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RESUMO

Dentre as perspectivas para o0 desenvolvimento sustentavel e
economicamente viavel o setor biotecnoldgico no Brasil tem um espaco de
particular importancia na producéo de biodiesel. Em este contexto o estudo de
novos biocatalisadores com propriedades magnéticas numa matriz polimérica
de origem natural como suporte de enzimas para a producao de biodiesel em
reatores assistidos por campo magnético € uma das em areas de interesse
possibilitando processos mais eficientes e econdmicos que 0S processos
classicos nos quais os biocatalisadores estdo submetidos a condi¢gdes de atrito

e pressao que diminuem sua vida util.

O presente trabalho tem como objetivo geral, a modificacdo e
caracterizagcdo de um derivado da celulose (AMCAP), com a introducao da
técnica de enxerto de dois mondmeros (acido acrilico (AAc) e acrilamida
(AAmM)) gue como a quitosana sao utilizados na formulacdo de

biocatalisadores.

As modificagbes foram acompanhadas utilizando as técnicas de
caracterizagdo  estrutural ressonancia  magnética nuclear (RMN),
espectrometria de massa e espectroscopia de infravermelho com transformada
de fourier (FITV) assim como as técnicas de difracdo de raios-x, calorimetria
diferencial exploratoria (DSC), termogravimetria (TGA) e angulo de contato. Os
resultados indicaram o impacto das modificagdes na mobilidade conformacional
das cadeias poliméricas assim como as mudancas no grau de hidrofilicidade

das superficies.

As microparticulas formuladas foram caracterizadas através das técnicas
de microscopia eletrdnica de varredura, espectroscopia Mdssbauer e de
magnetizazacdo. As microparticulas poliméricas (AMCAP, AMCAP-AAc,
AMCAP-AAmM e Quitosana) apresentaram uma distribuicdo de tamanho regular,
formato esférico e propriedades superparamagnéticas associadas ao nucleo de
magnetita. As propriedades apresentadas resultam favoraveis para a utilizacao
pretendida considerando a possibilidade de controlar dentro do reator a

distribuicBo das particulas magnéticas no leito fluidizado assistido
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magneticamente assim como as possibilidades de operar no reator com fluxos

maiores e a facil recuperagéo do biocatalisador.

Foi realizada a imobilizada de forma covalente da Lipase comercial
obtida a partir da Pseudomonas fluorescens (Lipase AK) em todas as
microcapsulas formuladas, sendo previamente ativados com glutaraldeido os
suportes AMCAP-AAmM e Quitosana. Ensaios de atividade para avaliar, de
forma preliminar, como influencia o balanco hidrofébico/hidrofilico da superficie
dos suportes na atividade catalitica da Lipase foram realizados utilizando uma
emulsdo de azeite de oliva. Nas condi¢cdes que os ensaios foram realizados

nao foi detectada diferencas na atividade das enzimas imobilizadas.
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Among the perspective for the sustentable and economically viable
development, the biotechnology sector in Brazil has a important particular site
on the biodiesel production. In this context, the study of new biocatalysts with
magnetic properties in the natural polymeric matrix as enzymes supports to
produce biodiesel inside an assisted reactor by magnetic field is one of the
areas of interest that enable more efficient and economic processes than the
classic one whose biocatalysts are subject to friction and pressure conditions,

which make the useful life decrease.

This work aims to modify and characterize a cellulose derivative, named
AMCAP, by introducing two monomers (acrylic acid (AAc) and acrylamide
(AAm)), by the technique of grafting, which are used in the biocatalysts

formulation with the chitosan.

The changes were monitored using the structural characterization
Nuclear Magnetic Resonance (NMR), mass spectrometry and infrared
spectroscopy with fourier transform (FITV) as well as the x-ray difraction
technique, differential scanning calorimetry (DSC), thermogravimetric (TGA)
and contact angle. The results indicated the impact of changes in
conformational mobility of the polymeric chains as well as changes in the

degree of hydrophilicity of surfaces.

The formulated microparticles were characterized with the scanning
electron microscopy technique, Mdssbauer and magnetization spectroscopy.
The polymeric microparticles (AMCAP, AMCAP-AAc, AMCAP-AAm and
chitosan) presented a regular size distribution, spherical shape and super
paramagnetic properties associated with the magnetite core. These properties
result in favorable conditions for the desired use, considering the possibility of
control the particle distribution inside the reactor on the magnetically assisted
fluidized bed as well as the possibility to operate the highest flows and the easy

recuperation of the biocatalysts on the reactor.
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The imobilization was performed covalently of the commercial lipase,
which was obtained from the fluorescent Pseudomonas (AK lipase) in all
formulated microcapsules previously activated with the glutaraldehyde AMCAP-

AAm supports and chitosan.

