura em que particulas com morfologia
casca-nucleo foram empregadas para a imobilizacdo de lipases, percebe-se que um
numero reduzido de estudos publicados anualmente, como mostrado na Figura 54 (obtida
por meio de site Web of Knowledge, empregando como palavras-chave Ilipase,

immobilization e core-shell.
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Figura 54. Trabalhos publicados na literatura cientifica, de acordo com a base de dados

Web of Knowledge (2017), usando as palavras-chave lipase, immobilization e core-shell.

PINTO et al. (2004) foram os pioneiros a empregar as particulas com morfologia
casca-nucleo sintetizadas por meio da polimerizagcao em suspensao e emulsao simultaneas
para a suportacdo de células e de compostos enzimaticos. E preciso destacar que a
produgdo de suportes enzimaticos a partir da tecnologia desenvolvida por LENZI (2002)
e LENZI et al. (2003) ¢ vantajosa, pois possibilita a sintese de particulas porosas, em uma
Unica etapa reacional, de dimensdes micrométricas e funcionalizadas com componentes
especificos na superficie, permitindo maior interagdo com a enzima, a depender das
caracteristicas intrinsecas de cada enzima a ser imobilizada. A partir destes estudos,
inimeros trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério EngePol (Laboratério de
Engenharia de Polimerizacdo) em parceria com o Laboratorio LABIM (Laboratorio de
Biotecnologia Microbiana), objetivando produzir biocatalisadores promissores e
estimulando a area de Engenharia de Suportes no pais.

Um estudo subsequente foi realizado por FIGUEIREDO et al. (2005), em que foi
avaliada a aplicagdo de diferentes suportes (a hidroxiapatita; um copolimero de estireno
e divinilbenzeno; particulas com morfologia casca-nucleo) para a imobilizacdo da
lisozima, objetivando efetuar a separagdo desta enzima de uma mistura proteica. Foi
possivel notar maior adsor¢do da proteina quando a hidroxiapatita foi utilizada. Contudo,
os resultados obtidos com o emprego dos suportes casca-nucleo foram bastante
satisfatorios, uma vez que adsorveram quantidades elevadas de enzima, além de
apresentarem baixo custo de producdo e serem facilmente funcionalizados.

O trabalho desenvolvido por BESTETI (2011) envolveu a produ¢ao de diferentes
suportes com morfologia casca-ntcleo a partir da técnica de polimerizagao em suspensao

e emulsdo simultaneas, apresentando diferentes composi¢cdes no nucleo e na casca. Os
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mondmeros empregados foram metacrilato de metila, estireno, acetato de vinila e
divinilbenzeno. Em muitas reagdes foi adicionado o componente divinilbenzeno, que
provoca a reticulacdo das cadeias poliméricas, resultando em particulas com dareas
especificas mais pronunciadas e menores didmetros de poro. Em seguida, BESTETI
(2011) e CUNHA (2011) empregaram tais suportes para imobilizacao da lipase comercial
CAL-B e avaliaram o desempenho dos biocatalisadores, determinando as atividades de
hidrolise e esterificacdo. Foi possivel observar que os biocatalisadores obtidos por meio
da utilizacdo de suportes com nucleo e casca de poli(estireno-co-divinilbenzeno)
apresentaram valores de atividade de hidrolise e de esterificagdo proximos ao valor da
enzima comercial, Novozym® 4335, e superiores aos obtidos nas imobilizacdes realizadas
no suporte comercial Accurel® MP1000.

BESTETI et al. (2014a) descreveram a imobilizagao da CAL-B em suportes com
morfologia casca-nucleo a base de metacrilato de metila, estireno e cardanol, obtidos por
meio da técnica de polimerizagdo em suspensdo e emulsdo simultineas. Os
biocatalisadores produzidos apresentaram desempenho mais satisfatorio que a enzima
imobilizada no suporte comercial, Accurel MP 1000. Além disso, os suportes que
possuiam na casca um copolimero de estireno e cardanol foram os que apresentaram
maiores atividades de hidrolise, muito provavelmente em funcdo das longas cadeias
hidrofébicas oriundas do cardanol.

CUNHA et al. (2014) mostrou que, além das reagdes de hidrdlise e de
esterificagdo, os biocatalisadores produzidos por BESTETI (2011) poderiam ser
empregados com €xito na resolucdo cinética de derivados de mio-inositol (reagdo de
transesterificagdo). Foi observado também que, a depender da reacdo estudada, o
desempenho dos biocatalisadores dependia da matriz polimérica empregada como
suporte no processo de imobilizacao. Ao considerar as rea¢des de hidrélise, por exemplo,
o suporte com casca e nucleo de poli(metacrilato de metila-co-divinilbenzeno) resultaram
em biocatalisadores com atividades mais expressivas que os preparados com o suporte
comercial Accurel MP 1000. Por outro lado, as maiores atividades de esterificacao foram
obtidas quando suportes com casca e nucleo de poli(estireno-co-divinilbenzeno) foram
empregados. Com relagdo a resolugao cinética de derivados de mio-inositol, os resultados
de conversdo total e de excesso enantiomérico foram semelhantes para os trés suportes
mencionados. Contudo, os suportes casca-nlicleo originaram biocatalisadores com

atividades iniciais mais pronunciadas.
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PINTO (2013) e PINTO et al. (2014) avaliaram a influéncia da morfologia das
particulas poliméricas casca-nlicleo nos parametros de imobilizagdo da lipase B de
Candida antarctica e nas atividades de hidrolise (utilizando laurato de p-nitro fenila,
como substrato) e de esterificacdo (usando acido oleico e etanol, como substratos) dos
biocatalisadores produzidos. Observou-se que para uma carga proteica inicial, havia uma
area minima necessaria para que toda a enzima fosse adsorvida. Além disso, em fungao
de limitagdes difusionais, o aumento da area especifica dos suportes era acompanhado
por uma queda na atividade hidrolitica dos biocatalisadores produzidos. No entanto, ao
analisar a atividade de esterificagdao, pdde-se notar que o aumento da area especifica era
acompanhado pelo aumento da atividade catalitica, em fun¢do da maior quantidade de
enzima retida ao suporte e da menor relevancia das resisténcias difusionais neste tipo de
reacdo. Modelos empiricos também foram desenvolvidos, descrevendo as atividades de
hidrdlise e de esterificagdo do biocatalisador em funcao das caracteristicas morfoldgicas
dos suportes: didmetro médio de poro, volume especifico de poros e area especifica. Vale
ressaltar que a presenca de efeitos difusionais, conformacionais e estereoquimicos
dificulta a modelagem desses sistemas.

CIRILO et al. (2014) produziram diferentes suportes casca-nicleo, empregando
na composi¢cdo da casca diferentes comondmeros de cadeia longa (benzoato de vinila,
estireno, divinilbenzeno, cardanol, 1-octeno). Tais resinas também foram utilizadas para
a imobilizagdo da CAL-B. Foi possivel perceber que, para as reagdes de hidrolise,
aparentemente houve uma regido de minima atividade do biocatalisador, ao avaliar a
influéncia do aumento do grau de hidrofobicidade dos suportes. No entanto, ao analisar
as atividades de esterificacdo, o aumento do grau de hidrofobicidade dos polimeros era
acompanhado pelo aumento da atividade do biocatalisador correspondente. Os
comportamentos observados resultaram possivelmente de dois efeitos antagonicos que
afetam o desempenho do biocatalisador: maior exposi¢do do sitio ativo das enzimas (em
suportes hidrofobicos) ou menor exposi¢do (em suportes hidrofilicos); presenca mais
significativa de limita¢des difusionais (em reagdes de hidrélise) ou menos expressiva (em
reacoes de esterificacdo). Assim, percebeu-se que o desempenho dos biocatalisadores
produzidos dependia nao s6 da morfologia e da composicao dos suportes empregados na
imobilizacdo da enzima, mas também da composi¢do do proprio meio reacional onde

seria empregado.
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MANOEL (2011), MANOEL (2014) e MANOEL et al. (2016a) estudaram a
sintese de biocatalisadores, empregando as particulas com morfologia casca-nucleo
desenvolvidas por BETETI (2011) e a enzima comercial lipase B de Candida antarctica.
Foi estudada também a imobilizagdo da CAL-B expressa em Pichia pastoris (LIPB)
(enzima desenvolvida no Laboratorio de Biotecnologia Microbiana) nos suportes casca-
nucleo. Tais biocatalisadores foram empregados na resolu¢do cinética de diferentes
derivados de mio-inositol. Dentre os suportes avaliados, os biocatalisadores produzidos a
partir das particulas casca-nticleo de poli(estireno-co-divinilbenzeno) destacaram-se
frente aos demais analisados, apresentando resultados promissores de conversdo e
excesso enantiomérico, sendo empregados em até 12 ciclos de reagdo sem perda
significativa de atividade. Os biocatalisadores produzidos apresentaram resultados mais
promissores que os encontrados para a Novozym 435 (resultou em menor excesso
enantiomérico € menor estabilidade em relacao ao namero de reciclos).

MANOEL et al. (2016b) empregaram diferente suportes a base de estireno e
divinilbenzeno (reagcdes que foram descritas na Se¢do 2.3.1) para imobilizacdo de trés
lipases distintas: CAL-B, RML e TLL. O desempenho dos biocatalisadores produzidos
foram comparados aos correspondentes biocatalisadores comerciais (Novozym 435
(CAL-B), Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM). Foi possivel observar que os
biocatalisadores sintetizados apresentaram atividades de hidrolise mais expressivas que

os biocatalisadores comerciais, empregando diferentes substratos.

3.1.9. Comentarios Finais

Por tudo o que foi apresentado, ¢ possivel notar a enorme abrangéncia dos
processos de imobilizagdo enzimatica, tanto em relagdo aos novos materiais
desenvolvidos, visando a sintese de novos suportes, quanto em relagdo as intimeras
enzimas estudadas e as diferentes metodologias de imobilizagcao. Contudo, sdo poucos os
trabalhos realizados especificamente na area de Engenharia de Suportes, em que um
determinado material ¢ produzido para interagir da melhor forma com uma enzima
especifica, resultando em biocatalisadores com o maximo desempenho. Nesse contexto,
com excecao dos trabalhos realizados no préoprio laboratdério, apenas trés trabalhos
sintetizaram particulas para a imobilizagdo da lipase B de Candida antarctica (CHEN et

al., 2008; MILETIC et al., 2009; MILETIC et al., 2010). Sao notorios também os avangos
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realizados na sintese de particulas com morfologia casca-nucleo, a partir da técnica de
polimerizacdo em suspensdo e emulsdo simultaneas, objetivando emprega-las em
processos de imobiliza¢do de enzimas.

Dessa forma, o presente trabalho visou a producdo de biocatalisadores
enzimaticos, avaliando sua aplicagao em reagdes de hidrdlise e reagdes de esterificagao.
A lipase B de Candida antarctica (CAL-B) comercial foi a enzima empregada ao longo
do trabalho, uma vez que ¢ uma enzima capaz de catalisar inimeras reagdes, sendo
empregada inclusive na produgdo de derivados de mio-inositol. Vale ressaltar que o
emprego da LIPB (enzima que ja estd sendo produzida em larga escala na Planta Piloto
do Laboratdrio de Biotecnologia Microbiana) como enzima de estudo ja vem sendo
realizado em estudos paralelos e t€ém apresentado bons resultados. Além disso, o método
de imobilizacao estudado foi o de adsor¢do fisica da enzima aos suportes casca-nucleo,
em fun¢do da facilidade de imobilizacdo e da obtencdo de biocatalisadores com
desempenhos promissores, como apresentado na se¢ao anterior.

Dessa forma, o presente trabalho constitui um tema de significativa relevancia
tecnologica e cientifica. Além disso, por apresentar uma aplicacao direta em diferentes
setores (como industria de farmacos, alimentos, cosméticos), ¢ também de grande
interesse comercial, o que corrobora a necessidade de estudar o escalonamento de tais

Processos.

3.2. Materiais e Metodologias

O objetivo desta secdo ¢ descrever a etapa de imobilizacao da lipase B de Candida
antarctica (CAL-B). Para isso, sdo apresentados os materiais usados e as metodologias
empregadas no processo de imobilizacdo (imobilizagdo por adsor¢do fisica). Sao
mostradas também as andlises necessarias para determinagdo do desempenho dos

biocatalisadores produzidos e dos parametros de imobilizagao.
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3.2.1. Materiais

E importante mencionar que todos os reagentes empregados no processo de
imobilizacdo e de avaliacdo das atividades dos biocatalisadores foram utilizados como
recebido, sem haver qualquer etapa prévia de purifica¢do. Lipozyme® CALB , a lipase B
de Candida antarctica (CAL-B) no estado soluvel, foi fornecida pela Novozymes. O
substrato utilizado para a determinagdo das atividades de hidrolise, laurato de p-
nitrofenila (p-NPL), foi adquirido da Sigma Aldrich Ltda.com uma pureza minima de
98%. Etanol PA, fornecido pela Vetec Quimica Fina Ltda. com pureza minima de 99,8%,
foi utilizado para a lavagem dos suportes poliméricos ¢ também como substrato nas
reacOes de esterificagdo. O acido oleico com pureza minima de 98% foi fornecido pela
Vetec Quimica Fina Ltda. e foi utilizado como substrato também nas reacdes de
esterificagao.

Os suportes poliméricos com morfologia casca-nicleo foram empregados no
processo de imobilizacao nesta etapa do trabalho. Vale ressaltar que tais particulas foram
sintetizadas como descrito no Capitulo II e suas caracteristicas quimicas e morfologicas
foram apresentadas. Dentre os diferentes materiais poliméricos produzidos, alguns foram
selecionados para serem empregados como suporte na imobilizagdo da lipase CAL-B. As
caracteristicas morfoldgicas de tais suportes sdo apresentadas na Tabela 17. O suporte
comercial a base de polipropileno, Accurel® MP 1000 (chamado em algumas partes do
texto apenas de Accurel), foi fornecido por Akzo Nobel Faser AG e foi utilizado para
avaliacdo comparativa de desempenho dos biocatalisadores sintetizados. O biocatalisador
comercial, Novozym 435, também foi utilizado para comparar o desempenho dos

biocatalisadores obtidos a partir do emprego das particulas casca-nucleo.
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Tabela 17. Caracteristicas morfologicas dos suportes produzidos e utilizados no processo de

imobilizac¢do.
. Volume
Area Diametro .
Especifico de ) Angulo de
Suportes Especifica Médio de Poro
) Poros Contato (°)
(m*/g) (A)
(m*/g)
Reacdo 12: Nucleo; 1 1 1 1
P(S-co-DVB)
Reacdo 13: Casca-nucleo;
43,43 0,2 212,88 2
P(S-co-DVB)/P(S-co-DVB)
Reacao 14: Nanoparticulas;
112,95 0,4 128,04 2
P(S-co-DVB)
Reagdo 16: Casca-nucleo;
51,4 0,29 243,6 107,7+ 1,7
P(S-co-DVB)/P(S-co-DVB)
Piloto 1: Casca-ntcleo;
29,9 176,4 0,15 55,9+0,1
PMMA/PMMA
Piloto 4: Casca-nucleo;
27,0 2221 0,16 -3
P(MMA-co-DVB)/P(MMA-co-DVB)
Piloto 5: Casca-nucleo;
53 2533 0,03 105,7+ 0,8
P(S-co-DVB)/P(S-co-DVB)
Accurel 27,4 0,15 189,1 87,7 +2,1*
Novozym 435 89,3 0,51 2270 =

'Tais caracteristicas morfolégicas nio foram detectadas por meio da anélise realizada;

2 O angulo de contato de tais particulas ndo foi determinado. Contudo, como esses

suportes apresentam a mesma composi¢ao das particulas produzidas na Reagao 16, tais

materiais devem apresentar angulo de contato semelhante a 107,7°;

* O angulo de contato da amostra Piloto 4 ndo pdde ser detectado, em funcdo da baixa

resisténcia mecanica das pastilhas produzidas;

4 Dado extraido de Cunha et al. (2014);

30O grau de hidrofobicidade da Novozym 435 ndo foi determinado, pois o biocatalisador

ja havia sido produzido e as caracteristicas do suporte, muito provavelmente, ja teriam

sido alteradas com o processo de imobilizagao.
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Com relagdo especificamente as etapas de purificacdo e caracterizagdo dos
biocatalisadores produzidos, todos os reagentes e solventes utilizados apresentavam grau
analitico, incluindo: acetonitrila, adquirida da Vetec Quimica Fina Ltda., com pureza
minima de 99,9%, grau UV/HPLC (empregada no preparo da solucdo de substrato da
hidrolise); dimetilsulfoxido (DMSO) com pureza minima de 99,9%, grau UV/HPLC,
fornecido pela Tedia Company Inc. (também utilizado para preparar a solugdo de
substrato da hidrolise); fosfato de s6dio monobasico P.A. com pureza minima de 99%,
adquirido da Vetec Quimica Fina Ltda. (empregado no preparo das solucdes de tampao
fosfato 5 e 25 mM com pH=7); hidroxido de so6dio P.A. com pureza minima de 99%,
fornecido pela Vetec Quimica Fina Ltda. (usado para preparar as solu¢des aquosas de
hidréxido de sodio, empregadas para ajuste do pH da solugao tampao e como titulante no
titulador); acetona P.A. com pureza minima de 99,5%, adquirida da Vetec Quimica Fina
Ltda. (usada como solvente nas dosagens de atividade de esterificagdo); biftalato de
potassio P.A. com pureza minima de 99,5%, fornecido pela Vetec Quimica Fina Ltda.
(empregado na determinacdo para concentragdo da solug¢do de hidréxido de sodio,
utilizada como titulante).

O reagente de Bradford, usado para determinacdo da concentracdo de proteina
presente nas solugdes enzimadticas, foi fornecido pela BioRad. Uma solugdo padrdo de
BSA (2 mg/mL), também fornecida pela Bio Rad, foi empregada para constru¢ao de uma
curva de calibragdo para determinacdo da concentragdo de proteina das solucdes do
sobrenadante recolhido ao longo da imobiliza¢ido. Agua destilada foi utilizada na lavagem

dos suportes e no preparo das diferentes solugdes.

3.2.2. Metodologia

3.2.2.1. Metodologia — Imobilizacao por Adsorcdo Fisica

O procedimento de imobilizagdo por adsor¢do fisica, empregado no presente
estudo, e a definicdo dos parametros de imobilizagdo sao descritos em diversos trabalhos
da literatura (CUNHA et al., 2008; CUNHA et al., 2009; CUNHA et al., 2011; CUNHA
et al., 2014; MANOEL, 2014). Nesse contexto, uma etapa anterior ao processo de
imobilizagcdo propriamente dito envolveu a lavagem dos suportes. Esta fase visou a

eliminar possiveis resquicios de monomero residual e também a facilitar a penetracdo da
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solucdo aquosa de enzima para o interior das particulas porosas durante a imobilizagao
enzimatica. Assim, inicialmente, 10 mL de etanol eram adicionados a 1 g de suporte
polimérico seco. Apos 30 minutos, o etanol era removido e eram adicionados 10 mL de
agua destilada. Uma filtragdo (empregando-se papel de filtro fornecido pela Qualy,
gramatura 80, com poros de diametro igual a 14 um) era realizada depois de 10 min,
fazendos-e a lavagem das particulas com agua destilada abundante, para remocao do
etanol. Por fim, os suportes eram lavados com tampao de fosfato de sddio (5 mM, pH =
7,0) e mantidos a 17 °C at¢ a realizagao do procedimento de imobilizagao.

As atividades iniciais das solugdes enzimaticas, empregadas no inicio da
imobilizacgdo, foram alteradas, havendo aumento da carga proteica, a depender do suporte
empregado, como apresentado na Seg¢do 3.3. A alteracdo da atividade enzimatica inicial
baseou-se nos resultados obtidos por CUNHA (2011). Neste estudo foi observada uma
diminui¢do da retencao de atividade de hidrolise dos biocatalisadores sintetizados quando
a atividade enzimatica inicial aumentou de 100 U/gsuporte para 200 U/gsuporte, empregando-
se p-NPL como substrato e particulas de poliestireno. Possivelmente em funcio da area
especifica restrita desses suportes, camadas de enzimas foram formadas umas sobre as
outras, obstruindo parte dos sitios ativos das enzimas e provocando a queda de atividade
dos biocatalisadores, fendomeno conhecido por overcrowding (XU e DING, 2007). Uma
vez que foi possivel aumentar a area especifica dos suportes produzidos, em decorréncia
das diferentes estratégias de polimerizacdo usadas, aumentou-se a carga enzimatica
inicial e foi realizado um estudo sobre a avaliagdo da carga enzimatica maxima suportada
por tais particulas. Para isso, a solugdo de enzima comercial era diluida em diferentes
concentragdes, mostradas na Se¢do 3.3, utilizando tampao de fosfato de sddio (5 mM e
pH 7,0). Como ja foi mencionado, as imobiliza¢des foram realizadas em meio com baixa
forga i6nica (tampao fosfato de sodio SmM e pH 7,0), pois foi percebido que a velocidade
de imobiliza¢do de lipases ¢ maxima em meios sujeitos a baixa for¢a idnica frente as
demais proteinas do extrato enzimatico (FERNANDEZ-LAFUENTE, 1998).

O processo de imobilizagdo era iniciado a partir da adicdo de 10 mL de solugao
enzimatica, apresentado a atividade de hidrolise desejada, a 1 g de suporte tratado. A
imobilizacao era conduzida por 25 h, sob agitacdo suave (sistema de rolos cuja velocidade
foi de aproximadamente 36 rpm) a 4 °C. A temperatura baixa visava a evitar a possivel
desnaturacdo da enzima durante o processo de imobilizagdo. Durante o levantamento da

cinética de imobiliza¢ao da enzima (0, 0,5 h, 1 h, 3 h, 6 h, 25 h), aliquotas de 150 uL eram
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coletadas para dosagem de atividade hidrolitica da enzima ainda presente na fase aquosa
(ou seja, no sobrenadante), usando para este fim o p-NPL como substrato. Finalmente, os
biocatalisadores (enzimas ja imobilizadas) obtidos ao final das 25 h de contato eram
lavados com agua destilada (para remocao das enzimas presentes na superficie e que nao
foram adsorvidas), filtrados (empregando papel de filtro Nalgon, gramatura 80, com
porosidade de 3 pm), secos em dessecadores e armazenados na geladeira (17 °C). A
unidade experimental empregada no processo de imobilizacdo enzimatica ¢ apresentada

na Figura 55.