In a preliminary way, activity assays were performed, using an emulsion
of olive oil, to assess how the hydrophobic/hydrophilic balance of the support
surface can influence the catalitic activity of the lipase. Under the conditions that
the tests were conducted, differences between the immobilized enzymes

activity was not detected.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

Existe uma crescente preocupacdo a respeito do meio ambiente
causado pelos combustiveis fosseis e a disponibilidade desses recursos
naturais ndo renovaveis. Em este contexto se discute a viabilidade dos
combustiveis renovaveis, e o impacto ambiental das tecnologias atuais no

aguecimento do planeta (Goncalves et. al., 2005).

O biodiesel surge como sendo uma fonte de energia renovavel
alternativa em relacdo ao petroleo e seus derivados, j& que sua utilizagdo
aumenta a seguranca energética e diminui a poluicdo do ar além de ser
produzido utilizando uma tecnologia sustentavel. (Furigo, 2009)

O biodiesel € um mono alquil éster de acidos graxos de cadeia longa
derivados de 6leos vegetais ou gorduras animais que apresenta um potencial
energeético, propriedades fisicas e quimicas semelhantes ao Oleo diesel
convencional. Para se produzir o biodiesel, o 6leo pode ser retirado de plantas
ou animais o qual vird a reagir com etanol (ou metanol) em presenca de um

catalisador (Figura 1).

)

P %
CH,—O0—C—R; CH,—OH Ri—C—O—Ry,

0 O

Vi CATALISADOR Y
CH—0—C—R, + 3R;/—OH =—————— CH—OH + R, —C—0—R,

)

P 7
CH,—O0—C—R3 CH,—OH R;—C—O0O—Ry

Triglicerideo Alcool Glicerol Esteres

Figura 1 — Esquema resumida da sintese de mono alquil éster (biodiesel) (Furigo et.
al., 2009).

O estudo da viabilidade econdmica de producdo deste biocombustivel
gera a necessidade de desenvolver biocatalisadores eficientes e de menor
custo (Dabdoub et. al., 2009).



Atualmente a catalise enzimatica € o principal foco de pesquisas
direcionadas a selecdo de suportes que permitam uma imobilizacdo eficiente
das enzimas ou células (como alternativa de menor custo) centralizando a
atencdo na estrutura e superficie do suporte (Mendes et., al., 2011), assim
como nas condi¢cdes de imobilizacdo das enzimas, procurando formular um
biocatalisador que aumente a estabilidade da enzima e sua atividade catalitica

em relacdo a sua forma livre. (Zhang et. al., 2012)

Os suportes de natureza organicos (polimeros) que podem ser naturais
ou sintéticos é a classe de suportes de maior perspectiva, dada a flexibilidade
de suas estruturas que poderao vir a contribuir com a estabilidade e atividade

das enzimas imobilizadas. (Mendes et. al., 2011)

Sob este aspecto um dos desafios da pesquisa do presente trabalho foi
0 estudo do efeito da funcionalidade superficial de derivados da celulose no
processo de imobilizagdo da Lipase AK e na atividade desta enzima

imobilizada.

Outro proposito e a utilizagdo de processos mais eficientes e
econdmicos que 0s processos classicos tais como o leito fluidizado nos quais
0s biocatalisadores estdo submetidos a condi¢cdes de atrito e pressédo que

diminuem sua vida util.

Nesta direcdo a utilizacdo de leitos com propriedades magnéticas
(biocatalisadores com nucleos magnéticos) assistidos por um campo magnético
aplicado externamente permite controlar o movimento das particulas
magneéticas solidas (Hristov e Fachikov, 2007) o que origina uma maior
preservacao do suporte, menor queda de presséo no leito, maior facilidade de
transporte, aumento das velocidades do fluido (Tuzmen et. al., 2010) e a
posterior recuperacao do biocatalisador do meio de reacao (Philippova et. al.,
2011).