Figura 55. Unidade experimental empregada para a imobilizacdo enzimatica.

E importante pontuar que, para as imobilizagdes realizadas no suporte P(S-co-
DVB)/P(S-co-DVB) (Reagao 16), s6 foram analisadas as amostras referentes ao inicio e
ao término do processo de imobilizagdo. Nesta etapa, o objetivo principal era avaliar a

atividade final do biocatalisador e ndo a cinética de imobilizagao.

3.2.3. Avaliacdo de Desempenho dos Biocatalisadores Produzidos

Como mencionado anteriormente, os diversos biocatalisadores produzidos foram
avaliados quanto ao desempenho em reagdes de hidrdlise e de esterificacdo. Dessa forma,
as diferentes reagdes realizadas sdo descritas nesta secdo. O céalculo empregado para

determinagdo dos parametros de imobilizagdo, como rendimento de imobilizacdo e
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retencao de atividade, também ¢ mostrado. As metodologias utilizadas para determinagao
das cinéticas de imobilizagdo dos diferentes processos realizados também sdo
apresentadas. Vale salientar que as analises cinéticas foram realizadas, baseando-se tanto
nas atividades de hidrolise da enzima quanto na quantidade de proteina ainda presente na
forma solavel (sobrenadante) ao longo da imobilizagdo. A atividade de esterificagdo da
enzima solivel, para o acompanhamento da cinética de imobilizagdo, ndo ¢ viavel em
funcdo da impossibilidade observar a evolucdo dindmica da atividade da enzima soltvel

em meio alcoolico.

3.2.3.1. Cinética de Imobilizacdo Avaliada por Atividade Hidrolitica

A metodologia utilizada nesta etapa do trabalho baseou-se em alguns trabalhos da
literatura (CUNHA et al., 2008; CUNHA et al., 2009; CUNHA et al., 2011; CUNHA et
al., 2014; MANOEL, 2014). A cinética de imobiliza¢ao foi determinada, dosando-se a
atividade de hidrolise da enzima remanescente no sobrenadante, utilizando como
substrato o p-NFL (p-nitrofenil laurato). Essa reagao hidrolitica gera no meio reacional
um produto de coloragdo amarela, o p-nitrofenol. Assim, por meio de um método
espectrofotométrico, foi possivel determinar a quantidade de produto formada em cada
tempo de amostragem; logo, a atividade da enzima ainda presente na fase soltivel ao longo
da imobilizacao.

Inicialmente, foi construida uma curva de calibragao, relacionando as diferentes
concentragdes de p-nitrofenol em uma solugdo tampao 25 mM a 30 °C as absorvancias
correspondentes (A=412 nm). Assim, foi possivel determinar o fator de correlagao “f”
entre essas duas variaveis, que deve ser empregado nos calculos que serdo apresentados.

Vale salientar que o espectrofotometro utilizado para dosagem da atividade de
hidrélise das enzimas foi fornecido pela empresa Shimadzu, modelo UV-1800. Um banho
de aquecimento com recirculacdo e controle de temperatura (fornecido pela empresa
Etica, modelo 521-2D) foi acoplado ao espectrofotdmetro e foi utilizado para manter a
temperatura do sistema em 30 °C, temperatura em que foram realizadas as dosagens de
atividade hidrolitica.

Uma etapa anterior a dosagem da atividade enzimadtica das aliquotas envolveu o
preparo da solucdo de substrato (composto por 0,016 g de p-NFL, 10 mL de acetonitrila

e 10 mL de dimetilsulféxido). Para iniciar a dosagem, eram adicionados, entdo, a uma
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cubeta de vidro de 3 mL, 2,2 mL de solucao tampao fosfato de sodio (25 mM e pH=7,0)
e 0,25 mL da solug@o de substrato. A cubeta era acoplada ao espectrofotdometro, sendo
formada uma linha de base ap6s aproximadamente 0,5 min. Apos este periodo, 0,05 mL
da solucdo enzimatica eram adicionados a cubeta, iniciando-se a reacao. A evolucao
dinamica de cada reagao foi acompanhada a partir do grafico de absorvancia fornecido
pelo espectrofotdmetro (com A=412 nm). As andlises foram realizadas em triplicata para
cada tempo de amostragem. Vale ressaltar que, como alguns resultados apresentaram
desvio expressivo, resultando em aumento pronunciado do erro experimental, alguns
resultados foram obtidos a partir da média das duplicatas dos resultados mais proximos.

O célculo para determinagdo da atividade de hidrdlise das enzimas na forma
soluvel ¢ apresentado na Equagdo 3. E importante destacar que uma unidade de atividade
enzimatica corresponde a quantidade de enzima necessaria para catalisar a formagao de
1,0 umol de produto (no caso, p-nitrofenol) por minuto nas condi¢des operacionais

mencionadas (1 UI, Unidade Internacional, ou simplesmente 1 U).

(ﬁi) Ve f

Ay =
" v,

Equacao 3. Calculo da atividade de hidrolise da enzima solavel.

sendo: A, a atividade hidrolitica (UI/ml), que pode ser obtida em (Ul/gsuporte) caso o valor
em (Ul/ml) seja multiplicado por 10 e dividido pela massa de suporte (pois foram
utilizados aproximadamente 10 mL de solu¢dao enzimatica por grama de suporte em cada
imobilizac¢do); V7, o volume final do meio reacional (ml); f, fator obtido a partir da curva
de calibracdo do p-nitrofenol em tampao 25 mM a 30 °C; V., volume de enzima
devidamente diluida (mL); (4bs/min), o coeficiente angular da reta obtida com o avango

da reacao de hidrolise.

Para determinar um dos pardmetros de imobilizagdo, o rendimento de

imobilizagdo de cada processo de imobilizagdo, foi empregada a Equacgao 4.
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Equacao 4. Calculo do rendimento de imobilizagao.

sendo: 7, o rendimento de imobilizacdo (%); Ui, a atividade da enzima que teoricamente
foi adsorvida ao suporte (Ul/gsuporte); Ue, a atividade da solug@o enzimatica presente no
sobrenadante no inicio do processo de imobilizacao (Ul/gsuporte); Us, a atividade da enzima

presente no sobrenadante ao final do processo de imobilizacao (Ul/gsuporte).

3.2.3.2. Atividade de Hidrolise do Biocatalisador

Como mencionado anteriormente, ap0s a sintese dos biocatalisadores, a atividade
hidrolitica das enzimas imobilizadas foi analisada. Para isso, inicialmente 9 mL de
tampao de fosfato de sédio (25 mM, pH = 7,0) e 1 mL de a solugao de substrato (p-NFL)
eram adicionados a um reator. Em seguida, aproximadamente 10 mg do biocatalisador
também eram adicionados ao reator, iniciando a rea¢do de hidrélise propriamente dita.
As reagoOes foram realizadas em batelada sob agitacao suave (aproximadamente 250 rpm)
a 30 °C, sendo empregado para isso um banho térmico com controle de temperatura
(modelo 521-2D, fornecido pela empresa Etica). Aliquotas de 700 pL eram coletadas ao
longo da reacdo por aproximadamente 6 min e adicionadas a cubeta de vidro de 1 mL. A
absorvancia (A=412 nm) correspondente a cada aliquota foi novamente determinada com
auxilio do espectrofotometro (UV-1800 modelo, fornecido pela Shimadzu) operando a
uma temperatura de 30 °C (temperatura assegurada pelo acoplamento de um banho
térmico ao equipamento). Os experimentos foram realizados em triplicata.

E importante notar que uma unidade de atividade enzimética corresponde &
quantidade de enzima necessaria para produzir 1 pmol de p-nitrofenol por minuto sob as
condi¢des operacionais descritas (1 Ul ou 1 U). Também vale mencionar que a unidade
U/gsuporte € relacionada a atividade enzimatica associada a 1 g de suporte polimérico. Ja a
unidade U/gpio corresponde a atividade enzimatica de 1 g de biocatalisador (ou seja, apos
o processo de imobiliza¢do da enzima).

A determinacdo da atividade de hidrélise do biocatalisador foi realizada a partir

da Equacao 5.
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Equacao 5. Calculo da atividade hidrolitica do biocatalisador.

sendo: Aimonia, @ atividade hidrolitica do biocatalisador (Ul/gvio); V5, 0 volume final do
meio reacional (ml); £, fator obtido a partir da curva de calibragdo do p-nitrofenol em
tampao 25 mM a 30 °C; m., massa de enzima imobilizada, de biocatalisador (g);
(Abs/min), coeficiente angular da reta que descreve o avango da reagao hidrolitica,

correspondente a velocidade inicial de reagao.

A retengdo de atividade, outro parametro de imobilizagdo, pdde ser determinada
por meio da Equacao 6,

U, $100

R — imohid

a >~ teo K
U

teo

Equacéo 6. Calculo da retencdo de atividade.

sendo: R, a retencdo de atividade (%); Uimonid, @ atividade hidrolitica do biocatalisador
(Ul/gpbio); Uteo, a atividade tedrica de enzima que ficou retida ao suporte, considerando a
atividade da enzima soltivel no inicio do processo de imobilizagao e a atividade da enzima

que ainda permanece na forma soluvel ao final da imobilizagao (Ul/gsuporte).
3.2.3.3. Atividade de Esterificagdo do Biocatalisador

Os biocatalisadores também foram avaliados quanto a atividade de esterificagao,
uma vez que se objetiva empregar tais biocatalisadores para a sintese de diferentes ésteres
de interesse comercial. As reagdes foram conduzidas em modo batelada, em reatores de
vidro de 50 mL encamisados, sob agitacdo suave (aproximadamente a 250 rpm) a 40 °C.
A temperatura do meio reacional foi garantida por um banho de aquecimento fornecido
pela empresa PolyScience, modelo 911. Para a realizagdo de cada reacdo de esterificacao,
acido oleico (10,1 mL) e etanol (1,9 mL) (1 mol : 1 mol) foram utilizados como substratos.

O inicio da reacao era determinado a partir da adigdo de 0,2 g de biocatalisador ao meio
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reacional. Aliquotas de 100 puL eram coletadas ao longo da reagdo para determinacao das
atividades correspondentes (0, 10 min, 20 min, 30 min, 40 min, 60 min). A anélise de
cada ponto de amostragem foi realizada em triplicata.

A dosagem de cada amostra era iniciada apds a adicao de cada aliquota coletada
a aproximadamente 40 mL de uma mistura de etanol e acetona (1:1) (v/v). Esses solventes
sdo necessarios para extrair o acido oleico ndo consumido presente no meio reacional,
possibilitando a dosagem no titulador. Em seguida, tais amostras eram inseridas em um
titulador automatico (modelo G-20, Mettler Toledo), operando com NaOH (0,02 M),
utilizado como agente titulante. Dessa forma, era possivel fazer a determinagdo da
concentragdo de 4cido oleico presente em cada aliquota. Como o produto da reagdo de
esterificacdo era um éster, ao longo da reacgdo catalisada pelo biocatalisador ocorria a
diminuic¢ao da acidez do meio reacional, sendo determinada a atividade do biocatalisador.
As reagdes foram realizadas em triplicata.

E importante notar que uma unidade de atividade enzimética (1 UI ou 1U)
corresponde a quantidade de enzima necessaria para formar 1 umol de oleato de etila
(produto da reagdo de esterificagdo) por minuto sob as condigdes operacionais descritas.
A unidade U/gpio corresponde a atividade enzimatica de 1 g de biocatalisador (apos a
imobilizacdo enzimadtica). Para o calculo da atividade de esterificagdo foi empregada a
Equagdo 7. Vale ressaltar que a atividade da enzima imobilizada (Aimeesrer) deve ser

determinada apenas na regido linear de concentragao de produtos.

(YNaoro — Vnaont) * Cnaon * Ve * 1000
Aimoester = V. xt+m
e e

Equacao 7. Calculo da atividade de esterificagdo da enzima imobilizada.

sendo: Aimeester, @ atividade de esterificagdo do biocatalisador (Ul/gvio); Vnaomo, 0 volume
de titulante utilizado para titular a solugdo correspondente a aliquota de 0 min (mL);
Vnaom:, 0 volume de titulante utilizado para titular a solug@o correspondente a aliquota do
tempo de amostragem t (mL); Cnzon, @ concentracao real da solucao de hidroxido de sédio
apos ser padronizada com biftalato de potassio (mol/L); ¥y volume final do meio
reacional (mL); V., volume da aliquota retirada para titulacio (mL); #, tempo de

amostragem (min); m., massa de biocatalisador utilizada na reagao (g).
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3.2.3.4. Cinética de Imobilizacdo Avaliada por Concentragdo de Proteina

A cinética de imobilizagdo também pode ser monitorada usando como base a
concentragdo de proteina presente no sobrenadante durante o processo de imobilizacao.
O objetivo principal de tal anélise ¢ confirmar os resultados encontrados, baseando-se na
atividade de hidrdlise da enzima soluvel, e assim verificar se houve perda de atividade ao
longo da imobilizagao ou maior adsorc¢ao de proteina. Para isso, o conhecido método de
Bradford foi empregado (BRADFORD, 1976).

Inicialmente, uma curva de calibracdo foi montada, usando como padrio a
albumina de soro bovino (BSA) no comprimento de onda A=595 nm, sendo possivel a
determinagdo do fator de calibragdo k. Para isso, foi utilizado o espectrofotometro
fornecido pela BioTek, modelo Power Wave XS. Apos esta etapa, as aliquotas coletadas
ao longo da imobiliza¢do eram analisadas. Para a dosagem da concentracdo de proteina,
era realizada a mistura de 190 pL da solugdo de Bradford e 10 puL de cada amostra em
uma placa de acrilico. Esta placa era, entdo, conduzida ao espectrofotdmetro, onde as
leituras eram realizadas também com A=595 nm. E importante mencionar que cada
aliquota foi analisada em triplicata. Para calcular a quantidade de proteina presente em

cada ponto de amostragem foi utilizada a Equagao 8.

P=(Abs,— Abs,)*k

Equacéo 8. Calculo da concentragdo de proteina ainda presente no sobrenadante.

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

calibragdo realizada, empregando concentracdes conhecidas da proteina padrao, BSA.

Vale destacar que, para determinar a quantidade tedrica de proteina retida no
suporte polimérico, ¢ preciso apenas calcular a diferenca entre as concentracdes de
proteina (mg/mL) presentes no sobrenadante nos tempos inicial e final da imobilizagdo,
multiplicar o valor obtido por 10 e dividir pela massa de suporte, uma vez que a cada
grama de suporte polimérico sdo empregados aproximadamente 10 mL de solugdo

enzimatica.
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3.3. Resultados

Como mencionado na se¢do anterior, alguns suportes poliméricos, selecionados a
partir do estudo mostrado no Capitulo II, foram empregados no processo de imobilizacao
da enzima comercial lipase B de Candida antarctica. Esta segdo foi subdividida em trés
subsecodes. Na Se¢do 3.3.1 sao apresentados os resultados de imobilizagdo enzimatica,
empregando como suporte apenas as particulas formadoras do nucleo, as nanoparticulas
da casca polimérica e as particulas casca-nucleo propriamente ditas. Esta etapa do estudo
visou a avaliar a eficacia do emprego das particulas produzidas por polimerizagdo em
suspensao ¢ emulsdo simultaneas no processo de imobilizagao.

Na Segdo 3.3.2 foi selecionado o suporte que apresentou maiores area especifica
e porosidade dentre os suportes produzidos em escala bancada e foram avaliadas
diferentes cargas enzimaticas, objetivando avaliar a carga enzimatica maxima de
adsor¢@o no suporte e sintetizar biocatalisadores ainda mais ativos.

Por fim, na Se¢do 3.3.3 sdo apresentados os resultados da imobilizagdo enzimatica
utilizando os suportes produzidos em larga escala. Como mencionado, foram
selecionados os suportes que apresentaram composicdes distintas. Foram empregados
também o suporte comercial, Accurel, e o biocatalisador comercial, Novozym 435, para
avaliar e comparar o desempenho dos biocatalisadores sintetizados a partir do emprego

dos suportes casca-ntcleo.

3.3.1. Avaliacdo do Desempenho das Particulas Casca-Nucleo

Nesta se¢do foram empregadas como suportes as particulas formadoras do nucleo,
as nanoparticulas formadoras da casca polimérica e as particulas com morfologia casca-
nucleo no processo de imobilizagao. Sao apresentadas nas Figuras 5S6A e 56B as cinéticas
de imobilizacdo para cada uma das imobilizag¢des realizadas, baseadas nos valores de

atividade hidrolitica.
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Figura 56. Analise cinética das imobiliza¢des realizadas, baseando-se na atividade de

hidrdlise ainda presente no sobrenadante ao longo do periodo de imobilizacao: (A)

Valores absolutos (U/gsuporte); (B) Valores normalizados pela atividade enzimatica inicial.

Na Figura 56A ¢ apresentada a queda da atividade de hidrélise no sobrenadante

ao longo da imobiliza¢do enzimatica, baseando-se nos valores absolutos da atividade

hidrolitica. Na Figura 56B ¢ mostrada a mesma queda de atividade, mas os dados foram

normalizados pela atividade no inicio da imobilizagao.

Pode-se perceber primeiramente que, como esperado, as particulas do ntcleo sdo

as que adsorvem menor quantidade de enzima, uma vez que apresentam area especifica
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proxima a zero. Ainda assim, em fun¢ao das forgas de interagao existentes entre a lipase
e a superficie hidrofébica do suporte, hd adsor¢do de enzima ao longo do tempo de
imobilizacdo (atingindo 11% ao fim do processo de imobiliza¢do). As nanoparticulas
formadoras da casca adsorvem uma expressiva carga enzimatica, aproximadamente igual
a 80% da atividade inicial, uma vez que apresentam a 4rea especifica elevada, acima de
100 m?/g. Ja as particulas casca-nucleo, apesar de apresentarem area especifica inferior a
das nanoparticulas da casca, sdo as particulas que adsorvem maior carga de enzima (84%
em apenas 3 h de imobilizacdo, atingindo 98% ao final das 25h). Possivelmente, sua
estrutura porosa possibilita uma imobiliza¢do enzimatica também na regido mais interna
do suporte, dificultando a dessor¢do dessas proteinas. Em contrapartida, nas
nanoparticulas, que exibem éarea especifica mais expressiva, as enzimas estao adsorvidas
na superficie externa do suporte, estando mais expostas ao meio reacional e mais sujeitas
a dessorcao ao longo da imobilizacao.

E importante destacar que, segundo BRIGIDA (2010), a enzima comercial CAL-
B apresenta elevada estabilidade a 25°C. Dessa forma, como todas as imobilizagdes foram
conduzidas a baixas temperaturas, a queda observada na atividade enzimatica estd
associada a uma maior carga de enzima adsorvida ao suporte € ndo a desnaturagao dessa
proteina.

Andlise similar a anterior foi realizada, mas acompanhando a diminui¢do da carga
proteica no sobrenadante ao longo da imobilizagdo, como mostrado na Figura 57. Vale
destacar que no texto, muitas vezes, a palavra “proteina” ¢ representada por Ptn.

Nota-se nas Figuras 57A e 57B que os resultados obtidos corroboram a analise
anterior. As particulas do nucleo adsorvem menor quantidade de proteina,
aproximadamente 7% ao fim da imobilizagdo. Em contrapartida, o suporte que apresenta
maior adsor¢do proteica sdo as particulas casca-nticleo. E possivel observar que esses
suportes adsorvem aproximadamente 84% da carga proteica inicial em 3 h, evidenciando
a rapida cinética de imobilizag¢do nessas particulas, atingindo 91% ao final do processo
de imobilizacdo. Possivelmente, a estrutura porosa dessas particulas possibilita a adsor¢ao
proteica, mas dificulta a dessor¢do das proteinas ao longo da imobilizagdao. Dessa forma,

um estudo sobre o nivel de saturacao do suporte pela enzima estudada ¢ incentivado.
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Figura 57. Analise cinética das imobilizagdes realizadas, baseada na quantidade de
proteina ainda presente no sobrenadante ao longo da imobilizagdo: (A) Valores absolutos

(Mgpin/Lsuporte); (B) Valores normalizados pela concentragdo inicial de proteina.

Os diferentes parametros de imobilizagdo encontrados para as imobilizagdes
realizadas sdo apresentados na Tabela 18. Como apresentado nos graficos anteriores, o
rendimento de imobilizag¢do das particulas casca-nucleo foi o mais elevado, assim como
apresentou maior carga proteica retida no suporte. Observa-se também que, apesar das
particulas do nucleo polimérico apresentarem o menor rendimento de imobilizagao, elas
apresentam também a maior retencao de atividade, resultado similar ao observado por

PINTO et al. (2013). Muito provavelmente em fun¢do das elevadas taxas de reacdo
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hidrolitica e da auséncia de limitagdes difusionais nas particulas rigidas do nucleo, as
poucas enzimas adsorvidas a sua superficie estdo localizadas na regido mais externa das
particulas, mais expostas ao meio reacional e aos substratos, exibindo uma atividade
hidrolitica mais pronunciada. Nas particulas casca-nucleo provavelmente uma quantidade
expressiva de produto ¢ gerada, permanecendo na superficie do biocatalisador.