1.1 - OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral, a modificacdo e
caracterizacdo de polimeros naturais a serem utilizados como suportes com
propriedades magnéticas de enzima imobilizada valorizando o uso de
biocatalisadores como parte de uma estratégia de desenvolvimento

sustentavel.

1.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Modificacdo e caracterizacdo de derivados de polimeros naturais tais
como Acrilamidometil acetato propionato de celulose (AMCAP) e
Quitosana (CS).

» Sintese e estabilizacdo de nano magnetita (FesO4 magnetita), para sua
utilizacdo como nucleo magnético em suportes de enzimas.

 Formulagdo e caracterizacdo de suportes magnéticos a partir de
derivados da celulose e quitosana com morfologia casca/nucleo.

» Imobilizacdo da Lipase e avaliacdo da atividade catalitica a temperatura
de 25°C.

» Estabelecimento de uma correlagcdo entre as modificacdes estruturais
dos suportes estudados e a atividade hidrolitica da lipase imobilizada

covalentemente.

1.3 — JUSTIFICATIVAS

A Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF) tem os grupos de
pesquisas “Polimeros a partir de Recursos Renovaveis” (CCT) e “Biomagnetismo
Aplicado a Engenharia de Processos da Industria de Alimentos”, (CCTA) que em
colaboracdo com o grupo do Prof. Rubem Sommer (CBPF) abordam de forma
multidisciplinar o desenvolvimento e caracterizacdo de biocatalisadores assim
como o estabelecimento de condi¢Bes favoraveis para a producédo de biodiesel

como uma fonte de energia ambientalmente favoravel.



O biodiesel € uma fonte de energia renovavel de particular relevancia para
o Brasil no que hd uma enorme variedade de oleaginosas, principalmente nos
solos menos produtivos, com um baixo custo de produgao.

O uso do biodiesel como combustivel ou adicionado ao combustivel
convencional proporciona ganho ambiental dada a baixa emissao de particulas
de carvao. O biodiesel € um éster que na queima ocorre a combustdo completa
gerando CO; que podera ser absorvido pelas plantas. (Mendes, 2009) Contribui
ainda para a geracdo de empregos no setor primario, que no Brasil € de suma
importancia para o desenvolvimento. Com isso, o trabalhador permanece no
campo, reduzindo a superlotacdo para as grandes cidades e favorecendo o ciclo
da economia auto-sustentavel essencial para a autonomia do pais. (Mendes,
2009)

>(Transesterificagéo >

T
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Gordura Animal

( Oleo Vegetal

() AL

Glicero| nao Biodiesel néO
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Refinado Nao refinado

Utilizado na Alternativas para o uso:
inddstria quimica, aditivos para combustiveis,
téxtil, farmacéutica producéo de hidrogénio,

e industria de desenvolvimento de células ( BIODIESEL )
alimentos. a combustivel, entre outros.

Figura 2 - Resumo esquematico da geracdo de glicerol e suas rotas alternativas.
(Leoneti et. al., 2012).



Tem sido discutido que o aumento da producdo de biodiesel gera um
acumulo do denominado subproduto, glicerina, que em 2009 para uma
producgéo total mundial de cerca de 15 bilhGes de litros em 2009, gerou um
excedente de 260 mil ton de glicerina e em 2010 esse excedente foi de 325 mil
ton de glicerina. Na atualidade a producédo de glicerina ndo tem por que gerar
um excedente considerando as alternativas (figura 2) existentes de mercado
(Queiros et. al., 2012).

Yebo e seus colaboradores (2011) tém mostrado o potencial de
utilizacéo da glicerina bruta como uma alternativa ao petrdleo para a producéo
de espuma de poliuretano assim como Ashby (2012) tem utilizado a glicerina
como co-substrato para a sintese fermentativa de poli-hidroxialcanoatos de
cadeia curta. Todas estas alternativas de utilizacdo do glicerol ndo refinado
gerado na producéo do biodiesel sustentam economicamente a viabilidade dos

biocombustiveis no mercado brasileiro e no mundo. (Leoneti et. al., 2012)



CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — INTRODUCAO

2.1.1 — OBTENCAO DE BIODIESEL

Atualmente o biodiesel é essencialmente produzido a partir do 6leo
retirado das plantas e animais por um processo de transesterificacéo,
envolvendo metanol ou etanol. A  transesterificacdo € 0  processo
tecnicamente mais eficiente e mais viavel para a producdo de biodiesel em
larga escala, com minimizacdo de subprodutos desde que as matérias-primas

mantenham um nivel minimo de qualidade.