Na Tabela 18 sao mostradas também as atividades de hidrolise e de esterificacao
dos biocatalisadores produzidos. Nota-se inicialmente que as enzimas imobilizadas
exibem baixas atividades de hidrolise, principalmente quando comparadas com os valores
obtidos nas reacOes de esterificacdo. Essa baixa atividade hidrolitica é decorrente do
substrato empregado em tais reagdes, p-NFL. A atividade de hidrolise da CAL-B
comercial ¢ geralmente mais intensa quando substratos de cadeia mais curta sdo
empregados, como o butirato de p-nitrofenila. Contudo, ¢ importante ressaltar que a CAL-
B ¢ uma enzima empregada principalmente na catalise de reagdes de sintese organica,
exibindo atividade mais pronunciada em reagdes de esterificacdo. A determinagdo da
atividade de hidrolise ¢ relevante para acompanhar o processo de imobilizagao ao longo
do tempo e definir parametros de imobilizagdo, como retengdo de atividade, sendo que a
determinagdo da atividade de esterificagdo da enzima soluvel ¢ inviavel a partir da

metodologia adotada, como mencionado anteriormente.
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Tabela 18. Parametros obtidos para as diferentes imobilizagdes.

Retencao Atividade de | Atividade de
Rendimento de Conc. Ptn Conc. Ptn retida
Uentrada Uteodrico de Atividade Hidrolise Esterificagao
Legenda Imobilizagio . . inicial no suporte . . . .
(U/gsuporte) | (U/gsuporte) Hidrolitica Biocatalisador | Biocatalisador
(%) (mg/gsuporte) | (mg/gsuporte) . .
(%) (U/gbio) (U/gbio)
Nucleo 410,1 £12,8 46,8 11,4 10,3 202+ 11,4 1,5 48+0,5 66,4 +20,4
Casca-nucleo [410,1 +12,8 401,2 97,8 2,3 202+ 114 17,5 93+1,3 1358,7+ 13,6
Nanoparticulas [ 410,1 + 12,8 305,6 74,5 1,5 202+ 11,4 12,3 4,6+1,2 555,6 £ 116
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Para facilitar a comparac¢ao do desempenho dos biocatalisadores produzidos nas
reacdes de hidrolise e esterificacdo ¢ apresentada a Figura 58. Na Figura 58A observa-se
a atividade de hidrolise pronunciada dos biocatalisadores produzidos a partir do uso das
particulas casca-nucleo. A atividade hidrolitica observada quando particulas do nucleo
sao empregadas como suporte estd associada as enzimas imobilizadas na superficie de
tais materiais. Vale ressaltar que BESTETI (2011) empregou apenas os suportes
poliméricos (sem enzimas) em reagdes de hidrélise e confirmou a auséncia de atividade
exibida apenas por essas particulas. Dessa forma, a atividade observada ¢ decorrente da

atividade catalitica das enzimas imobilizadas.
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Figura 58. Atividade dos biocatalisadores produzidos considerando o primeiro bloco de

imobilizacdes: (A) Hidrolise; (B) Esterificacao.

Nota-se também na Figura 58 A que, apesar das nanoparticulas adsorverem uma

quantidade expressiva de enzima durante o processo de imobilizagdo, a atividade do
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biocatalisador sintetizado ¢ similar a do biocatalisador produzido quando apenas
particulas do nticleo sdo empregadas. Muito provavelmente, para esses sistemas nao ha
surgimento de microambientes que protejam a estrutura das enzimas. Dessa forma, as
enzimas imobilizadas estdo expostas as condi¢des do meio reacional e mais susceptiveis
a fendmenos de desativagao e dessor¢ao.

Ao analisar os resultados das atividades de esterificagdo, na Figura 58B, percebe-
se que novamente as particulas casca-ntcleo sdo as que exibem as maiores atividades de
esterificagdo. Vale lembrar que foram essas particulas que adsorveram maior carga
enzimatica durante a imobilizacdo. Dessa forma, percebe-se que, apesar da menor area
(quando comparadas as nanoparticulas formadoras da casca), as particulas casca-nucleo
apresentam as condi¢cdes morfologicas mais favoraveis para o processo de imobilizagdo

da enzima estudada e para a sintese dos correspondentes biocatalisadores.

3.3.2. Avaliacao da Carga Maxima Enzimadtica Adsorvida ao Suporte

A partir dos resultados apresentados na se¢do anterior, percebe-se a eficacia do
emprego de particulas casca-niicleo para sintese de biocatalisadores enzimaticos,
estimulando a realizagdo de um estudo mais aprofundado para producdo de
biocatalisadores ainda mais ativos. Dessa forma, foi selecionado o suporte que apresentou
as maiores area especifica e porosidade dentre os suportes produzidos em escala de
bancada (Reacdo 16) e foram avaliadas cargas enzimdticas crescentes. Como
mencionado, para este bloco de imobilizagdes s6 foram analisadas as amostras referentes
ao inicio e ao término do processo de imobilizagdo, uma vez que a cinética de
imobilizacao deveria seguir perfil semelhante ao apresentado pelas particulas casca-
nucleo do bloco anterior (Se¢do 3.3.1).

Os diferentes parametros encontrados em cada uma das imobilizac¢des realizadas
sao apresentados na Tabela 19. Percebe-se inicialmente que o rendimento de imobilizagao
¢ mantido praticamente constante, apesar do aumento pronunciado na carga enzimatica
inicial, o que indica que a saturacdo do suporte pela enzima de estudo, mesmo
empregando elevada carga enzimatica, ainda ndo foi atingida. No entanto, ao observar a
concentracdo de proteina retida no suporte para as diferentes imobilizagdes realizadas,
nota-se que, mesmo quando quantidades expressivas de proteina sao adicionadas no inicio

do processo de imobiliza¢do, a quantidade de proteina retida no suporte ¢ praticamente
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constante. Esse comportamento pode indicar a adsor¢do preferencial das lipases nos
suportes hidrofébicos ao longo do processo de imobilizagdo. Assim, o aumento da carga
enzimatica inicial ¢ acompanhado pelo aumento atividade da enzima retida no suporte
(Uteodrico), enquanto a quantidade de proteina retida permanece praticamente constante.
Comportamento similar foi observado por FERNANDEZ-LAFUENTE et al. (1998) e
PINTO et al. (2014).

Nota-se também a diminui¢do na reten¢do de atividade com o aumento da carga
proteica. Este fato deve estar relacionado ao aumento das limitagdes difusionais. Assim,
apesar do suporte apresentar maior carga enzimatica, parte do produto gerado permanece
na superficie do biocatalisador.

E importante destacar que o didmetro médio de poro dos suportes utilizados no
processo de imobilizagdo deve sempre ser analisado, uma vez que ele deve permitir o
acesso da enzima para a regido mais interna da casca polimérica, sem provocar
deformagdes na estrutura. As particulas poliméricas produzidas (Reacdo 16)
apresentaram didmetro médio de poro de 243,6 A. Segundo MOJOVIC et al. (1998), as
lipases podem ser consideradas esferas com didmetros que variam na faixa de 50 a 70 A.
Dessa forma, percebe-se que o didmetro médio das particulas foi muito superior ao
tamanho da enzima estudada, ndo devendo interferir no processo de imobilizagao.

De forma a facilitar a compara¢do das diferentes atividades de hidrélise dos
biocatalisadores produzidos, ¢ mostrada a Figura 59. Inicialmente, percebe-se que o
aumento da carga enzimatica resulta em biocatalisadores mais ativos (a0 comparar os
resultados da se¢do anterior com os dados da presente secdo). Possivelmente, a maior area
exibida pelos biocatalisadores produzidos neste segundo bloco de imobilizagdes resultou
em microambientes que favoreceram a maior exposi¢ao do sitio ativo das enzimas,
havendo um aumento da atividade hidrolitica dos biocatalisadores produzidos,
principalmente quando se comparam os resultados encontrados para as particulas casca-
nucleo (do primeiro bloco de imobilizacdes) e particulas casca-nticleo com menor
quantidade de enzima (do grupo de imobilizagdes descrito na presente se¢ao).

Ao analisar especificamente os resultados encontrados no presente bloco de
imobilizacdes, observa-se que o aumento na carga enzimatica inicial provocou aumento
expressivo da atividade hidrolitica dos biocatalisadores produzidos, uma vez que, como

mostrado anteriormente, maior concentragao de enzima foi adsorvida ao suporte.
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Tabela 19. Parametros obtidos para as diferentes imobilizacdes realizadas no segundo bloco de imobilizacdes.

Atividade de Atividade de
Retencdo Conc. Ptn Conc. Ptn retida
Uentrada Utedrico Rendimento de o Hidrolise Esterificacdo
Legenda . de Atividade inicial no suporte ) , . )
(U/gsuporte) | (U/gsuporte) | Imobilizagdo (%) | _ Biocatalisador | Biocatalisador
Hidrolitica (%) | (mg/gsuporte) | (mg/gsuporte) ) .
(U/gbio) (U/gbio)
Reacdo 16 1
Casca-nucleo (maior area) e | 341,6 £48,6 340,9 99,8 6,1 19,5+£2,0 18,3 20,7+ 1,3 587,6 £307,0
menor quantidade de enzima
Reacdo 16 2
Casca-nucleo (maior area) e
521,8 £ 60,6 519,3 99,5 5,6 26,5+1,4 24,5 28,9+0,8 2676,5 +207,8
quantidade intermediaria de
enzima
Reacdo 16 3
Casca-ntcleo (maior area) e | 709,6 £ 70,6 706,7 99,6 4,9 43,3+0,0 21,2 34,7+3.8 3564,6 = 581,0

maior quantidade de enzima
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Figura 59. Atividade de hidrolise dos biocatalisadores produzidos considerando o

primeiro e o segundo blocos de imobilizagdes.

As atividades de esterificacdo dos biocatalisadores produzidos sao mostradas na
Figura 60. E possivel observar inicialmente que biocatalisadores ainda mais ativos foram
produzidos neste bloco de imobiliza¢des, quando comparados com as imobiliza¢des da
secdo anterior. Nota-se também que os valores das atividades de esterificagao foram bem
mais expressivos que os da atividade de hidrélise, como discutido anteriormente.

Ao analisar o conjunto de imobilizagdes realizadas nesta se¢do, percebe-se um
comportamento similar ao observado para a atividade de hidrolise: o aumento na carga
enzimatica inicial provocou aumento da atividade de esterificacdo da enzima imobilizada,
em funcdo da maior quantidade de lipase retida ao suporte. A mesma reacao de
esterificacdo foi conduzida empregando como catalisador o biocatalisador comercial,
Novozym 435. Para este biocatalisador, foi obtida uma atividade de esterificacdo de
2384,7 + 307,2 U/gbio; atividade levemente inferior a obtida para o biocatalisador

produzido a partir das particulas casca-nucleo, empregando maior quantidade de enzima.
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Figura 60. Atividade de esterificagdo das enzimas imobilizadas considerando o primeiro

e segundo blocos de reagdes.

Dessa forma, ¢ possivel notar que foi possivel sintetizar biocatalisadores
extremamente ativos com as condi¢cdes de imobilizacdo selecionadas ¢ utilizando o
suporte com maiores area especifica e porosidade do processo de imobilizagdo. Vale
salientar que aparentemente a saturacdo do suporte pela enzima estudada ainda ndo foi
atingida, o que incentiva um aumento ainda maior da carga enzimatica e indica que

biocatalisadores casca-ntcleo ainda mais ativos poderao ser produzidos.

3.3.3. Avaliagdo dos Suportes Produzidos em Escala Piloto na Sintese de

Biocatalisadores

Nesta secdo foram empregados os suportes produzidos em larga escala no
processo de imobilizagdo da lipase CAL-B. Como mencionado, foram selecionados os
suportes que apresentaram composicdes distintas. Foram empregados também o suporte
comercial, Accurel, e o biocatalisador comercial, Novozym 435, para comparar e avaliar
o desempenho dos suportes produzidos a partir da polimerizagao em suspensao e emulsao
simultaneas. Na Figura 61 sdo observadas as cinéticas de imobiliza¢ao para cada uma das

imobilizagdes realizadas. A Figura 61A baseia-se nos valores absolutos de atividade
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hidrolitica, enquanto na Figura 61B os valores foram normalizados pela atividade

enzimatica inicial presente no sobrenadante.
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Figura 61. Anélise cinética das imobilizagdes realizadas baseando-se na atividade de

hidrolise durante o periodo de imobilizacdo: (A) Valores Absolutos (U/gsuporte); (B)

Valores normalizados pela atividade enzimatica inicial.

Ao observar as Figuras 61A e 61B, ¢ possivel notar que os suportes que mais

adsorvem a lipase sdo Piloto 1 (PMMA/PMMA) e Piloto 5 (P(S-co-DVB)/P(S-co-

DVB)) (aproximadamente 80% da carga enzimatica inicial). Contudo, ambos os suportes
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apresentaram areas especificas e porosidades distintas e composi¢des também diferentes.
Dessa forma, uma analise mais aprofundada sera realizada ao longo desta secdo, de
maneira a identificar quais propriedades mais afetam o processo de imobilizacao.

Nota-se também que o suporte comercial Accurel adsorveu uma quantidade de
enzima similar ao suporte Piloto 4 (P(MMA-co-DVB)/P(MMA-co-DVB)) (40% da
carga enzimatica inicial). Apesar de ambos apresentarem composi¢des distintas, os dois
suportes possuem areas especificas similares, possibilitando adsor¢do de cargas
enzimaticas semelhantes. Vale ressaltar que dois outliers foram detectados (os resultados
de 3h para as imobilizagdoes Piloto 5 e Piloto 4), mas ambos ndo comprometeram a
analise cinética realizada.

O acompanhamento da quantidade de proteina presente no sobrenadante ao longo
das imobilizag¢des também foi realizado. Os resultados obtidos sao mostrados nas Figuras
62A e 62B. Pode-se observar que todos os suportes adsorveram cargas proteicas
semelhantes (aproximadamente 40% da concentracdo inicial de proteina). Os resultados
encontrados anteriormente de baixa adsor¢do enzimatica para os suportes Piloto 4 e
Accurel foram corroborados pelos resultados de baixa adsor¢ao proteica. Contudo, os
suportes Piloto 1 e Piloto 5, que apresentaram elevada adsor¢dao de enzima, exibiram
baixa adsorcdo proteica, o que pode indicar a adsor¢ao preferencial da lipase estudada,
em func¢do da metodologia de imobilizagdo empregada e das caracteristicas de superficie
dos suportes utilizados.

Os diferentes parametros de imobilizacdo obtidos para cada uma das
imobilizagdes realizadas sdo apresentados na Tabela 23. Os suportes que apresentaram
maiores rendimentos de imobilizacdo foram os suportes Piloto 1 e Piloto 5, apesar da
concentracdo de proteina retida no suporte ter sido semelhante a dos demais. Como
mencionado anteriormente, esse resultado indica a possivel adsor¢do preferencial de

lipase estudada aos suportes destacados.
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Figura 62. Analise cinética das imobiliza¢des realizadas baseada na quantidade de
proteina ainda presente no sobrenadante ao longo da imobilizagdo: (A) Valores Absolutos

(Mgptn/gsuporte); (B) Valores normalizados pela concentragdo proteica inicial.

Na Tabela 20, nota-se também que o suporte Piloto 4, apesar de apresentar o
menor rendimento de imobilizacdo, exibiu a maior retencao de atividade. Provavelmente
esse comportamento possa ser explicado pela maior exposi¢do das enzimas aos
substratos, uma vez que todas as enzimas adsorvidas podem estar localizadas na
superficie mais externa da particula, sendo minimizados de forma substancial os efeitos

difusivos de substratos e produtos, resultando em suporte com uma retencao de atividade
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mais pronunciada. E possivel observar também que, apesar das baixas area especifica e
porosidade apresentadas pelo suporte (Piloto 5), o rendimento de imobilizacdo nesse
suporte foi elevado. Esse comportamento reforga a hipdtese de que ndo ¢ apenas a area
especifica dos suportes que afeta o rendimento de imobilizagdo, mas também a
composi¢ao quimica dos mesmos.

Como mencionado anteriormente, o didmetro médio de poro dos suportes
utilizados no processo de imobilizagdo deve sempre ser analisado, de forma a avaliar se
ele permite o acesso da enzima para a regido mais interna da casca polimérica. Assim,
como as particulas poliméricas produzidas apresentaram diametro médio de poro em
torno de 200 A, percebe-se que os poros sdo largos o suficiente para permitir o acesso da
enzima para a regido mais interna da casca do suporte, uma vez que esse didmetro médio
¢ muito superior ao tamanho da enzima estudada (caso sejam consideradas esferas,
apresentam didmetros na faixa de 50 a 70 A (MOJOVIC et al., 1998)). Dessa forma,
parece pertinente afirmar que esta caracteristica morfoldgica dos suportes ndo deve afetar
o processo de imobilizacdo das lipases nem a difusdo de substratos e produtos; portanto,
nao devendo afetar as atividades dos biocatalisadores produzidos.

O desempenho dos diferentes biocatalisadores produzidos também foi avaliado.
Na Figura 63 sdo mostradas as atividades hidroliticas de cada um desses biocatalisadores.
E possivel notar que todos os biocatalisadores produzidos foram mais ativos que o
biocatalisador produzido a partir do suporte comercial e mais ativos que o biocatalisador
comercial. Além disso, apesar dos suportes apresentarem composigoes distintas e
diferentes area especificas e porosidades, todos exibiram atividades hidroliticas préximas.
Muito provavelmente os efeitos de limitacdo difusional presentes nessas reagdes de
hidrolise afetem e dificultem a observagdo de comportamentos diferenciados a depender

do biocatalisador empregado.
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Tabela 20. Parametros obtidos para as diferentes imobilizacdes empregando-se os suportes produzidos em larga escala.

Atividade de Atividade de
Retengao Conc. Ptn Conc. Ptn retida
Uentrada Uteorico Rendimento de o Hidrolise Esterificacdo
Legenda . de Atividade inicial no suporte . ) . ]
(U/gsuporte) | (U/gsuporte) | Imobilizacdo (%) [ ] Biocatalisador | Biocatalisador
Hidrolitica (%) | (mg/gsuporte) |  (mg/gsuporte) , ,
(U/gbio) (U/gbio)
Piloto 1
- 867,9+£97.,6 667,4 76,9 5,8 56,0+ 1,3 24,5 38,9+ 7,1 2676,8 = 793.8
(PMMA/PMMA)
Piloto 4
- 867,9+£97.,6 3344 38,5 8,3 56,0+ 1,3 22,1 27,6 0,9 609,7+3,4
(P(MMA-co-DVB)/P(MMA-co-DVB))
Piloto 5
- 867,9+£ 97,6 736,9 84,9 4,6 56,0+ 1,3 26,1 33,8+4,6 2630,9 + 454.,6
(P(S-co-DVB)/P(S-co-DVB))
Accurel 867,9+£97.,6 345.8 39,8 4,2 56,0+ 1,3 20,1 14,5+9,3 4534+ 73
Novozym 435 - - - - - - 7,6+1,8 2384,7 +307,2
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Figura 63. Atividade de hidrolise dos diferentes biocatalisadores produzidos,

empregando-se os suportes sintetizados em larga escala.

As atividades de esterificacdo dos biocatalisadores produzidos sdo mostradas na
Figura 64. Nota-se que os biocatalisadores mais ativos foram obtidos quando os suportes
(Piloto 1) e (Piloto_5) foram empregados, sendo eles também os que apresentaram
maiores rendimentos de imobilizagdo. Ao comparar tais resultados com a atividade
exibida pela Novozym 435, percebe-se que os biocatalisadores produzidos se mostraram
tdo ativos quanto o biocatalisador comercial. Esse resultado incentiva um estudo de
saturacao dos suportes produzidos, uma vez que, assim como foi mostrado na se¢do
anterior, € possivel que ao aumentar a carga enzimatica inicial, biocatalisadores ainda
mais ativos possam ser produzidos.

Vale destacar também que o suporte (Piloto 5), apesar de apresentar area
especifica e porosidade baixas, exibiu uma atividade de esterificagdo elevada. Esse
comportamento refor¢a a hipotese de que ndo € apenas a area especifica que afeta a
atividade dos biocatalisadores, mas também a composicdo quimica dos suportes

empregados.
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Figura 64. Atividade de esterificagdo dos diferentes biocatalisadores sintetizados,

empregando-se os suportes sintetizados em larga escala.

Sao apresentadas na Tabela 21 as atividades de hidrolise e de esterificagdao dos
biocatalisadores produzidos normalizadas pela area especifica dos suportes. Pode-se notar
que o suporte mais hidrofébico do grupo (P(S-co-DVB)/P(S-co-DVB)) sintetizado em
escala piloto exibiu as maiores atividades de hidrélise e de esterificacio por m?,
reforcando o mecanismo de ativagdo interfacial das lipases em superficies mais
hidrofobicas, também observado em alguns estudos descritos anteriormente. No entanto,
valores distintos foram obtidos para o suporte produzido em escala bancada.
Provavelmente, a elevada area especifica provoca a diminuicdo da intensidade desse
fendmeno de superficie. Contudo, ¢ importante pontuar que tal resultado deve ser mais
profundamente investigado.

Em contrapartida, o suporte mais hidrofilico também exibiu elevada atividade de
esterificagdo por m?, evidenciando que, apesar do maior grau de hidrofilicidade, ainda
assim os suportes poliméricos apresentaram composicdo quimica apropriada para a
imobilizacdo enzimatica eficiente, resultando em biocatalisadores com atividades
expressivas.

E importante pontuar também que todos biocatalisadores produzidos
apresentaram atividades de hidrélise e de esterificacdao por unidade de area superiores ao
do biocatalisador comercial. Esse resultado incentiva a explora¢do de novas estratégias

de reacdo para a sintese de suportes poliméricos com areas ainda mais elevadas.
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Tabela 21. Atividades normalizadas dos biocatalisadores.

Atividade de | Atividade de
Legenda Hidrolise Esterificagdo | Angulo de
Normalizada | Normalizada | Contato (°)
(U/m?) (U/m?)