A reacao de transesterificacdo pode ser catalisada por catalisadores
homogéneos e heterogéneos. Os catalisadores homogéneos incluem basicos e
acidos. Os catalisadores basicos mais usados sédo hidroxido de sddio, metoxido
de sédio e hidroxido de potéassio. Acido sulfirico e é&cido cloridrico é
geralmente preferido como catalisadores acidos, o0s catalisadores

heterogéneos incluem enzimas, a tabela 1 mostra os principais catalisadores.

Os catalisadores basicos sdo geralmente os mais comuns, pois 0
processo é mais rapido e as condi¢cdes de reacdo sdo moderadas. No entanto,
sua utilizacdo na transesterificagdo de Oleos vegetais produz reacdes
indesejaveis que consomem parcialmente o catalisador, diminui o rendimento e

dificulta a separacao e purificacao do biodiesel. (Aracil et. al., 2004)

Para eliminar as dificuldades encontradas com a utilizacdo dos
catalisadores homogéneos, nos processos de separacao biodiesel/catalisador,
€ utilizada como alternativa os catalisadores sélidos, dai designar-se por
catélise heterogénea, a tabela 2 mostra os principais catalisadores. Por outro
lado, esta solugcédo alternativa de producéo de biodiesel permitiu aumentar a
rentabilidade do processo produtivo, tornando-o mais competitivo. Neste

aspecto, a utilizacdo de sistemas cataliticos heterogéneo para a



transesterificacdo dos triglicerideos em biodiesel implica a eliminacdo de
diversos processos de lavagem/recuperacdo do catalisador e do proprio
biodiesel, permitindo assegurar uma maior eficiéncia e rentabilidade do
processo, baixando os seus custos de producédo, havendo ainda a possibilidade
de poder ser executado em regime de funcionamento continuo processual.
(Bordado et. al., 2008)

Tabela 1 - Vantagens e desvantagens de catalisadores homogéneos basicos e 4cidos.
(Albuquerque, 2010)

TIPO EXEMPLO VANTAGENS DESVATAGENS
Alta atividade Purificacdo da matéria-
i catalitica, prima, formac&o de
Homogéneo . .
basico NaOH, KOH baixo Ccusto, emulsdes, geragao de
condicées brandas de efluentes para purificagao
operagao. do produto,
Catalisa .
o _ Corrosao dos
R Acido simultaneamente a _ -
Homogéneo . o equipamentos, dificuldade
. sulfarico esterificacéo e . '
acido o para reciclagem, baixa
concentrado | transesterificagao, o N
. . atividade catalitica
nao forma sabdes.

Novas abordagens do processo de catélise heterogénea tem sido foco
de estudo a fim de se obter catalisadores mais especificos. A utilizagdo de
enzimas compativeis com solventes organicos a relativas altas temperaturas
esta se tornando mais disponiveis, 0 que tem proporcionado que as industrias
utilizem a biocatalise como uma alternativa técnica em comparagao com outros
catalisadores. (Conti et. al., 2001)

Entretanto a utilizacdo da catalise enzimatica tem sido preocupacao
com os custos do processo, 0 que tem originado a necessidade de desenvolver

sistemas cataliticos que preservem e facilitem a recuperacdo das enzimas,



assim como processos mais eficientes utilizando reatores que permitem

maiores fluxos e melhor contato entre o substrato e o catalisador.

Tabela 2 - Vantagens e desvantagens de catalisadores heterogéneos basicos e
acidos. (Albuquerque, 2010)

TIPO EXEMPLO VANTAGENS DESVATAGENS
Purificacéo da
N&o-corrosivo, matéria-prima,
R CaO, CaTiOs, reciclavel, facil temperatura e
Heterogéneo . .
o CazrO3, CaO- separacao, alta pressao
basico o
Ce0,,CaMn0O3 seletividade e elevadas, alto
estabilidade. custo, limitacdes
de difusbes
ZnO/|2, Zr02/SO4, Baixa
TiO,/SO, Catalisa esterificagao e . .
o microporosidade,
Heterogéneo , transesterificacao L
_ 4, Nafion- _ limitacGes de
acido simultaneamente, o
NR50. niébio o difusGes, alto
’ reciclavel.
acido. custo.