Piloto_1: PMMA/PMMA 1.30 89.5 55,9+0,1

Piloto_4: P(IMMA-co-DVB)/P(MMA-co-DVB) 1.02 22.6 -1
Piloto_5: P(S-co-DVB)/P(S-co-DVB) 6.38 496.4 105,7+0,8
Accurel 0.53 16.5 87,7+2,1

Novozym 435 0.39 26.7 -2
Reagdo 16: P(S-co-DVB)/P(S-co-DVB) 0.68 69.4 107,7+ 1,7

' O angulo de contato da amostra Piloto 4 ndo pode ser detectado, em fun¢do da baixa
resisténcia mecanica das pastilhas produzidas;

*O grau de hidrofobicidade da Novozym 435 nio foi determinado, pois o biocatalisador
ja havia sido produzido e as caracteristicas do suporte, muito provavelmente, ja teriam

sido alteradas com o processo de imobilizagao.

Vale destacar que, apesar de nao ter sido avaliada neste trabalho a reutilizagdo dos
biocatalisadores produzidos, esta andlise foi realizada em reagdes de sintese organica,
reagoes de hidrolise e na resolugdo de derivados de mio-inositol (MANOEL et al., 2016a;
MANOEL et al., 2016b). MANOEL et al. (2016b) observaram que os biocatalisadores
sintetizados a partir das particulas casca-nucleo poderiam ser empregados em até 5 ciclos
de reagdes sem haver diminui¢ao da conversdo. Tal desempenho foi igual ou superior ao
encontrado para a enzima comercial Novozym 435.

E importante ressaltar também que, como mostrado no Capitulo II, os suportes
produzidos que continham DVB em sua composicdo apresentaram-se estaveis
quimicamente mesmo na presenca de solventes como tetraidrofurano (THF) (solvente
largamente empregado para solubilizacdo de polimeros). Esse resultado estimula a
ampliacdo de aplicagdes desses suportes para a sintese de diversos biocatalisadores a

serem empregados em diferentes reagdes de sintese organica.
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3.4. Conclusoes Parciais

Com base nos resultados apresentados, fica evidente a eficacia da utilizagao de
particulas com morfologia casca-nucleo no processo de imobilizacdo enzimatica, frente
inclusive as nanoparticulas de elevada area especifica formadoras da casca polimérica.
Os biocatalisadores produzidos a partir das particulas casca-nticleo produzidas em larga
escala resultaram em biocatalisadores mais ativos (em reacdes de hidrolise) e tao ativos
quanto (ao analisar as reacdes de esterificacdo) que o biocatalisador comercial. Além
disso, a0 empregar os suportes de maior area especifica e aumentar a carga enzimatica
inicial, foi possivel sintetizar biocatalisadores mais ativos (Ahid = 34,7 + 3,8; Aest =
3564,6 £ 581) que o catalisador Novozym 435 (Ahid = 7,6 = 1,8; Aest =2384,7 + 307,2).

E importante destacar que este trabalho esta inserido em um contexto mais amplo,
uma vez que se objetiva empregar tais biocatalisadores enzimaticos ndo apenas nas
reacdes descritas neste capitulo, mas em processos biocataliticos diversos, como para a
sintese de farmacos, biolubrificantes, biodiesel, ésteres de glicerol e ésteres aromaticos.

Com o objetivo de melhorar ainda mais o desempenho dos suportes poliméricos e
produzir biocatalisadores ainda mais ativos, foi realizado um estudo de funcionalizacao
das nanoparticulas poliméricas formadoras da casca das particulas casca-nucleo, que
interagem diretamente com as enzimas no processo de imobilizacdo. Essa etapa do estudo

sera descrita no Capitulo 1V.
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Capitulo IV
Funcionalizacao das Nanoparticulas

Poliméricas

Com base em um amplo estudo da literatura, percebeu-se que poucos trabalhos
vislumbram a funcionalizagdo de materiais poliméricos voltados para a sintese de
biocatalisadores. Dessa forma, a realizagdo de parte desta pesquisa de doutorado no
exterior (no laboratério Polymer Chemistry Laboratory da Queen Mary University of
London) mostrou-se de fundamental importancia, pois possibilitaria a realizacao de novos
experimentos em um tema que ainda nao havia sido abordado de forma sistematica no
Brasil, envolvendo técnicas de funcionalizagdo de materiais poliméricos para aplicagdes
como biocatalisadores, pouco exploradas no pais.

Dessa forma, esta etapa do trabalho englobou a sintese de diferentes matrizes
poliméricas e a funcionalizacdo das cadeias que constituem essas matrizes. Mais
especificamente, esta etapa objetivou estudar a funcionalizagdo das nanoparticulas
poliméricas formadoras da casca das particulas casca-nucleo, explorando as reacdes de
Click Chemistry. Assim, por meio de processos de funcionalizagdo, busca-se produzir e
ampliar o potencial de aplicagcdo dos suportes poliméricos, vislumbrando emprega-los no
processo de imobilizagdo enzimatica.

O presente capitulo estd subdividido em quatro Seg¢des. Na Secdo 4.1 ¢
apresentada uma breve revisao bibliografica sobre os principais trabalhos que descrevem
a funcionalizacao de materiais e particulas poliméricas; sendo apontados também alguns
conceitos e estudos que envolvem especificamente as reacdes de Click Chemistry. Em
seguida, na Secdo 4.2, sdo apresentadas as metodologias e os principais resultados
envolvendo a funcionalizacdo das matrizes poliméricas. Na Secdo 4.3 ¢ dado maior
enfoque as estratégias e metodologias de funcionalizagdo das nanoparticulas poliméricas,
sendo que os principais resultados obtidos nesta etapa também sdo apresentados. As
conclusdes parciais obtidas sdo apresentadas na Secdo 4.4. O emprego das nanoparticulas
no processo de imobilizagdo enzimadtica, infelizmente, ndo serd mostrado no presente

trabalho. Esta etapa do trabalho continua em andamento.
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4.1. Revisao Bibliogrdfica

Como mencionado anteriormente, houve grande expansdo da aplicagdo das
enzimas em diferentes processos industriais nos tltimos anos. Nesse contexto, diferentes
processos de sintese de materiais poliméricos, que apresentem propriedades especificas
para interagir de maneira particular com essas proteinas, t€ém sido desenvolvidos,
destacando-se também o aprimoramento de novas técnicas de funcionalizacdo desses
polimeros.

A funcionalizagdo de suportes poliméricos objetiva adicionar grupamentos
funcionais de interesse na superficie desses materiais, possibilitando a sintese de resinas,
incluindo polimeros commodities, com propriedades ainda mais diferenciadas. Segundo
a definicilo da IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada), a
funcionalizacdo de um material engloba a introdu¢do de grupamentos quimicos em sua
estrutura, de forma a gerar propriedades quimicas, fisicas, bioldgica ou farmacologicas
especificas (HORIE et al., 2007). Assim, diversas estruturas poliméricas podem ser
sintetizadas, novas superficies e interfaces podem ser produzidas e novos materiais sao
gerados. Vale ressaltar que os processos de funcionalizagdo ampliam a versatilidade dos
materiais poliméricos, resultando em polimeros que, muitas vezes, ndo poderiam ser
produzidos por processos classicos de polimerizagao (IHA et al., 2009; SANCHEZ-
SANCHEZ et al., 2013; ZHANG et al., 2014; JO e THEATO, 2015).

E importante destacar que o processo de funcionalizagio pode ocorrer por
diferentes rotas quimicas. Ha a possibilidade da reacdo de funcionalizacdo acontecer
durante o processo de polimerizacdo (funcionalizacdo in-situ), envolvendo uma tunica
etapa reacional. E possivel também que haja, primeiramente, a funcionalizagio do
mondmero de interesse e, em uma etapa posterior, a polimerizag¢ao de tal composto. No
entanto, a maior parte dos estudos propde realizar a etapa de funcionalizacdo apds a
sintese do material polimérico. Nesse contexto, dentre as inumeras reagoes possiveis,
destacam-se as reacoes de adi¢ao tiol-eno, reagdes de abertura de anel epoxido, adigdo de
Michael e as reagdes de ciclo adi¢@o de alcino-azida catalisada por Cu (IHA et al., 2009;
SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2013; ZHANG et al., 2014; JO e THEATO, 2015).

Ao analisar a literatura técnico-cientifica, percebe-se que diversos estudos de
funcionalizacdo sdo descritos envolvendo polimerizacdes em massa ou solugdo

(McEWAN et al., 2013; BRUMMELHUIS ¢ WECK, 2014). No entanto, ha redugao
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significativa no numero de pesquisas realizadas na area de sintese de particulas
funcionalizadas. Mais escassos ainda sdo os trabalhos que descrevem processos de
funcionalizacdo durante o processo de polimerizagdo (funcionalizacdo in situ). Como
mencionado anteriormente, a etapa de funcionalizacdo geralmente ¢ descrita apds a
produgdo do material polimérico (funcionalizagdo pos-polimerizagdo). E importante
destacar que diferentes mondmeros podem ser empregados na funcionalizagdo dos
materiais poliméricos, atuando eles proprios como compostos funcionais ou servindo de
intermediarios para reagdes de funcionalizacdo subsequentes, destacando-se os
mondmeros do tipo epdxido ou mondmeros contendo grupamentos fluor (IHA et al.,
2009; SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2013; ZHANG et al., 2014; JO e THEATO, 2015).
Dessa forma, no presente trabalho ¢ estudada a incorporacdo dos comondmeros
metacrilato de glicidila e pentafluoroestireno as cadeias poliméricas de poli(estireno-co-
divinilbenzeno), atuando eles proprios como compostos funcionais (uma vez que contém
anel epoxido e atomos de flior pendentes, respectivamente) € como comondmeros
reativos, intermediarios para novas reagdes de funcionalizacdo subsequentes.

O emprego do mondmero funcional metacrilato de glicidila ¢ amplamente descrito
na literatura, uma vez que este composto contém em sua estrutura um anel epoxido, grupo
funcional bastante versatil (ZENG et al., 2004; NORAKANKORN et al., 2009; FAN et
al., 2013). Esse anel, por reacdes subsequentes, pode ser aberto, havendo a introdugdo de
novos grupamentos quimicos na cadeia; ou pode ainda interagir diretamente com a
estrutura da enzima por ligacao de carater covalente (HOMAEI et al., 2013). Apesar dessa
versatilidade, muitos estudos concentram-se apenas na sintese das nanoparticulas
poliméricas, sem mencionar etapas de funcionalizacido propriamente ditas.

ZENG et al. (2004), por exemplo, estudaram a producao de nanoparticulas a base
de metacrilato de glicidila por um processo de emulsdo, buscando sintetizar particulas
com morfologia especifica. NORAKANKORN et al. (2009) descreveram a produgdo de
nanoparticulas em emulsdo a base de um copolimero de metacrilato de glicidila,
apresentando estrutura casca-nucleo. J& FAN et al. (2013) estudaram a sintese de
nanoparticulas em emulsao, buscando incorporar as particulas poliméricas nanoparticulas
de silica. No entanto, em nenhum dos estudos apresentados foi descrita a realizagdo de
reacdes de funcionalizagao.

Os polimeros a base de fluor também sdo largamente descritos na literatura, uma

vez que apresentam elevado grau de hidrofobicidade, sendo muito empregados no
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recobrimento de superficies. Contudo, muitos estudos sdo conduzidos com o objetivo de
inserir grupamentos fluorados a cadeia polimérica principal ou as cadeias laterais de um
polimero ja produzido. As pesquisas que envolvem a polimeriza¢cdo de comondmeros de
fltior, como pentafluoroestireno (PFS), e focam na funcionalizagdo das correspondentes
particulas sdo escassas (MISRA et al., 2009; LEI et al., 2015; WANG e WANG, 2015).

MISRA et al. (2009), por exemplo, produziram nanoparticulas em emulsao a base
de PFS, objetivando sintetizar filmes poliméricos. LEI ef al. (2015) estudaram a sintese
de copolimeros a base de PFS, para a sintese de microgéis. WANG ¢ WANG (2015)
estudaram a sintese de nanoparticulas em emulsdo com o uso de sementes para sintese de
filmes poliméricos hidrofobicos. No estudo, foi introduzido um comonomero a base de
flor (methylacryloyoxyl-2-hydroxyproyl perfluorooctancate (FGOA)) para a sintese de
uma espécie de filme ao redor das sementes poliméricas. Em nenhum dos estudos
mencionados foram descritas as etapas de funcionalizagao.

Dessa forma, apesar de alguns estudos envolverem a sintese de nanoparticulas
poliméricas a base de metacrilato de glicidila e pentafluoroestireno, um numero mais
reduzido estuda a funcionalizagdo propriamente dita de tais materiais. O emprego de
reacoes de Click Chemistry tem se destacado nesse contexto como possivel rota de

funcionalizacdo dessas resinas poliméricas. Esta técnica sera detalhada a seguir.

4.1.1. Click Chemistry

A técnica de Click Chemistry foi descrita primeiramente por KOLB ef al. em 2001.
Ela engloba uma série de reagdes quimicas que devem apresentar algumas caracteristicas:
ser modular; possuir elevado rendimento; gerar compostos intermediarios atoxicos; ser
regiosseletiva (ndo necessariamente enantiosseletiva); as condigdes de reacdo devem ser
simples (idealmente, o processo ndo deve sofrer influéncia de oxigénio e agua);
idealmente, os materiais e reagentes devem estar facilmente disponiveis; o uso de
solventes deve ser evitado, com excecdo de dgua ou de componentes que possam ser
removidos facilmente; resultar em produto de facil separacdo; o processo de purificacao,
se requerido, deve ser ndo cromatografico, como destilacdo e cristaliza¢dao; o produto
deve ser estavel nas condigdes fisioldgicas. Esses processos sdo rapidos e, geralmente,
tendem a ser especificos para a producdo de um determinado produto (KOLB et al.,

2001). De forma mais sucinta, as reacdes de Click Chemistry em geral apresentam elevado
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rendimento, sdo simples, rapidas, ocorrem sob condigdes brandas de reacdo, sem gerar
subprodutos toxicos e, geralmente, tendem a ser especificas para a produ¢do de um
determinado produto (BECER et al., 2009; KOLB et al., 2011; GOKMEN e DU PREZ,
2012).

As classes de transformacgdes quimicas que se enquadram na defini¢ao de Click
Chemistry mais comuns sdo: reagdes de cicloadicdo de espécies insaturadas; reagdes de
abertura de anéis nucleofilicos, como grupos epoxidos; quimica de carbonilacdo ndo
aldoolica; adicdo de multiplas ligagcdes carbono-carbono, especialmente adi¢ao oxidativa
(KOLB et al., 2001; MOSES e MOORHOUSE, 2007; IHA et al., 2009; SANCHEZ-
SANCHEZ et al., 2013). As reagdes de substitui¢ao nucleofilica envolvendo atomos de
flior e grupamentos tiol também se encaixam em tal definicdo (BECER et al., 2009).
Essa técnica tem sido recentemente empregada em processos de bioconjugacdo, no
desenvolvimento de farmacos e na sintese e funcionalizacdo de diferentes materiais
poliméricos (JORALEMON et al., 2005; MOSES e MOORHOUSE, 2007).

Especificamente em relagdo aos comondmeros anteriormente destacados
(metacrilato de glicidila e pentafluoroestireno), alguns estudos de sintese organica t€ém
sido descritos na literatura. Contudo, um numero reduzido envolve a sintese das
nanoparticulas poliméricas e a funcionalizagdo desses materiais. Alguns estudos
realizados nessa area podem ser destacados. SONG et al. (2011), por exemplo, estudaram
a sintese de nanoparticulas casca-ntcleo funcionalizadas. Inicialmente sintetizaram
nucleos poliméricos a partir da copolimerizagao de estireno, divinilbenzeno e metacrilato
de glicidila. Em uma etapa subsequente, diferentes grupamentos funcionais foram
introduzidos a superficie das particulas por meio de diferentes reagdes do tipo Click
Chemistry, que exploravam a presenga do grupamento epoxido do metacrilato de
glicidila. Tais particulas funcionalizadas foram empregadas com sucesso para adsor¢ao
de corantes organicos.

ATANASOV et al. (2013) estudaram a sintese de nanoparticulas de
polipentafluoroestireno em emulsdo. Um estudo subsequente de funcionalizacao das
nanoparticulas para introdugdo de grupamentos acido sulfonicos as cadeias de PFS foi
conduzido. BECER et al. (2009), por exemplo, estudaram a sintese de nanoparticulas a
base de pentafluoroestireno a partir de um procedimento de polimerizagdo em solugao,

seguido por nanoprecipitagdo. Tais particulas foram funcionalizadas a partir de reagdes
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do tipo Click entre as unidades reativas do PFS e um composto funcional a base de tiol-
glicose, sendo produzidos ao final do processo os chamados glicopolimeros.

Dessa forma, ¢ possivel perceber que a funcionaliza¢do de particulas poliméricas
a partir da técnica de Click Chemistry ¢ viavel e que muitos avancos podem ser realizados
nessa area. Apesar das inimeras vantagens que as técnicas de funcionalizagao apresentam
na sintese de materiais, os trabalhos descritos na literatura estdo concentrados em um
grupo seleto de pesquisadores estrangeiros, reforcando a necessidade de desenvolver
pesquisas de funcionalizagdo e de sintese de novos materiais poliméricos também no

Brasil.

4.1.2. Comentarios Finais

Por tudo o que foi apresentado, percebe-se que poucos trabalhos visam a sintese
de nanoparticulas em emulsdo, a base de metacrilato de glicidila e a base de
pentafluoroestireno. Sao ainda mais reduzidos estudos subsequentes de funcionalizagdo
desses materiais. O emprego da técnica de Click Chemistry também foi pouco explorado
na sintese de biocatalisadores. Sabe-se também que o emprego do GMA e PFS em reagdes
de copolimerizacdo com estireno e divinilbenzeno nao sdo inovadores. No entanto, ndo
foi encontrado at¢ o momento qualquer estudo que utilizasse a metodologia que sera
descrita, que empregasse os compostos funcionais usados e que avaliasse a metodologia
mais apropriada de funcionalizagdo das nanoparticulas poliméricas. Ao considerar o
processo de polimerizacdo por suspensdo e emulsdo simultaneas, nenhum estudo de
sintese das nanoparticulas formadoras da casca contendo GMA ou PFS foi realizado,
tampouco de funcionalizagdo dessas particulas casca-nucleo.

Diante do exposto, o presente trabalho visou a estudar inicialmente a
funcionalizacdo das matrizes poliméricas. Para isso, foi empregado como mondmero
estireno e foi avaliada a inser¢ao de diferentes teores de metacrilato de glicidila e
pentafluoroestireno, a depender da reagdao. Dessa forma, nesta primeira etapa buscou-se
avaliar se as condi¢des operacionais de polimerizagdo adotadas seriam adequadas para
uma incorporacgdo eficiente dos comonomeros GMA e PFS as cadeias poliméricas de
poliestireno. Vale ressaltar que ambos os comondmeros foram considerados compostos
funcionais (uma vez que o GMA contém anel epoxido e o PFS contém atomos de fluor

pendentes) e ambos também foram empregados como intermediarios para reacdes de
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funcionalizacdo subsequentes. As reagdes de funcionalizacdo envolveram a inser¢ao de
grupamentos de interesse do tipo amina e tiol as cadeias poliméricas, explorando as
reacdes Click Chemistry.

Na etapa seguinte, optou-se por focar na sintese e funcionalizagdo das
nanoparticulas poliméricas formadoras da casca porosa, ao invés de estudar a complexa
sintese e funcionaliza¢do das particulas com morfologia casca-nucleo. Foram estudadas,
entdo, duas estratégias para funcionalizagdo das nanoparticulas produzidas em emulsdo:
a funcionalizacao pos-polimerizagdo e a funcionalizagado in-situ. Dessa forma, buscou-se
obter diferentes suportes, apresentando funcionalidades distintas, capazes de interagir de

maneiras diferentes com enzimas.

4.2. Funcionalizacdo das Matrizes Poliméricas

Esta secdo visa a descrever tanto os materiais quanto a metodologia adotada
durante as reagdes de copolimerizagdo em solugdo das diferentes resinas poliméricas
contendo os compostos epoxido e fluorados. As etapas de purificagdo e de
funcionalizacdo de tais materiais também sdo descritas. As técnicas utilizadas para a
caracterizacdo dos polimeros produzidos que ndo foram descritas no Capitulo II sao

apresentadas também na presente se¢ao.

4.2.1. Materiais e Metodologias

Como mencionado anteriormente, inicialmente foi estudada a incorporagdo dos
mondmeros funcionais, metacrilato de glicidila ou pentafluoroestireno, as cadeias de
poliestireno. Vale salientar que novamente todos os reagentes foram utilizados como
recebido, sem haver qualquer etapa intermediaria de purificacdo. Nesta primeira etapa,
foram utilizados como comondmeros o estireno, o metacrilato de glicidila e o
pentafluoroestireno. Todos os mondmeros foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (UK)
com pureza minima de 99%. O iniciador, peroxido de benzoila, também foi fornecido
pela Sigma-Aldrich (UK), com teor maximo de umidade de 25%. Como solvente foi
utilizado tolueno com grau HPLC fornecido pela Sigma-Aldrich (UK).

Na etapa de funcionalizagdo, foram empregados como compostos funcionais

benzilamina, dodecilamina e tiofenol. Todos esses compostos também foram fornecidos
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pela Sigma-Aldrich (UK) com pureza minima de 99%. A trietilamina, empregada como
catalisador, foi fornecida pela Sigma-Aldrich (UK) com pureza minima de 99%.

E importante ressaltar que alguns reagentes também foram empregados durante a
etapa de caracterizacao. Assim, para realizacdo das analises de cromatografia gasosa (GC)
foi utilizada acetona com pureza minima de 99% fornecida pela VWR International. O
tetrahidrofurano (THF) e a dimetilfarmamida (DMF), ambos grau HPLC, foram
fornecidos pela Sigma-Aldrich (UK) e foram empregados nas analises de GPC, tanto
como fase mével quanto para solubilizar as amostras poliméricas. Para realizar as analises
de ressonancia magnética nuclear (RNM), foi utilizado cloroférmio deuterado fornecido
pela Sigma-Aldrich (UK) para solubilizar os materiais poliméricos produzidos.

Esta etapa do trabalho foi subdividida em trés grupos de reagdes: um bloco de
reacoes envolvendo a incorporacdo do metacrilato de glicidila como comondmero
funcional; um grupo de reagdes englobando a adi¢ao de pentafluoroestireno, também
como comondmero funcional; e a terceira etapa envolvendo a funcionalizagdo das cadeias
poliméricas produzidas.