Em termos gerais os reatores utilizados na catalise heterogénea séo
divididos em 3 categorias (Figura 3): (a) reator de mistura; (b) reator de leito
empacotado e (c) reator de leito fluidizado. A desvantagem do reator de mistura
€ a tensdo de cisalhamento imposta a matriz sensivel, no reator de leito
empacotado os agregados imobilizados sdo empacotados em uma coluna,
através da qual o meio fermentativo é passado. A desvantagem é o desvio do
comportamento ideal do fluxo, levando a formacé&o de caminhos preferenciais,
0 que prejudica as taxas de producédo atraves de limitacfes a transferéncia de
massa. (Canilha et. al., 2006)
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Figura 3 - Tipos de reator: (a) reator de mistura; (b) reator de leito empacotado e (c)

reator de leito fluidizado. (Canilha et. al., 2006)

Os reatores de leito fluidizado incorporam as caracteristicas positivas
dos reatores e mantém boas condi¢cdes de mistura e de leito empacotado tais
como baixa tenséo de cisalhamento e facilita a mistura entre as fases liquida e
sélida. (Canilha et. al., 2006) Ainda com estas vantagens apresentam
limitacOes relativas ao fluxo sua estabilizacdo e exigem do catalisador

resisténcia ao atrito.

Fluidizacdo assistida magneticamente surge como a técnica que
preserva as caracteristicas do leito fluidizado classico associado com um
campo magnético aplicado externamente que controla a distribuicdo das
particulas de biocatalisadores no reator, impedindo o empacotamento do leito e
preserva a queda de pressao no leito, além de facilitar o transporte de massa e

assim permitir o aumento da velocidade do fluxo. (Hristov e Fachikov, 2007)

Neste contexto, a perspectiva de obtencédo de biodiesel desde o ponto
de vista econdbmico e ambiental, com o desenvolvimento de suportes
enzimaticos com propriedades magnéticas para utilizacao de leitos fluidizados

assistido por campo magnético.
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2.2 — SUPORTES POLIMERICOS UTILIZADOS NA IMOBILIZACAO DE
ENZIMAS PARA A PRODUCAO DE BIOCOMBUSTIVEIS

As caracteristicas da matriz sdo de importancia primordial na
determinacdo do desempenho da enzima imobilizada para a producao de
biodiesel. Os requisitos basicos para um material ser considerado um suporte
adequado séo: a) as caracteristicas fisicas do suporte devem ser adequadas
para uso no reator selecionado; b) manter a estabilidade quimica e mecanica
sob as condi¢cbes operacionais; c) conter grupos quimicos capazes de se
ligarem ao biocatalisador; d) porosidade compativel com as dimensfes do

biocatalisador a ser imobilizado; e) estabilidade térmica. (Vitolo, 2011)

Os suportes podem ser classificados como inorganicos e organicos,
sendo os organicos subdivididos em natural e sintético. Apesar das muitas
vantagens dos suportes inorganicos, por exemplo, elevada estabilidade fisica e
quimica contra a degradacdo microbiolégica, maior parte das aplicacbes
industriais sdo realizadas com matrizes organicas, principalmente com
polimeros naturais utilizados com suportes para imobilizacdo de enzimas para
a producdo de biodiesel. Devido seu carater hidrofilico e hidrofébico e
biodegradavel. (Brena e Batista-Viera, 2006)

Alves e seus colaboradores (2005) realizaram um estudo sobre a
reutilizacdo de lipase imobilizada na transesterificacdo do 6leo de babacu. A
lipase tipo CAL-B Candida Antarctica € imobilizada por adsor¢cdo sobre um
suporte de resina acrilica macroporosa. Testaram-se dois métodos de
purificacdo da enzima o primeiro através da lavagem com agua/acetona e o
segundo com 2-butanol, as enzimas foram reutilizadas em outras reagdes para

verificar a perda da atividade e seu grau de contaminacéao.