As condigdes operacionais empregadas para sintese das solucdes poliméricas
foram determinadas de forma a aproximar as novas reacdes realizadas aquelas
desenvolvidas e descritas no Capitulo II. Dessa forma, em todas as reagdes de
polimerizagdo em solug¢do, utilizou-se tolueno (70% m/m em relagdo a massa total) como
solvente; mistura de comondmeros (30% m/m em relagdo a massa total); e peroxido de
benzoila, como iniciador (2% m/m em relacdo a massa monomérica). As reagdes eram
conduzidas em baldo volumétrico por 20 h a 90 °C. A massa total do meio reacional foi
de 50 g.

As reacdes em que metacrilato de glicidila foi adicionado ao meio reacional foram
conduzidas em sistema aberto, acoplando-se um condensador ao sistema, de forma a
evitar a perda de reagentes. Ja nas reagdes em que pentafluoroestireno foi empregado
como composto funcional, em fungdo da alta pressdo de vapor deste composto nas
condi¢des de reagdo, o sistema foi mantido fechado e selado ao longo de toda
polimerizacdo. Vale destacar que argénio foi borbulhado por 10 min no inicio de cada
reacdo, de forma a remover o oxigénio ainda presente no meio reacional. As reagdes
realizadas nesta etapa do trabalho sdo apresentadas nas Tabelas 22 e 23. E importante
mencionar que as percentagens mostradas correspondem aos teores massicos de cada

comondmero em relagdo a massa monomérica total.
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Tabela 22. Reacdes realizadas no primeiro bloco de experimentos.

Reacdes Legenda

Reagdo 06 PS

Reagdo 07 | P(S-co-GMA) (10%GMA)
Reacdo 08 | P(S-co-GMA) (20%GMA)
Reacdo 05 | P(S-co-GMA) (50%GMA)
Reagdo 17 | P(S-co-GMA) (50%GMA)

Reacdo 15 PGMA

Tabela 23. Reacdes realizadas no segundo bloco de experimentos.

Reagdes Legenda

Reacédo 10 PS

Reagdo 11 P(S-co-PFS) (10%PFS)
Reagdo 13 P(S-co-PFS) (20%PES)
Reagdo 12 P(S-co-PFS) (50%PFS)
Reagdo 18 P(S-co-PFS) (50%PFS)

Ap6s o termino da cada reacdo, os materiais produzidos foram submetidos a duas
etapas de purificagdo. Para isso, as solugdes poliméricas foram gotejadas em metanol,
havendo a precipitacao das cadeias de polimero e a formacao de particulas. Tais particulas
foram, entdo, ressolubilizadas em tolueno e novamente precipitadas em metanol. Dessa
forma, almejou-se obter materiais poliméricos sem a presenga de mondmeros residuais e
solvente. Os materiais submetidos a duas etapas de purificacao foram identificados com
as letras “pp” apos a legenda.

A etapa subsequente as polimerizagdes englobou as reagdes de funcionalizacao,
em meio homogéneo, das cadeias poliméricas produzidas nos primeiro e segundo blocos
de experimentos. Assim, apds a purificacdo de tais materiais poliméricos, eles foram
novamente solubilizados em tolueno (0,5 g de polimero em 5 mL de tolueno) e a essa
solucdo foram adicionados os compostos funcionais em excesso. Nesta etapa foi
explorada a técnica de funcionalizagdo pds-polimerizacdo, sendo empregados como
compostos funcionais aminas (benzilamina e dodecilamina) e tiois (tiofenol). Empregou-

se também como catalisador a trietilamina (TEA) na propor¢do molar (1 mol grupo
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funcional presente no polimero : 5 mols composto funcional : 3 mols TEA). As reagdes
foram conduzidas em Schlenk a 60 °C em sistema fechado por 24 h sob atmosfera inerte
de argonio.

Na Figura 65 sdo apresentadas as reagdes de funcionalizacao por Click Chemistry,
empregando-se os diferentes grupamentos funcionais (amina e tiol), sendo explorada a
abertura do anel epoxido presente nos copolimeros a base de metacrilato de glicidila. As
reagdes do tipo Click que ocorrem entre os atomos de flior do pentafluoroestireno e os

grupamentos funcionais (amina e tiol) s3o mostradas na Figura 66.

1) CH;

o R— NH Ns

(@] I WNHZ yﬂ?
o N3
OH OH
OH
R—35 H+

Figura 65. Utilizacdo do metacrilato de glicidila em diferentes tipos de reacdes de

H,C

funcionalizacdo de Click Chemistry, destacando-se as reagdes com aminas e tidis, como
compostos funcionais (Adaptado de GOKMEN e DU PREZ, 2012).

F F
2) CH
o2 F F -
R NH, \
R F / 2 F
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F \F
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Figura 66. Uso do pentafluoroestireno em reagdes de funcionalizacdo do tipo Click

Chemistry (usando-se tiois e aminas).
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A selecdo da benzilamina e da dodecilamina como compostos funcionais ¢
justificada pela presenca de grupamentos hidrofobicos em suas estruturas (anel aromatico
e longa cadeia carbOnica respectivamente), além da possibilidade dos materiais
produzidos interagirem com as enzimas a serem imobilizadas por ligacdes de carater
covalente, em funcdo dos grupamentos amina inseridos as cadeias poliméricas. Ja o
tiofenol, por ser um composto funcional reativo que contém grupamento tiol, também
possibilita a inser¢do de grupamentos potencialmente hidrofébicos nas cadeias
poliméricas, podendo promover a ativagdao interfacial da lipase com o processo de
imobilizacao.

Apods a sintese dos diferentes materiais poliméricos, diversas andlises foram
realizadas com o objetivo de caracterizar tais resinas: microscopia Optica, cromatografia
de permeagao em gel (GPC), analises para determinagao do grau de hidrofobicidade os
materiais, cromatografia gasosa (GC) e ressonancia magnética nuclear (RMN). Anélises
de conversdo e de rendimento também foram conduzidas. Algumas técnicas de
caracterizacdo ja foram descritas no Capitulo II. A seguir serdo descritas apenas as
técnicas que ainda ndo foram detalhadas: cromatografia gasosa (GC); ressonancia
magnética nuclear (RMN); cromatografia de permeagdo em gel (GPC) (para as reagdes

deste Capitulo, outro equipamento de GPC foi utilizado).

4.2.1.1. Cromatografia Gasosa (GC)

A técnica de cromatografia gasosa consiste em um processo de separacdo de uma
mistura de compostos que sdo termicamente estaveis e volateis. Dessa forma, uma
amostra ¢ inicialmente aquecida e volatilizada em um forno. Essa amostra volatil ¢
injetada, entdo, em uma coluna, empregando um gas de arraste conhecido por gas auxiliar.
A medida que o fluxo de gas atravessa a coluna, ele carreia os componentes da amostra,
que interagem de formas distintas com a fase estacionaria da coluna. Assim, cada
composto ¢ eluido em um tempo especifico e exibe intensidades distintas (a depender de
sua concentracdo na amostra), sendo detectados ao sair da coluna por meio de um
detector.

Para determinar a conversao de cada um dos comondmeros nas diferentes reacdes
de polimerizagdo, foram realizadas analises de GC das amostras coletadas no inicio e ao

fim de cada reacdo. Inicialmente, a cada amostra (2 gotas) eram adicionados (1,5 mL) de
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acetona. Essa solugdo polimérica era, entdo, injetada em um cromatografo fabricado pela
DANI Instruments, modelo Master GC, equipado com um detector de ionizagao de chama
e uma coluna capilar Dani DN-WAX (comprimento de 30 m, diametro interno de 0,32
mm e espessura do filme de 1,0 um). O forno operava a 220 °C, empregando como gas
auxiliar nitrogénio (vazao de 1 mL/min).

Dessa forma, a partir da determinacdo dos picos caracteristicos de cada
componente e com base na razao entre as areas individuais de cada um e do padrao interno
(tolueno, solvente das reacoes, foi utilizado como padrao interno), foi possivel quantificar

cada componente presente em cada amostra.

4.2.1.2. Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Pode-se utilizar a técnica de ressonincia magnética nuclear para determinar a
estrutura de cadeias poliméricas. Esta técnica explora interagdes existentes entre um
campo magnético estavel e o momento magnético exibido por alguns nucleos (“spin” nao
nulo) (BRANDOLINI e HILLS, 2000; CANEVAROLO, 2004). Dessa forma, a depender
das caracteristicas estruturais da amostra, ela pode responder ao campo eletromagnético
de maneira especifica. O espectro de RMN ¢ o registro dessas respostas. Os nucleos mais
estudados sdo 'H e '*C em aparelhos com frequéncia de 200 e 300 Hz.

Para realizar as analises de RMN, cada amostra era previamente solubilizada em
cloroféormio deuterado (2 - 2,2 mL). Os espectros de ressonancia magnética nuclear de
proton ('H e '°F) foram adquiridos em um equipamento Bruker AV-III 400 a 303 K em
uma frequéncia de proton de 400.13 MHz.

As conversdes de cada comonomero foram determinadas a partir da integral dos
grupamentos vinilicos caracteristicos de cada composto monomérico (H.C = CH-) (= 6,5-
5,5 ppm) que tendem a diminuir ao longo da reacdo de polimerizacdo (os picos
correspondentes a cada mondmero sdao destacados na sec¢ao de resultados). A partir dos
espectros de RMN, foi possivel analisar também a composicao das cadeias poliméricas
produzidas.

A comparacdo entre os espetros de RMN das resinas poliméricas obtidos antes e
ap6s as reacdes de funcionalizagdo possibilitaram o célculo da conversdo de cada
composto funcional. Inicialmente, os picos que seriam alterados durante as reagdes de

funcionalizacdo foram determinados (benzilamina: = 3,5 ppm; dodecilamina: = 2,5 — 3,0
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ppm; tiofenol: = 7,3 — 7,5 ppm). Assim, ao observar a diminuigao relativa deste pico, foi
calculada a conversdo. Vale salientar que, como os compostos funcionais foram
adicionados em excesso, para o calculo da conversao foi relacionado o niimero de mols
que reagiram de cada composto funcional e o nimero de mols de cada grupamento reativo
(anél epoxido e p-flior) presente na resina polimérica no inicio da etapa de
funcionalizagao.

A conversao relativa dos grupamentos de F~ foi determinada também observando-
se os espectros de F!° e a diminui¢do do pico correspondente ao para-F antes e apos a
reagio de funcionalizagdo. E sabido que apenas os atomos de flior na posi¢io para- estido

sujeitos a substituicdo nucleofilica (BECER et al., 2009).

4.2.1.2. Cromatografia de Permeagao em Gel (GPC)

Nesta etapa do trabalho, as andlises de cromatografia de permeagao de gel (GPC)
foram conduzidas operando com tetrahidrofurano (THF) (para os materiais a base de
GMA) e dimetilformamida (DMF) (para os materiais a base de PFS e para todas as
matrizes funcionalizadas). O equipamento utilizado foi um Agilent 1260, equipado com
um detector refratométrico. O equipamento operava com um amostrador automatico e 2
colunas (2 PLgel 5 um (300 x 7,5 mm); PLgel 5 mm (50x7.5mm), uma coluna de
protecao). Os solventes THF e DMF foram empregados como fase mdvel nas analises
correspondentes. O instrumento foi calibrado utilizando padrdes de poli(metacrilato de
metila) (550 - 46890 Da). Todas as amostras foram previamente filtradas em membrana

0,2 um para remogao de possiveis contaminantes.

4.2.2. Resultados

4.2.2.1. Incorporacio do GMA as Matrizes Poliméricas

Como mencionado anteriormente, inicialmente, estudou-se a incorporacao de
monodmeros do tipo epoxido (metacrilato de glicidila, GMA) as cadeias de poliestireno
(PS). Para isso, foram empregadas concentracdes crescentes de GMA no meio reacional

(0; 10%; 20%; 50%; 100% m/m em relacdo a massa monomérica total).
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A conversao de cada comonomero em cada uma das reagdes realizadas ¢
apresentada na Tabela 24. As conversdes foram determinadas por GC e RMN. E possivel
notar que os valores de conversdo obtidos por ambas as técnicas foram semelhantes.
Apenas nas reagdes em que baixo teor de GMA foi adicionado ao sistema (Reacdo 07 e
Reacao 08), observou-se uma discrepancia nos valores de conversdo obtidos para este
comondmero. No entanto, em fun¢do da maior sensibilidade das analises de RMN,
possivelmente as andlises de GC ndo foram apropriadas para a deteccdo das baixas
concentragcdes deste comondmero. Nota-se também que a conversdo de estireno
aumentou com o aumento do teor de metacrilato de glicidila no meio reacional,
provavelmente em funcio da elevada reatividade do comondmero epéxido. E importante
ressaltar que a reacdo de sintese de poli(metacrilato de glicidila) (PGMA) resultou em um
produto final de elevada viscosidade, dificultando a analise do ponto final (possivelmente

ocorreu a formagao de material reticulado).

Tabela 24. Conversao de cada um dos monomeros em cada uma das reacdes realizadas.

Conversao | Conversao
Conversao Total|Conversido Total
Legenda GC (%) RMN (%)
GC (%) RMN (%)
S |GMA| S [GMA
Reacédo 06 PS 54 - 54 - 54.4 54.4
Reagdo 07 | P(S-co-GMA) (10%GMA) | 53 2 56 74 47.9 57.7
Reagdo 08 | P(S-co-GMA) (20%GMA) | 51 27 56 67 46.1 58.0
Reagdo 05 | P(S-co-GMA) (50%GMA) | 66 56 64 60 61.0 62.0
Reagdo 17 | P(S-co-GMA) (50%GMA) | 66 63 66 66 64.3 65.7
Reacdo 15 PGMA - - - - - -

A conversao de cada um dos mondmeros também foi avaliada ao longo do tempo
de reagdao. Para tal estudo, a reacdo selecionada foi a reacdo em que as maiores
concentragdes de cada um dos mondmeros foram adicionadas (Reacao 17). Na Figura 67
¢ possivel observar que as conversdes de ambos 0os mondmeros ao longo de toda a reagdo
sdo muito proximas, indicando que ambos os monomeros sdo incorporados de forma
aleatoria com taxas similares nas cadeias poliméricas. Nota-se também que
comportamentos similares foram obtidos a partir de ambas as técnicas de analise, GC e

RMN.
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Figura 67. Conversao de cada um dos mondmeros (Reagdo 17; 50% GMA) obtida a partir
da analise: (A) GC; (B) RMN.

Apenas para ilustrar a maneira empregada para calcular a conversdo de cada
comondmero com base nos espectros de RMN, é mostrada a Figura 68. E possivel
observar que os picos relativos as duplas ligagdes dos compostos monoméricos diminuem
com o decorrer da reagdo de polimerizacdo. A partir da queda da intensidade da dupla
ligacdo relativa a cada um dos mondmeros, foi possivel calcular a conversao de cada um

em cada uma das reagoes.
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Figura 68. Espectros de RMN obtidos para a Reagdo 05 (P(S-co-GMA), 50%GMA): t0

(espectro obtido no inicio da reacdo) e tf (espectro encontrado ao final da reagdo de

polimerizacao).
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Com o objetivo de evidenciar a eficiéncia do processo de purificagdo dos materiais
poliméricos, é mostrada a Figura 69. E possivel notar nos materiais submetidos a duas
etapas de purificacdo a auséncia dos picos relativos as duplas ligacdes caracteristicas das
ligacdes vinilicas (presentes nos comonomeros), comprovando a auséncia de mondmeros

residuais nos polimeros finais.
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Figura 69. Espectros de RMN obtidos para os materiais poliméricos de (P(S-co-GMA),
50%GMA): RO5tf (solugdo polimérica obtida ao final da reagdo de polimerizagdo); R0O5
Ist (material polimérico produzido apds a primeira etapa de purificacdo); RO5 2nd

(material polimérico final, produzido ao final da segunda etapa de purificacao).

Em seguida, os materiais produzidos foram avaliados quanto as distribui¢des das
massas molares das cadeias poliméricas, como mostrado na Figura 70. E possivel
observar que o aumento da concentragdo de GMA no meio reacional provoca um leve
deslocamento das curvas de distribui¢do de massas molares para maiores valores. O
mesmo efeito ¢ observado ao analisar os valores numéricos médios das massas molares
(Mn), como mostrado na Tabela 25. A maior concentragdo de mondmeros de glicidila no
meio aumenta a interagdo entre grupamentos epoxidos de cadeias distintas, havendo um

aumento da massa molar dos materiais poliméricos produzidos.
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Figura 70. Distribuicdo das massas molares das cadeias poliméricas dos diferentes

polimeros produzidos.

Tabela 25. Massa molar numérica média (Mn) de cada um dos polimeros produzidos

no primeiro bloco de reagdes.

. M sec . )
Reacdo Legenda PDi Polimero
(g.mol ")

RO6 PS 10,900 1.96 Se3

RO7 P(S-co-GMA); (10%GMA) 11,000 1.87 Ssg-r-GMAg
RO8 P(S-co-GMA); (20%GMA) 10,800 2.01 Ss2-r-GMA 2
RO5 P(S-co-GMA); (50%GMA) 12,700 2.18 S37-r-GMAse
R15 PGMA 17,000! 2.79! GMA

"Valor encontrado empregando-se DMF como solvente.

Na Figura 71 sdo mostrados os espectros de todos os materiais poliméricos
produzidos no primeiro bloco de reagdes. Primeiramente, percebe-se que ndo ha
mondmero residual em nenhuma resina final, evidenciando a eficiéncia do processo de
purificacdo, uma vez que ha auséncia dos picos relativos as duplas ligacdes em todos os
materiais. Ademais, a incorporagdo do GMA as cadeias de poliestireno também ¢
mostrada com clareza, uma vez que hé o aparecimento dos picos relativos a este material
(GMA) nos copolimeros produzidos, como identificado na figura. Nota-se também, como

esperado, a diminuicdo dos picos correspondentes ao anel aromatico do comonomero

estireno com o aumento do teor de GMA no meio reacional.
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Figura 71. Espectros de RMN obtidos para cada um dos polimeros produzidos e

purificados.

Percebe-se, portanto, que diferentes materiais poliméricos foram produzidos e

podem ser empregados na etapa seguinte de funcionalizagao das cadeias polimérica.

4.2.2.2. Incorporacio do PFS as Cadeias Poliméricas

Em um segundo bloco de reagdes, foi estudada a incorporacdo do comondmero
pentafluoroestireno (PFS) as cadeias de poliestireno (PS). Foram empregadas as mesmas
concentragdes que as usadas no primeiro bloco de reagdes (0; 10%; 20%; 50% m/m em
relacdo a massa monomérica total). A conversao de cada comonomero nas reagdes deste
segundo bloco de reacdes ¢ apresentada na Tabela 26. Pode-se observar que a conversao
do PFS ¢ superior a conversdo do S, indicando a maior reatividade deste comondmero.
Nota-se também que os valores de conversao obtidos a partir de ambas as técnicas de
caracterizacdo (GC e RMN) foram novamente semelhantes. Além disso, os resultados
encontrados para as duplicatas realizadas (Reacdes 12 e 18) sdo similares, confirmando

que os resultados encontrados até o0 momento sao confidveis.
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Tabela 26. Conversao de cada um dos monomeros em cada uma das reagoes do

segundo bloco de experimentos.

Conversao Conversao
Conversao Total |Conversao Total
Legenda GC (%) RMN (%)
GC (%) RMN (%)
S PFS S PFS
Reacédo 10 PS 75 - 74 - 74.9 73.7
Reagdo 11 | P(S-co-PFS) (10%PFS) 77 94 75 91 79.3 76.8
Reagdo 13 | P(S-co-PFS) (20%PFS) 79 94 78 93 83.0 81.9
Reagdo 12 | P(S-co-PFS) (50%PFS) 92 89 91 88 90.1 89.2
Reagdo 18 | P(S-co-PFS) (50%PFS) 92 88 90 86 89.4 87.9

Novamente, apenas para efeito ilustrativo, sdo mostrados os picos relacionados as

duplas ligagdes dos compostos monoméricos na Figura 72. A partir da queda da

intensidade da dupla ligacdo correspondente a cada composto, foi possivel calcular a

conversao de cada monomero em cada uma das reagdes.
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Figura 72. Espectros de RMN das solu¢des poliméricas produzidas (P(S-co-PFS);

50%PFS): t0 (inicio da reagdo) e tf (solucdo polimérica obtida ao final da reagdo).

Na Figura 73 sdo apresentadas as distribui¢cdes das massas molares das cadeias

poliméricas dos polimeros produzidos. Nota-se que os resultados encontrados para este

bloco de rea¢des foram muito semelhantes entre si. Contudo, ao analisar os valores

médios (Mn), na Tabela 27, nota-se um pequeno aumento nos valores das massas molares
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com o aumento da concentracdo de PFS no meio reacional, em decorréncia da massa

molar mais elevada do comondmero de flaor.
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Figura 73. Distribuicdo das massas molares das cadeias poliméricas dos polimeros

produzidos no segundo bloco de experimentos.

Tabela 27. Massas molares médias de cada um dos copolimeros produzidos no segundo

bloco de experimentos.