Nas figuras 4 e 5 sdo imagens do biocatalizador obtidas através de
microscopio, a figura A mostra o estado da enzima antes do processo de
transesterificagdo e a B logo apoés a filtragdo sem purificagdo, onde se observa
a possivel impregnacgédo de glicerina no suporte. Na figura 5 as imagens C e D
sdo do biocatalisador apds purificacdo, pode-se observar a diminuicdo da

quantidade de glicerina na superficie do mesmo. Observa-se também que a
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integridade do suporte polimérico onde esta imobilizada a enzima foi mantida
apesar de se ter utilizado um reator com agitagdo magnética para promover a

mistura do meio

Figura 4 - (A) Enzima imobilizada Pura, (B) Enzima imobilizada antes da purificacéo.
(Alves et. al., 2005)

Figura 5 - (C) Enzima purificada com 2-propanol, (D) Enzima purificada com
Agua/acetona. (Alves et. al., 2005)

A producdo de biodiesel utilizando-se enzima imobilizada mostrou-se
eficaz apresentando bons rendimentos podendo ser uma rota alternativa ao
sistema tradicional de producgéo utilizando catalisadores homogéneos basicos.
A enzima ndo apresentou grande perda de atividade podendo ser utilizada em
diversos ciclos de producéo.

O solvente utilizado na lavagem do suporte entre os ciclos de producéo
tem influéncia na atividade da enzima. Observou-se que o solvente 2- butanol

tem efeito menos deletério & enzima que o sistema agua/acetona.

Salis e seus colaboradores (2008) realizaram um trabalho que se destina
a investigar o pd de polipropileno macroporoso, um suporte altamente
hidrofébico e amplamente utilizado para a imobilizacao da lipase, para adaptar
um biocatalisador imobilizado durante a sintese de biodiesel. A primeira parte

do estudo trata da caracterizagdo e da imobilizacdo por adsorcdo de oito
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lipases comerciais em polipropileno macroporoso, a ultima parte trata do uso

da melhor lipase imobilizada para a sintese de biodiesel.

A figura 6 reporta o carregamento de oito lipases comercias. Pode-se
observar que quanto maior for a carga mais elevada a atividade, mas o
processo de imobilizacdo pode levar a inativacdo de uma certa fracdo de
moléculas de enzima. Isto pode ser devido a uma distorcdo da estrutura
tercidria da enzima causada pela interagdo enzima-suporte que conduz a um

rearranjo estrutural.

Além disto, a lipase pode desempenhar um papel, na verdade, devido a
natureza hidrofébica do suporte, é provavel que certa fracdo de moléculas de
lipase interagisse com o suporte através da superficie hidrofébica ao redor do
sitio ativo. Isto pode dificultar o substrato chegando ao sitio ativo. No entanto
esta interagdo com uma superficie hidrofébica deve estabilizar a enzima na
conformacao ativa. Todos esses efeitos do suporte podem afetar a um ponto

diferente a cada lipase imobilizada.
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Figura 6 — Carregamento e atividade das lipases comerciais imobilizadas em
polipropileno macroporoso. (Salis et. al., 2008)

A figura 7 mostra que seis das oito lipases ndao apresentaram qualquer

atividade, apenas a lipase AK e a PS. Nao significa que as outras lipases séo
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inativas, mas seu comportamento a essa reacdo de imobilizacdo nao foi
satisfatoria.
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Figura 7 — Rastreia das lipases imobilizadas em polipropileno macroporoso para a
sintese de biodiesel, 6leo de soja e metanol a 40C . Lipase Pseudomonas fluorescens
AK (A); Pseudomonas Cepacia PS (O) e outras lipases (o). (Salis et. al., 2008)

A eficiéncia catalitica é a medida da capacidade de uma enzima adaptar-
se a superficie do suporte. Assim, o fato de a lipase OS ter uma eficiéncia
catalitica maior que a lipase AK, significa que a lipase OS € mais adaptada do

que a lipase AK ao suporte polipropileno.

Keskinler e seus colaboradores (2009) relatam o estudo da sintese da
lipase como catalisador da reagdo de transesterificacdo para a producdo de
biodiesel de varios Oleos vegetais. A lipase foi imobilizada sobre uma matriz
polimérica microporosa (estireno e divinilbenzeno) em diferentes formas. A
pesquisa € focalizada em trés aspectos do processo: (a) sintese (monoalitico,

pérola e po), (b) imobilizacdo da lipase e (c) producéo de biodiesel.

A lipase Thermomyces lanuginosus foi imobilizada por ligacao covalente,
com eficiéncia de 80%, 85% e 89%, e a imobilizag&o foi eficiente utilizando as
trés formas (monolitico, perola e pd). A enzima imobilizada foi utilizada com

sucesso para a producao de biodiesel que usa trés 6leos diferentes: 6leo de
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girassol, 6leo de soja e 6leo de cozinha, a imobilizagdo mostra que a enzima

tem atividade durante 10 repetidas reacdes a 25C, a cada 24h.