Mo seC )
Reagdo Legenda PDi Polimero
(g.mol ")
R10 PS 9,300 1.91 Ss4
R11 P(S-co-PFS); (10%PFS) 10,400 1.92 S7s-r-PFSg
R13 P(S-co-PFS); (20%PFS) 10,300 1.96 S75-r-PFS16
R18 P(S-co-PFS); (50%PFS) 15,500 1.61 Ss4-r-PFS3;

A composic¢ao de cada um dos polimeros sintetizados no segundo bloco de reagdes
¢ mostrada na Figura 74. Primeiramente, a auséncia de mondmeros residuais em cada um
dos materiais produzidos ¢ evidenciada, uma vez que nao ha picos relativos as duplas
ligagdes. Novamente, a incorporacdo do comondmero PFS ¢ facilmente observada nos
espectros de 'H. Essa incorporagio ¢ ainda mais evidente ao analisar os espectros de fliior
das diferentes resinas produzidas na Figura 75. E possivel notar que o aumento da

concentracdo de PFS no meio reacional ¢ acompanhado pelo aumento e alargamento do
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sinal correspondente a cada atomo de fllior nas posi¢des orto-, meta- € para- nos
materiais poliméricos produzidos e purificados.
Dessa forma, um segundo conjunto de resinas poliméricas contendo grupamentos

fltor foi sintetizado e pode ser empregados na etapa seguinte de funcionalizagao.
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Figura 74. Espectros de RMN dos diferentes polimeros produzidos e purificados, 'H.
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Figura 75. Espectros de RMN dos polimeros produzidos e purificados, '°F.
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4.2.2.3. Funcionalizacdo das Matrizes Poliméricas

Apos a sintese dos diferentes materiais poliméricos, contendo diferentes teores de
GMA e PFS, uma terceira série de experimentos envolvendo a funcionaliza¢do desses
materiais foi conduzida. Os materiais poliméricos contendo 10 e 50% de GMA e 10 e
50% de PFS foram selecionados e empregados nas reacdes de funcionalizagdo. Como
mencionado anteriormente, os compostos funcionais utilizados foram benzilamina,
dodecilamina e tiofenol. Cada uma das estruturas envolvidas na rea¢do de funcionalizagdo

¢ apresentada na Figura 76.

i Benzilamina
= P(S-co-GMA) NH
2
(10% and 50% GMA)
et
” ' Tiofenol
0l SH

= P(S-co-PFS)
(10% and 50% PFS)

Dodecilamina

HMNL _.-._\v,,—\\v,.-‘\___/'\.V_/\.‘/%

g

Figura 76. Compostos funcionais empregados nas reagdes de funcionalizagao.

Com o objetivo de facilitar a identificagdo dos grupamentos funcionais que se
pretende adicionar as cadeias poliméricas ap0s as reagdes de funcionalizagdo, ¢ mostrada
a Figura 77. Dessa forma, busca-se produzir materiais poliméricos contendo diferentes
propriedades de superficie, sendo capazes de interagir de formas diversas com enzimas

distintas.
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Figura 77. Grupos funcionais inseridos as cadeias poliméricas apds as reagdes de

funcionalizagao.

A conversdo correspondente a cada composto funcional nas reagdes de
funcionalizacdo ¢ mostrada na Tabela 28. Primeiramente, ¢ possivel observar que as
reacOes de funcionalizacdo envolvendo a abertura do anel epoxido (10% e 50% de GMA)
ocorreram quando foram empregadas ambas as aminas e o tiofenol. Contudo, as reagdes
em que tiofenol foi utilizado apresentaram conversdes de epdxido acima de 100%,
indicando que este composto reage com outros componentes presentes no meio reacional
(possivelmente com o proprio tiofenol) e ndo somente com os grupamentos epoxidos
inseridos nas cadeias poliméricas.

Ao analisar o bloco de materiais contendo PFS, percebe-se que aparentemente s
houve reacdo do tipo Click quando o tiofenol foi empregado juntamente com o polimero
contendo 50% PFS. Novamente, a conversao de p-F observada esteve acima de 100%,
indicando que o tiofenol reage com outros componentes da reagdo € nao apenas com 0s
atomos de fluor na posicao para-. Dessa forma, visando a um aumento na inser¢ao desses
grupamentos funcionais nas cadeias poliméricas, novas condi¢des reacionais devem ser

investigadas, como aumento da temperatura de reagdo, por exemplo.
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Tabela 28. Conversao de cada uma das reagdes de funcionalizagao.

Legenda Polimero Conversao
(RMN) (%)
Funcionalizagdo 14 (RO7pp; 10%GMA; Benzilamina) Sss-r-GMAg 1
Funcionalizagdo 15 (RO7pp; 10%GMA; Dodecilamina) Sss-r-GMAg 4
Funcionalizagdo 16 (RO7pp; 10%GMA; Tiofenol) Sss-r-GMAg 231
Funcionalizagdo 17 (R17pp; 50%GMA; Benzilamina) S3s-r-GMAog 13
Funcionalizagdo 18 (R17pp; 50%GMA; Dodecilamina) S3s-r-GMAxs 18
Funcionalizagdo 19 (R17pp; 50%GMA; Tiofenol) S3s-r-GMAxs 223
Funcionalizagao 20 (R11pp; 10%PFS; Benzilamina) S7s-r-PFSs 0
Funcionalizagdo 21 (R11pp; 10%PFS; Dodecilamina) S7s-r-PFSs 0
Funcionalizagdo 22 (R11pp; 10%PFS; Tiofenol) S7s-r-PFSg 0
Funcionalizagdo 23 (R18pp; 50%PFS; Benzilamina) Ss4-r-PFS3, 0
Funcionalizagdo 24 (R18pp; 50%PFS; Dodecilamina) Ss4-r-PFS3, 0
Funcionalizagdo 25 (R18pp; 50%PFS; Tiofenol) Ss4-r-PFS3, 340

Na Figura 78 sdo apresentadas as distribuicdes de massas molares das cadeias
poliméricas dos materiais produzidos, contendo 10% e 50% de GMA. E possivel notar
que, apos as reacdes de funcionalizagdo com ambas as aminas e com o tiofenol, ocorreu
um deslocamento das curvas de distribuigdo para maiores valores. Esse efeito ¢ ainda
mais pronunciado ao observar o grupo de reacdes em que os polimeros contendo 50%
GMA foram empregados. Dessa forma, esses resultados indicam que as reagdes de Click
Chemistry de abertura do anel epoxido durante as reacdes de funcionalizagdo ocorreram
nas condigdes reacionais selecionadas. Contudo, ¢ importante ressaltar que o efeito de
aumento de massa molar ¢ mais pronunciado ao empregar as aminas quando comparadas
com as distribui¢des de massas molares das resinas funcionalizadas com tiofenol. Esse
comportamento pode ser resultado de dois efeitos: ou a incorporagdo do tiofenol as
cadeias poliméricas ocorre durante a funcionalizagdo, mas a uma conversao mais baixa
(a0 comparar com as aminas), reagindo preferencialmente com outros componentes do
meio reacional (por isso, a conversdo final acima de 100%); ou a baixa ocorréncia de
reagdes de abertura do anel epdxido com os grupamentos amina favoreceu uma maior
interacdo entre os grupamentos epoxido de cadeias poliméricas distintas, resultando em
um aumento da massa molar mesmo a baixas conversdes (como observado nos resultados

de conversao, apresentados anteriormente)

198



Capitulo IV — Funcionalizagdo das Nanoparticulas Poliméricas

Efeito semelhante foi observado ao analisar os valores das massas molares médias
na Tabela 29. Nota-se o aumento das massas molares numéricas médias apds as reagdes

de funcionalizagdo, o que novamente indica a ocorréncia das reagdes de funcionalizagao.

1
3 = P(S-co-GMA);10%GMA;R07pp
<
N 0.8 -
=
§ 0.6 - S — P(S-co-GMA) Funcionalizado
% Benzilamina
% 0.4 -
B P(S-co-GMA) Funcionalizado
& 0.2 - Dodecilamina

0 ¢ — . )

1.E+03 1.E+05 1.E+07 P(S-co-GMA) Funcionalizado

Tiofenol
Mw (g.mol-1)
(A)

1
- = P(S-co-GMA);50%GMA;R17pp
=l
g 0.8 - —
N
=
£ 06 - P(S-co-GMA) Funcionalizado
2 Benzilamina
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% P(S-co-GMA) Funcionalizado
~ 02 - Dodecilamina

0 74 ‘ o
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Figura 78. Distribui¢cdo de massas molares dos polimeros produzidos apés as reacdes de

funcionalizacdo: (A) (P(S-co-GMA); 10%GMA); (B) (P(S-co-GMA); 50%GMA).
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Tabela 29. Massas molares numéricas médias (Mn) dos polimeros produzidos apds a

funcionalizacdo do grupo epoxido.

Legenda M, sec (g.mol ") PDi

P(S-co-GMA) (10%GMA) 8,700 1.87
P(S-co-GMA) (10%GMA); Benzilamina 11,800 2.02
P(S-co-GMA) (10%GMA); Dodecilamina 17,900 7.28
P(S-co-GMA) (10%GMA); Tiofenol 11,100 1.80
P(S-co-GMA) (50%GMA) 13,000 1.90
P(S-co-GMA) (50%GMA); Benzilamina 57,600 2.43
P(S-co-GMA) (50%GMA); Dodecilamina 50,500 2.17
P(S-co-GMA) (50%GMA); Tiofenol 22,900 1.55

Observam-se na Figura 79 as distribuicdes das massas molares das cadeias

poliméricas do bloco de polimeros contendo 10% e 50% de PFS. E possivel notar que,

mesmo apos as reagdes de funcionalizacdo, nao foi observada qualquer alteracdo ou

deslocamento das curvas de distribuicdo. Ao analisar as massas molares numéricas

médias (Mn), Tabela 30, percebe-se que resultados semelhantes foram encontrados para

os diferentes materiais produzidos. Dessa forma, com base nessas analises, a ocorréncia

de reagdes do tipo Click entre os atomos de flior na posi¢do para- e os diferentes

compostos funcionais nao parece ter ocorrido de forma muito expressiva.

Tabela 30. Massas molares médias numéricas (Mn) dos polimeros produzidos apos a

funcionalizagao do fluor.

Legenda M, sec (g.mol ") PDi

P(S-co-PFS) (10%PFS) 10,400 1.92
P(S-co-PFS) (10%PFS); Benzilamina 10,200 2.05
P(S-co-PFS) (10%PFS); Dodecilamina 10,500 1.96
P(S-co-PFS) (10%PFS); Tiofenol 10,600 1.92
P(S-co-PFS) (50%PFS) 15,500 1.61
P(S-co-PFS) (50%PFS); Benzilamina 15,900 1.65
P(S-co-PFS) (50%PFS); Dodecilamina 14,300 1.77
P(S-co-PFS) (50%PFS); Tiofenol 16,400 1.76
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Figura 79. Distribuicdo das massas molares dos polimeros produzidos apds as reagdes de

funcionalizacdo: (A) (P(S-co-PFS); 10%PFS); (B) (P(S-co-PFS); 50%PEFES).

Na busca por novas técnicas que indicassem a incorporacdo dos compostos
funcionais as cadeias poliméricas, foram realizadas andlises para determinar o grau de
hidrofobicidade das resinas produzidas. Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela
31. Nota-se que para esta analise foram selecionados apenas os materiais contendo 50%
de GMA e 50% de PFS. Inicialmente percebe-se que a adi¢do de GMA e PFS as cadeias
poliméricas de poliestireno afetam as propriedades de superficie, uma vez que resinas
poliméricas mais hidrofilicas e mais hidrofobicas respectivamente foram obtidas apos a

insercao desses comonomeros. Contudo, ao analisar os resultados encontrados para os
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materiais a base de GMA e a base de PFS, ndo se percebe nenhuma diferenca significativa
no grau de hidrofobicidade dos polimeros ndo-funcionalizados e dos materiais que
conteriam os compostos funcionais, uma vez que angulos de contato similares foram
obtidos. Dessa forma, ndo ¢ possivel confirmar por essas andlises se tais compostos
provocaram modificagdes significativas nas propriedades de superficie dos suportes
poliméricos. Vale destacar que para as duplicatas realizadas (Reacdes 06pp e Reacdo
10pp; Reacdo 12pp e Reacgdo 18pp) valores similares foram obtidos, refor¢ando a

confiabilidade dos dados encontrados.

Tabela 31. Angulo de contato encontrado para os diferentes materiais produzidos.

Reagdes Legenda Angulo de Contato (°)
RO6pp PS 88,1 +0,3
R10pp PS 89,2+ 0,8
RO5pp P(S-co-GMA); (50%GMA) 74,6
R15pp PGMA 62,4+0,7

F17p P(S-co-GMA) (50%GMA);50%GMA; Benzilamina 75,5
F18p P(S-co-GMA) (50%GMA);50%GMA; Dodecilamina 71,21
F19p P(S-co-GMA) (50%GMA);50%GMA; Tiofenol -2
R12pp P(S-co-PES) (50%PFS) 99,8!
R18pp P(S-co-PFS); (50%PFS) 97,4+3,9
F23p P(S-co-PES); (50%PFS); Benzilamina 94,7
F24p P(S-co-PFS); (50%PFS); Dodecilamina 91,3!
F25p P(S-co-PES); (50%PFES); Tiofenol 93,7+ 0,6

' Nao foi possivel realizar duplicatas dessas analises; > Nao foi possivel determinar o

angulo de contato de tal amostra.

Os polimeros foram caracterizados, por fim, por analises de RMN. Na Figura 80
sdo apresentadas as composigdes dos materiais funcionalizados e purificados,
empregando o polimero (P(S-co-GMA); 10% GMA). Nota-se que os picos caracteristicos
dos compostos funcionais (benzilamina e tiofenol) apareceram no material final
purificado, indicando a inser¢do desses componentes as cadeias poliméricas.

A partir da diminuigdo relativa da intensidade do grupamento ep6dxido (2 - 3 ppm)
(empregando o pico 'H do CH3 das moléculas de GMA, como referéncia) foi possivel

calcular o grau de abertura do anel, obtendo-se: 5%, quando a benzilamina foi empregada,
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e 35%, quando o tiofenol foi usado. Esse resultado corrobora a anélise de que o tiofenol
reage com outros componentes do meio reacional e ndo apenas com o grupamento
epoxido. E importante mencionar que os polimeros contendo 10% de GMA
funcionalizados com dodecilamina e todos os polimeros funcionalizados a base de 50%
de GMA nao solubilizaram em cloroférmio, solvente utilizado nas analises de RMN.
Dessa forma, a ndo solubilizacdo desses materiais ap0ds a etapa de funcionalizag¢do ¢ mais
um indicio da ocorréncia de reagdes do tipo Click Chemistry nas condi¢des operacionais

empregadas.

020 = T

0.15

005

1 Tiofenol

{ Benzilamina
“*1p(s-co-GMaA);
10% GMA

Chemic al Shilt (ppm)

Figura 80. Espectros de RMN dos polimeros produzidos e purificados apds as reagoes

de funcionaliza¢do (P(S-co-GMA); 10%GMA).

Os resultados obtidos para os materiais a base de PFS sd3o mostrados na Figura 81
(para simplificar, sdo apresentados apenas os resultados das resinas a base de 50% de
PFS). E possivel observar que os picos relativos a cada um dos grupamentos funcionais
surgem no material final purificado, indicando a inser¢do desses compostos funcionais
nas cadeias dos copolimeros.

Contudo, ao analisar a Figura 82, percebe-se que os espectros de '’F sio
semelhantes para os diferentes materiais analisados. Apos reagdes do tipo Click com
compostos a base de pentafluoroestireno, espera-se que haja uma diminui¢do do pico
relativo ao p-F (Unica posi¢ao que reage com o grupamento tiol) e o aparecimento de um

novo pico orto-F (que surge apds a reacdo de funcionalizagdo). No entanto, apenas

203



Capitulo IV — Funcionalizagdo das Nanoparticulas Poliméricas

quando o tiofenol foi empregado notou-se a clara ocorréncia da reacao de
funcionalizacdo, apresentando uma conversdo de 18%. Dessa forma, a ocorréncia das
demais reagdes do tipo Click, com os demais compostos funcionais (benzilamina e

dodecilamina), ainda ndo ¢ conclusiva.
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Figura 81. Espectros de '"H RMN dos polimeros produzidos e purificados ap6s as reagdes
de funcionalizagdo, (P(S-co-PFS); 50%PFS).
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Figura 82. Espectros de '°F RMN dos polimeros produzidos e purificados ap0s as reacdes

de funcionalizac¢ao, (P(S-co-PFS); 50%PFS).
204



Capitulo IV — Funcionalizagdo das Nanoparticulas Poliméricas

4.3. Funcionalizacdo das Nanoparticulas Poliméricas

Nesta etapa do trabalho objetivou-se sintetizar nanoparticulas poliméricas,
avaliando a estratégia mais adequada de funcionalizagdo de tais particulas
(funcionalizagdo in situ e funcionalizacdo pos-polimerizagdo). Para isso, foi estudada a
producao de nanoparticulas de P(S-co-DVB-co-GMA) e P(S-co-DVB-co-PFS) em
emulsdo contendo diferentes teores de metacrilato de glicidila (GMA) e
pentafluoroestireno (PFS). Em seguida, foram realizadas rea¢des de funcionalizagdo de
tais particulas, adotando-se ambas as estratégias mencionadas (funcionalizacdo in-situ e
pos-polimerizagdo). A Figura 83 ilustra os tipos de grupamentos funcionais que se espera

adicionar as nanoparticulas formadoras da casca das particulas casca-ntcleos.

Figura 83. Grupamentos funcionais que se espera adicionar as nanoparticulas formadoras

da casca das particulas casca-nucleo.
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4.3.1. Materiais e Metodologias

As nanoparticulas poliméricas foram sintetizadas por meio da técnica de
polimerizacdo em emulsdo, empregando uma mistura monomérica constituida por
estireno (S) e divinilbenzeno (DVB) e variando as concentra¢cdes dos comondmeros
metacrilato de glicidila (GMA) ou pentafluoroestireno (PFS). Todos os monomeros
apresentaram pureza minima de 99% e foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (UK). E
importante destacar que cada reagente foi empregado como obtido, sem haver qualquer
etapa intermedidria de purificagao.

O iniciador utilizado foi persulfato de potéassio P.A. (K2S20g) com pureza minima
de 99%. O emulsificante empregado foi lauril sulfato de sddio (SLS) com pureza minima
de 99%. O sal utilizado na sintese da solu¢do tampao foi o bicarbonato de sddio com
pureza minima de 99% (NaHCO3). Novamente, foi empregada a trietilamina (TEA) como
catalisador, apresentando pureza minima de 99%. Os reagentes foram também fornecidos
pela Sigma-Aldrich (UK). Agua destilada foi utilizada para preparar as solu¢des aquosas
de PVA, K»S,0s, SLS ¢ NaHCO:3.

As reagdes de polimerizagdo foram conduzidas em baldes volumétricos a 85 °C
sob agitacdo magnética em um regime de semi-batelada, de forma a evitar o descontrole
térmico da reagdo (empregando procedimento semelhante ao descrito no Capitulo II).
Assim, eram adicionados ao baldo volumétrico uma solu¢ao aquosa de lauril sulfato de
sodio (SLS, 1 % m/m), uma solucdo aquosa de bicarbonato de s6dio (NaHCO3, 0,1 %
m/m), dgua destilada (70% m/m), uma carga inicial de comondmeros (1,5 g) e, em
seguida, a solug@o aquosa do iniciador persulfato de potassio (K2S20s, 0,1 % m/m). Todas
as percentagens apresentadas correspondem ao teor massico total. A alimentacdo da
mistura monomérica (3,5 g) era subdividida em 6 cargas adicionadas a cada 10 minutos.
Ap6s o término da alimentacdo, prosseguia-se com mais 2 h de reagdo em emulsdo. A
mistura monomérica foi constituida por estireno (S) e divinilbenzeno (DVB, fixado em
25% m/m em relacdo a massa monomeérica total), variando as concentragdes dos
comonOmeros reativos, metacrilato de glicidila (GMA) ou pentafluoroestireno (PFS)
(0%; 10%; e 50% m/m em relacdo a massa monomérica total). Em todas as reagdes a

massa final foi de 15 g.
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Foram propostas duas estratégias de reagdo, de forma a avaliar e determinar a
maneira mais eficaz para a funcionalizagdo das nanoparticulas poliméricas: a
funcionalizacdo pos-polimerizagdo e a funcionalizagao in situ.

Nas reacdes de funcionalizagdo in situ, inicialmente era conduzida apenas a reagao
de polimerizagdo em emulsdo alimentada, seguindo-se com mais 2 horas de reacao para
formagao das particulas. Apods esse periodo, eram adicionados os compostos funcionais
(tiofenol e benzilamina), em excesso, ¢ o catalisador (trietilamina, TEA), também em
excesso. Empregou-se a mesma propor¢ao molar descrita anteriormente, baseando-se na
conversao calculada para os comondémeros GMA e PFS (1 mol comondmero reativo : 5
mol de composto funcional : 3 mols de TEA). As reagdes foram conduzidas por 24h.

Nas reagdes de funcionalizagdo poOs-polimerizagdo, as particulas eram
sintetizadas, como descrito anteriormente, lavadas com etanol e secas. Apds a secagem,
os componentes funcionais em excesso (tiofenol e benzilamina) eram adicionados a 1 g
de cada material polimérico previamente dispersos em tolueno (5 mL). Vale destacar que
trietilamina (novamente empregada em excesso) foi empregada como catalisador das
reacoes de funcionalizagcdo. Foi usada a mesma propor¢ao molar ja descrita (Imol
comondmero reativo: 5 mols de composto funcional : 3 mols de TEA). As reagdes foram
conduzidas por 24 h. Na Figura 84 ¢ apresentado um esquema das duas estratégias
adotadas.

As reagdes de sintese das nanoparticulas a partir da funcionalizagcdo pos-
polimerizacao sao mostradas nas Tabelas 32 (primeira etapa da reacdo) e 33 (reacdo de
funcionalizacdo propriamente dita). Na Tabela 34 sdo apresentadas as reagdes de
produ¢do das nanoparticulas via funcionalizacdo in situ. Todas as percentagens
apresentadas correspondem ao teor massico de cada monomero em relagao a carga

monomérica total.
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Etapas de Funcionalizac¢ao

Duas estratégias

V N

01) Reacdo em duas etapas - As particulas 02) Reagdo em uma etapa - O processo
sdo sintetizadas ¢ modificadas em uma de funcionalizagdo ocorre durante a
segunda etapa reacional (Funcionalizagdo polimerizacao (Funcionalizagdo in situ).

Poés-Polimerizagao).

Polimerizagdo em Emulsdo Polimerizagdo em Emulsdo
\l/ \l, /Compostos Funcionais
Etapas de Lavagem, Filtracao e Secagem Reagdes de Funcionalizagao (At=24h)
\l, J Compostos Funcionais \l/
Reagdes de Funcionalizagdo (At=24h) Etapas de Lavagem, Filtragdo e Secagem

v

Etapas de Lavagem, Filtracao e Secagem

v

Nanoparticulas Funcionalizadas Nanoparticulas Funcionalizadas

Figura 84. Esquema das estratégias de funcionalizagdo das nanoparticulas poliméricas.

Tabela 32. Primeira etapa da reacdo de polimerizagao pds-polimerizacao.

Reacdes Legenda
Referéncia Benchmark - Nanoparticulas — Reator de 1L (Reagdo:14)
EP02 P(S-co-DVB)
EPOS8 P(S-co-DVB-co-GMA); 10%GMA
EP10 P(S-co-DVB-co-GMA); 50%GMA
EP14 P(S-co-DVB-co-PFS); 10%PFS
EP16 P(S-co-DVB-co-PFS); 50%PFS
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Tabela 33. Etapa de funcionalizagdo das nanoparticulas pos-polimerizagao (PP).

Reagdo

Legenda

F26

PP (EP02 0%; Benzilamina)

F27

PP (EP02_0%; Tiofenol)

F28

PP (EP0O8 10%GMA;Benzilamina )

F29

PP (EP08_10%GMA; Tiofenol)

F30

PP (EP10_50%GMA; Benzilamina)

F31

PP (EP10_50%GMA; Tiofenol)

F32

PP (EP14_10%PFS; Benzilamina)

F33

PP (EP14_10%PFS; Tiofenol)

F34

PP (EP16_50%PFS; Benzilamina)

F35

PP (EP16_50%PFS; Tiofenol)

Tabela 34. Reacdes de polimerizacao e funcionalizacao in situ (IS).

Reacdo

Legenda

EPO5

IS (0%GMA; Benzilamina)

EP18

IS (10%GMA; Benzilamina)

EP19

IS (50%GMA; Benzilamina)

EP20

IS (10%GMA; Tiofenol)

EP21

IS (50%GMA; Tiofenol)

EP22

IS (10%PFS; Benzilamina)

EP23

IS (50%PFS; Benzilamina)

EP24

IS (10%PFS; Tiofenol)

EP25

IS (50%PFS; Tiofenol)

Inimeras andlises foram realizadas com o objetivo de caracterizar as

nanoparticulas produzidas: microscopia Optica (MO), microscopia eletronica de

varredura (MEV), andlise de distribuicao de tamanhos de particula por espalhamento de

luz, analise de area especifica por fisissor¢do de nitrogénio e analises para determinar o

grau de hidrofobicidade dos materiais produzidos. A seguir serd descrita a Uinica técnica

que ainda nao foi detalhada: Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). Analises

de conversdo e de rendimento também foram conduzidas por gravimetria. Vale pontuar

que para o calculo do rendimento foi considerado o material final obtido (apds as etapas

de lavagem e secagem das particulas) e a carga monomérica adicionada durante a reagdo

de polimerizagao.
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4.2.1.1. Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Foram realizadas analises de FTIR com o objetivo de determinar a composigao
das particulas poliméricas. As andlises de FTIR foram realizadas em um espectrometro
da fabricante Thermo Scientific, modelo Nicolet 6700, utilizando-se uma sonda de ATR
durante as analises. As amostras foram avaliadas na condi¢ao ambiente, realizando 128
varreduras com resolugdo de 4 nm em modo de transmitancia. A faixa de numeros de

onda aplicados foi de 500 a 4000 cm™.

4.3.2. Resultados

As morfologias das particulas produzidas sdo mostradas na Figura 84. E possivel
notar que muitas particulas de didmetro pequeno foram produzidas. No entanto, observa-
se que muitos aglomerados também foram formados ao longo das reacgdes, principalmente
nas reagdes em que GMA foi adicionado como comondmero, como mostrado na Figura
85 A e Figura 85 D. Particulas menores e mais dispersas foram produzidas nas reagdes
em que PFS foi empregado como comondmero, como pode ser observado ao comparar
as Figuras 85 A e 85 B. Ao analisar as micrografias eletronicas, Figuras 85 E, 85 F e 85
G, fica evidente que particulas em escala nanométrica foram formadas nas reacdes a base
de GMA e de PFS. No entanto, aglomerados também foram formados, em decorréncia da
instabilidade de algumas emulsdes ou dos processos de lavagem e secagem. Nao ¢
possivel determinar com base apenas nas micrografias se alguma estratégia de

funcionalizacdo resultou em maior ou menor grau de aglomeragio de particulas.
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(G)
Figura 85. Morfologia das particulas produzidas: (A) EP 10 (P(S-co-DVB-co-GMA);
50%GMA); (B) EP 16 (P(S-co-DVB-co-PFS); 50%PFS); (C) MO: EP 02 (P(S-co-DVB)); (D) MO:
EP10 (P(S-co-DVB-co-GMA); 50%GMA); (E) MEV: EP 19 (IS (50%GMA; Benzilamina)); (F)
MEV: EP 21 (IS (50%GMA; Tiofenol)); (G) MEV: EP 25 (IS (50%PFS; Tiofenol)).
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Nas Tabelas 35 e 36 sdo mostrados os resultados de conversao e de rendimento de
cada uma das reagdes realizadas nas etapas de sintese e de funcionalizacdo. Inicialmente,
ao observar a Tabela 35, pode-se perceber que a presenca de GMA no meio provocou
uma leve queda na conversdo monomérica total; enquanto a adi¢do de PFS parece nao
afetar a conversao. Nota-se também que a adi¢do de PFS provocou uma queda no
rendimento das reagdes. E possivel que o aumento na geragdo de particulas pequenas
provoque maior perda de material polimérico durante as etapas de filtragdo e secagem.

Ao analisar a Tabela 36, observa-se que as conversoes das reacdes de
funcionalizagdo pos-polimerizagdo ndo foram calculadas, pois para condugdo desta etapa
de funcionalizagdo partiu-se das particulas previamente produzidas. Para calcular o
rendimento de cada reagdo, desconsiderou-se a massa adicionada dos compostos
funcionais. Dessa forma, rendimentos acima dos obtidos na primeira etapa da reacao,
mostrados na Tabela 35, indicariam a incorporacgao de tais componentes. Assim, pode-se
notar na maior parte das reacdes que a adi¢do da benzilamina e do tiofenol provocaram
aumento no rendimento final, indicando que ou tais compostos ndo estdo sendo
removidos durante o processo de lavagem e secagem ou estdo sendo realmente

incorporados as cadeias poliméricas.

Tabela 35. Conversdo e rendimento das reagdes correspondentes a primeira etapa da

funcionalizagao pos-polimerizagao.

Reagdes Legenda Conversdo |Rendimento (%)
Referéncia Benchmark - Nanoparticulas - 1L Reator 0.82 742
(Reacao 14)
EP02 P(S-co-DVB) 0.90 69.3
EPOS8 P(S-co-DVB-co-GMA); 10%GMA 0.89 69.6
EP10 P(S-co-DVB-co-GMA); 50%GMA 0.67 74.9
EP14 P(S-co-DVB-co-PFS); 10%PFS 0.91 34.5
EP16 P(S-co-DVB-co-PFS); 50%PFS 0.82 48.2
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Tabela 36. Rendimento das reagdes de funcionalizagao pds-polimerizagao.

Reacgodes Legenda Rendimento (%)
F26 PP (EP02 0%; Benzilamina) 73.1
F27 PP (EP02_0%; Tiofenol) 61.1
F28 PP (EP0O8 10%GMA; Benzilamina ) 88.0
F29 PP (EP08 10%GMA; Tiofenol) 64.4
F30 PP (EP10_50%GMA; Benzilamina) 117.6
F31 PP (EP10_50%GMA; Tiofenol) 121.9
F32 PP (EP14 10%PFS; Benzilamina) 70.9
F33 PP (EP14_10%PFS; Tiofenol) 76.9
F34 PP (EP16_50%PFS; Benzilamina) 62.3
F35 PP (EP16_50%PFS; Tiofenol) 73.1

Na Tabela 37 sdo apresentados os rendimentos e as conversoes das reagdes de
funcionalizacdo in situ. Novamente, para o calculo da conversao e do rendimento dessas
reagdes desconsiderou-se a massa adicionada dos compostos funcionais. Dessa forma,
conversdes acima de 1 indicariam a incorporacdo de tais componentes. Observou-se para
as particulas contendo 10 e 50% GMA funcionalizadas com benzilamina e para as
particulas a base de 10 e 50% PFS funcionalizadas com tiofenol conversdes acima de 1,
indicando que ou tais compostos ndo foram removidos durante o processo de secagem ou
foram realmente incorporados as cadeias poliméricas. Nota-se também que os
rendimentos obtidos foram proximos. Apenas as reacoes com 50% GMA funcionalizada
com benzilamina e tiofenol exibiram elevados rendimentos, acima de 80%. E importante
salientar que esses resultados sdo apenas indicios de que houve reagdo de funcionalizacio
com alguns grupamentos.

Os diametros médios das particulas obtidas ao final de cada reagdao sdo
apresentados nas Tabela 38 e 39. No entanto, com o objetivo de facilitar a comparagao

entre as diferentes particulas produzidas, sdo mostradas as Figuras 86 e 87.
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Tabela 37. Conversao e rendimento das reagoes de funcionalizacdo in situ.

Conversao Conversdo_2
Reagao Legenda (Antes da adigdo do|  (Apos a adigdo do | Rendimento (%)
composto funcional)| composto funcional)

EPO5 IS (0%GMA; Benzilamina) 0.92 - 57.6
EP0O6 IS (0%GMA; Benzilamina;=EP05) 0.94 -t 67.7
EP18 IS (10%GMA; Benzilamina) 0.69 1.11 59.6
EP19 IS (50%GMA; Benzilamina) 0.79 1.41 85.9
EP20 IS (10%GMA; Tiofenol) 0.69 0.82 66.3
EP21 IS (50%GMA; Tiofenol) 0.70 0.56 86.2
EP22 IS (10%PFS; Benzilamina) 0.87 0.72 56.9
EP23 IS (50%PFS; Benzilamina) 0.78 0.99 54.1
EP24 IS (10%PFS; Tiofenol) 0.85 1.37 70.6
EP25 IS (50%PFS; Tiofenol) 0.31 1.40 -1

! As analises ndo puderam ser realizadas.

Ao observar a Figura 86, percebe-se que o aumento de GMA (EP08 para EP10)
no meio reacional provocou um aumento do diametro médio das particulas, resultado de
uma maior aglomeracao das particulas. Efeito contrario foi observado com o aumento de
PFS no meio reacional (EP 14 para EP 16). Além disso, ¢ possivel notar para a maior
parte das reagdes que o processo de funcionalizagdo ou ndo alterou ou provocou um
aumento do didmetro médio de particula. No entanto, observa-se que inimeras reagoes
resultaram em particulas micrométricas. Dessa forma, ou os compostos funcionais
adicionados ao meio reacional (benzilamina e tiofenol) provocam uma maior
aglomeragdo de particulas durante a propria reagdo ou a aglomeragdo ¢ resultado do
processo de secagem das particulas. Assim, novas analises sdo necessarias para avaliar
em que etapa ocorre a aglomeragao tais materiais. De qualquer forma, em todos os casos

foram obtidas particulas muito finas e indicativas da ocorréncia de reagdes em emulsao.

214



Capitulo IV — Funcionalizagdo das Nanoparticulas Poliméricas

Tabela 38. Diametro médio das particulas produzidas nas reacdes de funcionalizagao

pos-polimerizacao.

Reagdes Legenda Diametro Médio de Particula (nm)
EP02 P(S-co-DVB) 1690 £210
F26 PP (EP02; 0%; Benzilamina) 2926 + 820
F27 PP (EP02; 0%; Tiofenol) 1548 + 142
EPOS8 10%GMA 725 +£99
F28 PP (EP08;10%GMA;Benzilamina ) 1791 + 354
F29 PP (EP08;10%GMA; Tiofenol) 548 + 59
EP10 50%GMA 2017 +£433
F30 PP (EP10; 50%GMA; Benzilamina) 2229 + 629
F31 PP (EP10; 50%GMA; Tiofenol) 1053 + 177
EP14 10%PFS=EP11 1201 +£118
F32 PP (EP14; 10%PFS; Benzilamina) 667 £ 63
F33 PP (EP14; 10%PFS; Tiofenol) 365+2
EP16 50%PFS = EP13 66=+0
F34 PP (EP16; 50%PFS; Benzilamina ) 767 =103
F35 PP (EP16;50%PFS; Tiofenol) 69=+0
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Figura 86. Diametro médio das particulas produzidas nas rea¢des de funcionaliza¢ao pos-

polimerizagao.
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Na Figura 87 s@o mostrados os diametros médios das particulas funcionalizadas
in situ. E possivel observar que particulas de menor didmetro foram obtidas a partir do
emprego de PFS como comondmero. A reagdo em que 50% de PFS foi empregado como
comondmero e tiofenol como composto funcional resultou em particulas com os menores
diametros. Ao comparar as duas estratégias de funcionalizagdo, percebe-se que ambas as
estratégias resultaram, na maior parte das reagdes, em particulas de mesmo didmetro.
Dessa forma, a estratégia de funcionalizagdo, aparentemente, ndo afeta o tamanho final

das particulas produzidas.

Tabela 39. Diametro médio das particulas produzidas nas rea¢des de funcionalizacdo in

situ.

Reagdo Legenda Didmetro Médio de Particula (nm)
EPO5 IS (0%GMA; Benzilamina) 1629 + 134
EP18 IS (10%GMA; Benzilamina) 2804 + 761
EP19 IS (50%GMA; Benzilamina) 1884 + 394
EP20 IS (10%GMA; Tiofenol) 746 £ 26
EP21 IS (50%GMA; Tiofenol) 1308 313
EP22 IS (10%PFS; Benzilamina) 546 £ 111
EP23 IS (50%PFS; Benzilamina) 760 + 58
EP24 IS (10%PFS; Tiofenol) 1318 +422
EP25 IS (50%PFS; Tiofenol) 59+1
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Figura 87. Diametro médio das particulas produzidas nas reagdes de funcionalizagdo in
situ.
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Analises de FTIR foram conduzidas visando a identificar diferengcas na
composicao das diferentes matrizes poliméricas produzidas. Com o objetivo de identificar
mais claramente a inser¢cao dos grupamentos funcionais, foram selecionadas as particulas
que continham maior teor de comondmeros reativos (50% GMA e 50% PFS). Os
resultados obtidos sdao apresentados nas Figuras 88 e 89.

Na Figura 88 sdo apresentados os resultados correspondentes as resinas
poliméricas & base de GMA obtidas por ambas as estratégias de funcionalizacdo. E
possivel observar nas reagdes em que o tiofenol foi empregado, um leve aumento na
intensidade da banda correspondente as vibragdes C-H presentes no anel aromatico de tal
composto funcional (em torno de 3000 cm™) (ROMAO et al., 2003). Observa-se também
um abaulamento das curvas em torno de (3500 cm™). Sabe-se que, apds a reagdo de
funcionalizacdo, um grupamento hidroxila deve aparecer na cadeia polimérica e que a
vibragdo O-H ocorre no nimero de onda mencionado (ROMAO et al., 2003). Percebe-se
também a presenca de uma nova banda nas particulas funcionalizadas (em torno de 1400
cm™!). Tal banda é correlacionada as deformagdes angulares na ligagdo CH3-S- (ROMAO
et al., 2003). Dessa forma, esse resultado ¢ um indicativo da funcionalizagdo bem-
sucedida desses materiais por ambas as estratégias.

Contudo, nenhuma modificacdo foi percebida nos espectros das particulas
funcionalizadas com benzilamina. Possivelmente, como as vibragdes correspondentes ao
atomo de amina muitas vezes coincidem com as vibragdes dos demais grupamentos da
cadeia polimérica, uma andlise mais detalha se faz necessaria com o objetivo de avaliar
se houve abertura do anel epéxido empregando benzilamina nas condi¢des de reagdo por
ambas as estratégias.

Os resultados correspondentes a funcionalizacao das particulas a base de PFS sao
mostrados na Figura 89. Ao analisar os espectros obtidos, percebe-se que, apesar das
diferentes reagdes conduzidas, resultados semelhantes foram obtidos. Contudo, para a
reacdo de funcionalizagdo in situ empregando tiofenol, observou-se o aparecimento da
mesma banda descrita anteriormente, correspondente a deformagdes na ligagdo CH3-S-
(em torno de 1400 cm™). Além disso, a banda correspondente as vibragdes C-H presentes
no anel aromatico do tiofenol (em torno de 3000 cm™') também se intensificou apods a
funcionalizagdo. Ademais, uma nova banda apareceu em torno de 2500 cm™'. Tal banda
corresponde ao estiramento da ligagdo S-H (ROMAO et al., 2003). Dessa forma, a reagio

de Click Chemistry entre os atomos de fliior e o tiofenol ¢ evidenciada nas reagdes de
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funcionalizagdo in situ nas condi¢des operacionais empregadas. Contudo, para as demais
reacdes € necessaria uma andlise mais detalhada, uma vez que a possivel sobreposi¢ao de

bandas na mesma regido do espectro dificulta a identificacdo de compostos funcionais

especificos.
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Figura 88. Resultados de FTIR das particulas a base de 50% GMA funcionalizadas por ambas as

estratégias.
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Figura 89. Resultados de FTIR das particulas a base de 50% de PFS funcionalizadas por ambas

as estratégias.

218



Capitulo IV — Funcionalizagdo das Nanoparticulas Poliméricas

De forma a facilitar a comparagdo das possiveis modificagdes na composi¢do em
fung@o dos processos de funcionalizagdo, sdo mostradas as Figuras 90 e 91. Na Figura 90
sdo apresentados os resultados obtidos para as particulas produzidas a partir das reagdes
de funcionalizagdo pos-polimerizagdo. Na Figura 90 A ¢ mostrado que as particulas de
P(S-co-DVB) submetidas as rea¢des de funcionalizagdo com benzilamina e tiofenol nao
exibam qualquer modificagdo na composi¢do, apresentando os mesmos resultados
encontrados para as particulas de P(S-co-DVB) antes da funcionalizagdo, como esperado.
Dessa forma, o processo de lavagem e secagem das particulas ao final do processo
também se mostrou eficiente, havendo a eliminagao eficiente dos compostos funcionais,
uma vez que ndo ha grupamentos reativos disponiveis na matrizes de P(S-co-DVB) para
reagao.

Ao analisar a Figura 90 B, percebe-se claramente a reacdo de funcionalizagdo
entre as particulas de GMA e tiofenol, como discutido anteriormente. Ademais, ¢
identificada uma mudanca na composi¢ao do material polimérico quando a benzilamina
também foi adicionada ao meio reacional, indicando que houve reagdo de abertura do anel
epoxido com a benzilamina e com o tiofenol. Na Figura 90 C, nota-se uma mudang¢a mais
pronunciada nas matrizes a base de PFS quando o tiofenol foi empregado na reacdo de
funcionalizacdo; resultado também mostrado anteriormente. J4 a reagdo com a
benzilamina resultou no mesmo perfil que as particulas de P(S-co-DVB-co-PFS), sem
funcionalizacdo (a inclinagdo da curva pode ocorrer apenas por uma mudanga na linha de
base). Dessa forma, aparentemente, reagdes de funcionalizagdo pds-polimerizagao
ocorreram entre as diferentes matrizes poliméricas, a base de GMA e a base de PFS, e os
compostos funcionais, tiofenol e benzilamina. Apenas a reagdo de Click Chemistry entre
PFS e a benzilamina ndo pdde ser percebida.

Andlise similar foi realizada para as particulas funcionalizadas in situ. Os
resultados sdo mostrados na Figura 91. E possivel notar que ocorreu uma mudanca
pronunciada nas curvas de GMA quando particulas de P(S-co-DVB-co-GMA) foram
submetidas a reacdes de funcionaliza¢ao com tiofenol e benzilamina. Como percebido a
partir dos espectros de FTIR, as reagdes de funcionalizagdo in situ para as matrizes a base

de 50% PFS s6 ocorreram quando o tiofenol foi adicionado como composto funcional.
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Figura 90. Correlacdo entre as transmitancias dos diferentes espectros de FTIR: (A)
Particulas sem grupamentos de GMA ou PFS submetidas a funcionalizagdo pos-
polimerizacao; (B) Particulas contendo 50% de GMA submetidas a funcionalizacdo pos-
polimerizacao; (C) Particulas contendo 50% de PFS submetidas a funcionalizagdo pds-

polimerizagao.

Esses resultados indicam a eficacia dos processos de funcionalizagdo pos-
polimerizacdo e in situ. Ambas as estratégias se mostraram eficientes para a
funcionalizacdo de particulas a base de GMA e PFS empregando o tiofenol como
composto funcional e para a funcionalizacdo de matrizes de GMA com benzilamina.
Ambas as estratégias se mostraram igualmente inadequadas para a funcionalizagao das

particulas a base de PFS com benzilamina.
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Figura 91. Correlacdo entre as transmitancias dos diferentes espectros de FTIR: (A)
Particulas contendo 50% de GMA funcionalizadas in situ; (B) Particulas contendo 50%

de PFS funcionalizadas in situ.

As areas especificas das particulas funcionalizadas, pds-polimerizacao e in situ,
também foram avaliadas e sdo mostradas nas Tabelas 40 ¢ 41. E possivel perceber que o
tipo de comondmero empregado na reacdo de polimerizagdo ¢ determinante para a
obtencdo de particulas de maior area especifica. As reacdes em que GMA foi empregado
resultaram em particulas de menor area, quando comparadas as particulas de PFS,
possivelmente em fun¢do da maior aglomeragdo das particulas produzidas, como
discutido anteriormente. Foi possivel notar também que os grupamentos funcionais
adicionados ap6s ou durante a reagcdo de polimerizagdo provoca uma reducao da area
especifica das particulas obtidas, provavelmente em fungcdo de uma maior
desestabilizacdo da emulsdo e uma maior aglomeracdo das particulas. Vale salientar que,
como mencionado anteriormente, tal aglomeracdo pode ocorrer também durante o
processo de secagem das particulas.

E importante ressaltar que o objetivo principal de tais reacdes de sintese,
empregando diferentes teores de comondmeros reativos, e de funcionalizagdo, utilizando
grupamentos funcionais distintos, € a produgao de suportes poliméricos com propriedades
de superficie diferenciadas. Assim, por fim, foram realizadas analises para inferir o grau
de hidrofobicidade das particulas produzidas. Os resultados de angulo de contato sdo

mostrados na Tabela 42 e 43.
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Tabela 40. Area especifica das particulas produzidas a partir das reagdes de

funcionalizacdo pos-polimerizagao.

Reacdes Legenda Area Especifica (m%/g)
EP02 P(S-co-DVB) 159,1
EP10 50%GMA 58,1
F30 PP (EP10; 50%GMA; Benzilamina) 58,0
F31 PP (EP10; 50%GMA; Tiofenol) 34,0
EP16 50%PFS = EP13 3239
F34 PP (EP16; 50%PFS; Benzilamina) 139,6
F35 (EP16;50%PFS; Tiofenol) 125,2

Tabela 41. Area especifica obtida para as particulas produzidas a partir das reacdes de

funcionalizagao in-situ.

Reagdo Legenda Area Especifica (m?/g)
EP19 IS (50%GMA; Benzilamina) 35,6
EP21 IS (50%GMA; Tiofenol) 39,3
EP23 IS (50%PFS; Benzilamina) 231,5
EP25 IS (50%PFS; Tiofenol) -1

'Valor de area especifica nao pdde ser detectado.

Tabela 42. Angulo de contato obtido para as particulas produzidas a partir das reagdes

de funcionalizagdo pds-polimerizacao.

Reagdes Legenda Angulo de Contato (°)

EP02 P(S-co-DVB) 99,8+ 0,1

F26 PP (EP02; 0%; Benzilamina) 102,4!

F27 PP (EP02; 0%; Tiofenol) 104,2!

EP10 50%GMA 28,5+ 11,4

F30 PP (EP10; 50%GMA; Benzilamina) 81,1£5,2

F31 PP (EP10; 50%GMA; Tiofenol) 100,0 £ 2,2
EP16 50%PFS = EP13 126,0!

F34 PP (EP16; 50%PFS; Benzilamina ) 128,5+3,2

F35 PP (EP16; 50%PFS; Tiofenol) 1159+ 4,0

! Nao foi possivel realizar duplicatas dessas analises.
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Ao observar os resultados encontrados para as particulas funcionalizadas pos-
polimerizacgao, na Tabela 42, ¢ possivel notar que as particulas a base de GMA sdo mais
hidrofilicas (em funcdo da presenca dos grupamentos éster e epoxido), enquanto as
particulas a base de PFS sdo mais hidrofobicas (em decorréncia da presenca dos atomos
de fluor presentes nesse comonomero). Dessa forma, ao considerar as particulas de P(S-
co-DVB) como referéncia, ¢ observado que foi possivel sintetizar matrizes mais
hidrofilicas e mais hidrofébicas. Além disso, ha indicios de que as reagdes de Click
Chemistry entre as particulas de GMA e ambos os compostos funcionais (tiofenol e
bezilamina) ocorreram, uma vez que ha o aumento do angulo de contato apos as reagdes
de funcionalizacdo. No entanto, resultados semelhantes foram obtidos quando as
particulas a base de PFS foram empregadas nas reacdes de funcionalizacdo com
benzilamina. Nota-se que a adi¢do do tiofenol provoca uma diminui¢do do grau de
hidrofobicidade das particulas, possivelmente em funcao da substitui¢do dos atomos de
flaor.

Ao analisar as reagdes de funcionalizagdo in situ, nota-se que, para as matrizes
com 10% de GMA e 10% PFS, angulos de contato semelhantes foram obtidos. Resultados
similares também foram encontrados ap6s a adicdo dos compostos funcionais. Contudo,
para as matrizes com 50% de GMA e 50%PFS, novamente percebe-se o carater mais
hidrofobico das particulas de PFS. Além disso, nota-se que reagdes de funcionalizacao
ocorreram empregando tanto a benzilamina quanto o tiofenol, pois compostos mais
hidrofobicos foram obtidos ao final das respectivas reagdes com as particulas a base de
GMA. Em contrapartida, as reagdes de Click Chemistry entre os grupamentos de PFS e
ambos os compostos funcionais foram comprovadas, ja que ocorreu o aumento do grau
de hidrofilicidade das particulas apds a insercdo desses componentes na matriz
polimérica.

Dessa forma, ¢ evidenciada a eficiéncia de ambas as estratégias de
funcionalizacdo, uma vez que compostos poliméricos com propriedades diferenciadas,
inclusive de superficie, foram produzidos apds as reacdes de funcionalizacdo (com
tiofenol e benzilamina), indicando que ambas as estratégias podem ser empregadas na
funcionalizacdo de particulas casca-nticleo. Apenas a funcionalizacao de matrizes a base
de PFS em reacdes de funcionalizagdo pds-polimerizacdo, empregando benzilamina,

aparentemente nao ocorreu de forma eficiente.
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Tabela 43. Angulo de contato obtido para as particulas produzidas a partir das reagdes

de funcionalizagao in situ.

Reacio Legenda Angulo de Contato (°)
EP02 P(S-co-DVB) 99,8 £ 0,1
EP18 IS (10%GMA; Benzilamina) 99,6 £2,4
EP20 IS (10%GMA; Tiofenol) 91,5+ 11,8
EP10 50%GMA 28,5+ 114
EP19 IS (50%GMA; Benzilamina) 57,5¢
EP21 IS (50%GMA; Tiofenol) 96,3 £3,0
EP22 IS (10%PFS; Benzilamina) 95,9+0,3
EP24 IS (10%PFS; Tiofenol) 89,5+ 0,0
EP16 50%PFS = EP13 126,0!
EP23 IS (50%PFS; Benzilamina) 113,1£4,0
EP25 IS (50%PFS; Tiofenol) 87,6

' Nao foi possivel realizar duplicatas dessas analises.

4.4. Conclusoes Parciais

Por tudo que foi apresentado, foi possivel observar que diferentes materiais
poliméricos, contendo diferentes teores de GMA e PFS, foram produzidos com éxito.
Cada um desses polimeros foi empregado em diferentes reagdes de funcionalizagao,
sendo produzidos diferentes materiais poliméricos contendo diferentes grupamentos
funcionais. Inimeras analises indicaram a ocorréncia das reagdes de Click Chemistry
entre os diferentes compostos funcionais e as matrizes poliméricas a base de GMA. Para
os materiais poliméricos a base de PFS, so foi evidenciada a reagcdo de funcionalizagao
quando o tiofenol foi empregado.

Com relacdo especificamente as etapas de sintese das nanoparticulas poliméricas,
percebeu-se que as reacdes em que GMA foi empregado resultaram em particulas de
menor area, quando comparadas as particulas de PFS. Foi possivel notar também que os
grupamentos funcionais adicionados apds ou durante a reacdo de polimerizagao
provocaram uma reducdo da area especifica das particulas obtidas. Percebeu-se também
a eficiéncia de ambas as estratégias de funcionalizagdo, uma vez que compostos
poliméricos com propriedades distintas de superficie foram produzidos apos as reagdes
de funcionalizacao, indicando que ambas as estratégias podem ser empregadas para
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sintese de particulas casca-nucleo funcionalizadas. Apenas a funcionalizagdao das matrizes
de PFS em reagdes de funcionalizagdo pods-polimerizagdo empregando benzilamina,
aparentemente, nao ocorreu de forma eficiente.

Acredita-se que, ao empregar as reacoes de funcionalizagao descritas ao longo do
trabalho nos processos de polimerizacdo em suspensdo e emulsdo simultineas, novos

suportes possam ser produzidos, como mostrado na Figura 92.

Figura 92. Suportes poliméricos que se deseja sintetizar nas proximas etapas do trabalho.

A sintese de polimeros commodities ¢ largamente explorada no pais. Contudo, o
desenvolvimento da 4area de Engenharia de Suportes busca aprofundar estudos,
desenvolver polimeros mais sofisticados e contendo grupamentos quimicos de interesse
na estrutura, procurando estudar também o escalonamento de tais processos. Assim,

almeja-se desenvolver suportes mais eficientes e biocatalisadores promissores.

225



Capitulo V — Conclusao

Capitulo V

Conclusao

Por tudo o que foi apresentado e discutido, ¢ possivel perceber a evolugdo
satisfatoria que o presente trabalho apresentou na direcdo de produzir particulas
poliméricas para serem posteriormente empregadas como suporte na sintese de
biocatalisadores. Suportes poliméricos obtidos ao final de reagdes nas quais a
alimentacdo da mistura monomérica foi realizada em tempos iniciais da reagdo
apresentaram valores de area especifica e porosidade nunca antes obtidos a partir deste
sistema de polimerizacdo (ao redor de 50 m?/g).

A partir dos experimentos realizados, percebeu-se também a necessidade de
adicionar divinilbenzeno como comondmero para a obtengdo de particulas com areas
especificas e porosidades mais pronunciadas. Ademais, foi possivel perceber que a
adicdo de divinilbenzeno aumenta a resisténcia mecanica das particulas poliméricas
produzidas. Notou-se também que diversas caracteristicas morfoldgicas das particulas
casca-nucleo sdo afetadas da mesma forma, seguindo o mesmo comportamento,
independentemente da composicao quimica do sistema polimérico.

Dentre as diferentes estratégias implementadas com o propdsito de obter
particulas poliméricas com caracteristicas adequadas para serem empregadas como
suporte, ressalta-se a reacdo na qual houve a alimentagdo de uma miniemulsdo, que
resultou em particulas emulsificadas mais estaveis, diminuindo a eficiéncia de
recobrimento dos nticleos poliméricos e, consequentemente, a geragao de suportes com
menores areas especificas. Aparentemente, a estratégia mais eficiente envolveu a
alimenta¢cdo da emulsdo em instantes iniciais da reacdo em suspensdo, resultando em
particulas com 4areas especificas e porosidades expressivas, como mencionado
anteriormente.

O estudo de escalonamento do processo de polimerizacdo em suspensdo e
emulsdo simultineas foi conduzido de forma satisfatéria, apresentando resultados
promissores. Novos suportes com morfologia casa-nticleo, apresentando composi¢des
distintas, foram produzidos em escala piloto, sendo obtido ao final de cada batelada

aproximadamente 1 kg de material polimérico. No entanto, parece claro que a
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composi¢ao eventualmente desenvolvida no laboratorio precisa ser readaptada nas
maiores unidades para permitir a produgdo de materiais com caracteristicas similares.

Com base em todos os resultados obtidos na etapa de imobiliza¢do enzimatica,
ficou evidente, inicialmente, a eficacia da utilizacdo de particulas com morfologia
casca-nucleo no processo de imobilizacdo de enzimas. O emprego, até mesmo, das
nanoparticulas de elevada area especifica, formadoras da casca polimérica, resultou em
biocatalisadores menos ativos (ao analisar as reac¢des de hidrdlise e esterificacdo) que os
produzidos a partir das particulas casca-nucleo.

E importante destacar também que os biocatalisadores, sintetizados a partir das
particulas casca-nlicleo produzidas em larga escala, apresentaram atividades mais
elevadas que o biocatalisador comercial, em rea¢des de hidrolise, e foram tdo ativos
quanto a Novozym 435, ao analisar as reagdes de esterificacao. Percebeu-se também que
todos os suportes produzidos resultaram em Dbiocatalisadores com melhores
desempenhos (avaliando-se as atividades de hidrolise e esterificagdo) que o
biocatalisador produzido a partir do suporte comercial Accurel.

Além disso, o emprego do suporte com as maiores area especifica e porosidade e
0 aumento concomitante da carga enzimatica no inicio de processo de imobilizacao
resultou em biocatalisadores com expressiva atividade (Ahid = 34,7 + 3,8; Aest =
3564,6 + 581), sendo mais ativos que a Novozym 435 (Ahid = 7,6 + 1,8; Aest = 2384,7
+ 307,2). Ademais, foi observado que ainda assim o grau de saturagdao de suporte pela
enzima estudada ainda nao tinha sido atingido, estimulando o uso de cargas enzimaticas
mais elevadas.

Com base nos resultados encontrados durante as etapas de funcionalizacio,
percebeu-se que diferentes materiais poliméricos, contendo diferentes teores de GMA e
PFS, foram produzidos com é&xito. Além disso, empregando-se as condigdes
operacionais descritas no trabalho, foi possivel sintetizar materiais poliméricos distintos,
contendo diferentes grupamentos funcionais na estrutura. Péde-se notar, contudo, que as
reagoes de funcionalizacdo envolvendo a abertura do anel epdxido eram mais evidentes,
enquanto a ocorréncia das reacdes do tipo Click com os grupamentos do mondémero PFS
so0 era percebida, de forma clara, quando o tiofenol era empregado como composto
funcional.

Ao analisar a etapa de sintese das nanoparticulas em emulsdo, percebeu-se que

particulas de maior area eram obtidas nas reagdes em que PFS era empregado como
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comondmero, a0 comparar com as particulas a base de um copolimero de GMA. Foi
possivel notar também a eficiéncia de ambas as estratégias de funcionalizagdo, uma vez
que compostos poliméricos com propriedades distintas foram produzidos apos as
reacoes, indicando que ambas as estratégias podiam ser empregadas para

funcionalizacdo de nanoparticulas poliméricas.

Foi possivel perceber, entdo, que suportes poliméricos diversos foram
produzidos, inclusive em larga escala, estimulando uma area pouco desenvolvida no
pais, a area de Engenharia de Suportes. Tais particulas foram empregadas com éxito
para a sintese de biocatalisadores que apresentaram desempenho similar ou superior ao
de biocatalisadores comerciais. Estudos envolvendo a funcionalizagdo das matrizes
poliméricas foram conduzidos com eficiéncia, resultando na sintese de nanoparticulas

com grupamentos funcionais ainda mais diferenciados na superficie.

5.1. Sugestoes

Para trabalhos futuros, sugere-se, inicialmente, adotar novas estratégias de
polimerizacdo, de forma a aumentar ainda mais a area especifica e a porosidade dos
suportes produzidos. Uma sugestao inicial seria a substituicdo do PVA por outro agente
de suspensao, buscando facilitar a adesdo das nanoparticulas geradas na emulsdo ao
redor dos nucleos, aumentando o grau de cobertura.

Apesar dos resultados ndo tdo satisfatorios obtidos para a reacdo em que uma
miniemulsdo foi alimentada ao reator, sugere-se que novas condi¢des experimentais
sejam analisadas, explorando de forma mais aprofundada essa estratégia de
polimerizagdo. Assim, suportes com areas mais expressivas poderdo ser eventualmente
sintetizados.

Novos estudos devem ser realizados envolvendo a sintese das particulas casca-
nucleo contendo grupamentos do tipo epoxido ou atomos de flior na superficie. Dessa
forma, novos grupamentos funcionais e estratégias de funcionalizagdo poderdo ser
adotadas, objetivando a sintese de suportes mais eficientes.

Propde-se ainda novos estudos para determinar o grau de saturagdo enzimatica

dos suportes poliméricos produzidos, buscando sintetizar biocatalisadores mais ativos.
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Além disso, deve ser avaliado também o nimero de ciclos em que os biocatalisadores
podem ser empregados sem perda significativa da atividade.

Outros mecanismos de imobilizagdo também devem ser explorados ao empregar
as particulas poliméricas funcionalizadas. Dessa forma, ¢ possivel que biocatalisadores
mais estaveis sejam produzidos. Estudos também deve ser realizados com o objetivo de
determinar de forma mais aprofundada as estabilidades quimica e mecéanica dos
biocatalisadores produzidos. Um estudo englobando a sintese dessas enzimas
imobilizadas em larga escala e avaliando os reatores mais adequados para o emprego de
tais biocatalisadores também deveria ser conduzido. Uma andlise econdmica
envolvendo a sintese dos biocatalisadores enzimdtica também se faz necessaria.

Finalmente, estudos devem ser realizados com o objetivo de expandir e avaliar a
aplicacdo dos biocatalisadores produzidos em outros setores. Novamente, ¢ importante
destacar que este trabalho estd inserido em um contexto mais amplo, uma vez que se
objetiva empregar tais biocatalisadores enzimaticos ndo apenas nas reagdes descritas
neste trabalho, mas em processos biocataliticos diversos, como na sintese de fArmacos,
biolubrificantes, biodiesel, ésteres de glicerol e ésteres aromaticos. Assim, almeja-se

desenvolver suportes mais eficientes e biocatalisadores mais promissores.
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A anadlise das conversdes dos comonomeros ao longo do tempo em cada uma das
reacgoes foi realizada a partir das Equacdes A.1 a A.5. Para isso, inicialmente, por meio
da Equagdo A.l1, foi possivel calcular a massa de mondmero alimentada entre os

intervalos de amostragem.

Ay omarim = [(C1 % p1) +(C2% p2)] * [V * (tamu+1 — tamy)]
Equacio A.1. Célculo da massa total de mondmero alimentada entre cada tempo de

amostragem na etapa de emulsao alimentada.

sendo: Ammonalim, @ massa de mondmero total alimentada na etapa de emulsdo

alimentada entre os tempos de amostragem; tamn, 0 tempo de amostragem; tamn+1, O

tempo de amostragem no instante seguinte a tamn; I}, a vazdo média entre os dois
tempos de amostragem; p1 € a densidade do estireno na temperatura de 25 °C, 0,903
gmL!; p2 ¢ a densidade do divinilbenzeno na temperatura de 25 °C, 0,914 g.ml"!
(SIGMA-ALDRICH, 2013); C; ¢ a concentracao massica de estireno presente mistura
monomeérica; Cz ¢ a concentracdo madssica de divinilbenzeno presente mistura

monomeérica.

Ao somar as massas alimentadas entre os tempos de amostragem, conseguiu-se
determinar a massa de monomero alimentada até o instante analisado, como é mostrado

na Equacao A.2.

mMonTotalAlim N+1 = mMonA]im N + A’,nMonAlim

Equacao A.2. Calculo da massa total de monomero alimentada até o instante N+1.

sendo: MMonTotalAlimN+1, @ massa de mondmero total alimentada até a o instante N+1;
MMonAlimN, @ massa de monomero alimentada até o instante N; Ammonalim, 2 massa de
mondmero alimentada na etapa de emulsao alimentada entre os tempos de amostragem

Ne N+I.
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Para calcular a conversao em cada instante de tempo, como mostrado na
Equacdo A.5, foi necessario saber a quantidade de cada componente presente no meio

reacional. Essa informacao pdde, entdo, ser obtida a partir das Equagdes A.3 e A.4.

mTotalN+1 = mMonAlimN+l + mMonSusp + mAS + mISusp + mManCarga + mIEmuls + mEmulsif + mBicarb + mAgua

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

sendo: mroaiN+1, @ massa total de reagente presente no reator no instante N+1;
MMonAlimN+1, @ massa total de monomero alimentada até o instante N+1; mmonsusp, @
massa total de monomero adicionada na etapa da suspensdo; mas, massa de agente de
suspensdo adicionada; misusp, @ massa de iniciador da etapa de suspensiao; MmonCarga, @
carga inicial total de mondmeros adicionada no inicio da etapa de emulsdo alimentada;
MiEmuls, @ massa de iniciador da etapa de emulsdo; memusit, massa de emulsificante;
MBicarb, @ Massa de bicarbonato adicionada; mAgua, @ massa total de dgua adicionada,

incluindo a quantidade utilizada para preparar as solugdes aquosas.

m
I GEE— %X
mTotalN-H

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

no meio reacional no tempo N+1.

sendo: mx, a massa de cada um dos constituintes do meio reacional; X, representando
cada um dos componentes do meio reacional: agente de suspensao, iniciador da etapa de

suspensao, iniciador da etapa de emulsdo, agua, emulsificante, bicarbonato.

m,, —m,, —(m, *%Bicarb)—(m, *% Emulsif’)

timida timida

C _ _seca timida * %AS) - (mzimida * %]Emul.v ) - (mu'mida * %ISu.v])) - (m
A (1-%I g,,,~%Bicarb—%AS — % Agua —%I y,,,,,~%Emulsif )*m
Equacio A.5. Célculo da conversdo no tempo N+1.

Emuls iimida

sendo: mseca, @ massa seca depois de estabilizada; mnig, @ massa de hidroquinona
presente na solugdo aquosa de hidroquinona 1 % (p/p); Mumida, @ massa da amostra logo

depois de retira-la do reator; Cn-+1, @ conversdo em cada instante N+1.
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Sao apresentados a seguir os termogramas de DSC das particulas produzidas na

Secdo 2.3.1 do presente trabalho.

10
&
&
‘ a
e
o
o
E o
w
H
H
('
w2
B
I
-4
E:
E:
A0+ . . : . . . . : . \
04 20 40 60 &0 100 120 140 160 180 199
Temperature (°C)
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Figura B.2. Curva de DSC do produto da Reacgao 2.
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Figura B.3. Curva de DSC do produto da Reacgao 3.
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Figura B.5. Curva de DSC do produto da Reacgdo 5.
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Sao apresentados a seguir as isotermas de fisissor¢ao de nitrogénio dos suportes

produzidos e empregados no processo de imobilizacdo enzimatica.
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Figura C.1. Isotermas: (A) Reagdo 13 (Casca-ntcleo; P(S-co-DVB)/P(S-co-DVB)); (B)
Reagao 14 (Nanoparticulas; P(S-co-DVB)).

(A) (B)
Figura C.2. Isotermas: (A) Reagdo 16 (Casca-nucleo; P(S-co-DVB)/P(S-co-DVB)); (B)
Piloto 1 (Casca-nucleo; PMMA/PMMA).
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Artigos publicados ao longo do periodo do doutorado relacionados ao tema da presente

tese.
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