A Figura 8 mostra trés tipos de 6Oleos diferentes que foram usados para a
sintese do biodiesel, todas as reacdes foram executadas por 5h a 65T, o
rendimento mais alto foi obtido para o 6leo de girassol 63,8%, sendo o residuo
de 6leo de cozinha inferior, isto pode ser devido a contaminantes formados no
6leo de cozinha afetando a enzima. Este método tem um potencial a ser usado
na industria para a produgdo de substancias quimicas que requerem enzimas

imobilizadas.
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Figura 8 — Variacdo da eficiéncia da producédo de biodiesel com o tempo para o 6leo
de girassol, soja e o 6leo de cozinha desperdicado (condicbes de operacdo: substrato

21mL/min, temperatura 65C, reacdo total 5h) (Keski nler et. al, 2009).

Keskinler e seus colaboradores (2009) realizaram um estudo sobre a
producdo de biodiesel a partir de Oleo de canola por transesterificacdo
enzimatica utilizando microporos poliméricos. A matriz polimérica pode ser
elaborada em um curto espaco de tempo e € um bom suporte para a
imobilizacdo de enzima. A lipase de Thermomyces lanuginosus foi imobilizada
por adsorcdo e ligacdo covalente em suportes de copolimero estireno-
divinilbenzeno (STY-DVB) e estireno-divinilbenzeno-poliglutaraldeido (STY-
DVB-PGA).
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A atividade da lipase imobilizada (Figura 9) em STY-DVB diminui em
cada lote de reacado e, a atividade foi completamente perdida na reacédo do
quinto lote. Este resultado € esperado desde que a imobilizagdo ocorreu devido
as interacdes hidrofébicas fracas. Considerando que a lipase imobilizada em
STY-DVB-PGA manteve sua atividade durante 10 reacbes, este resultado
mostra que a maior parte da imobilizacdo foi devido a ligacdo covalente. A
enzima imobilizada foi estavel e manteve sua plena atividade durante 30 dias
de armazenamento a 4C. Sendo que o copolimero STY-DVB-PGA obteve a

maior producéo de biodiesel a partir do 6leo de canola e foi de 97%.
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Figura 9 - Estabilidade operacional da lipase imobilizada em copolimero STY-DVB (O)
E copolimero STY-DVB-PGA (e). (Keskinler et. al., 2009)

Pereira e seus colaboradores (2010) realizaram um trabalho que
objetivou estabelecer um processo enzimatico que possibilitasse a producéo de
acidos graxos de elevado valor agregado a partir de um substrato de facil
disponibilidade comercial. Para esta finalidade, foi utilizada, como sistema-
modelo, a hidrélise de Oleo de girassol e milho, catalisado por uma lipase

comercial e a quitosana como suporte.

A imobilizacdo foi pelo método de ligacdo covalente e a atividade
hidrolitica pelo método de hidrélise. Primeiro, procedeu-se a caracterizacao

prévia da lipase para que se pudesse descobrir sua melhor atuacéo na reacéo
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de hidrdlise. Os resultados com a enzima livre foram satisfatorios, onde o
melhor pH foi de 7,50 para ambos os substratos. O efeito da concentracédo do
substrato foi de 50% para o Oleo de girassol e 30% no 6leo de milho, como
exposto na figura 10 e 11. Houve uma maior atividade quando utilizado o

substrato 6leo de milho em relacéo ao Oleo de girassol.
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Figura 10 — Atividade hidrolitica em funcdo da concentragdo (6leo de milho).
(Pereira et. al., 2010)
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Figura 11 — Atividade hidrolitica em fun¢éo da concentracéo (6leo de girassol).
(Pereira et. al., 2010)

ApOs esta etapa a enzima foi imobilizada em suportes natural, de baixo
custo, biodegradavel e com boa estabilidade térmica a quitosana. A atividade
foi realizada em teste de batelada por 5min para se comparar a atividade da
enzima imobilizada em 6leo de milho que apresentou uma atividade de 320

unidades. Os resultados foram relativamente baixos quando comparados com
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a enzima livre, porém, a enzima imobilizada proporciona maior estabilidade e
reprodutibilidade, podendo ser realizada por maior espaco de tempo para a
hidrélise dos substratos selecionados, porém as condicdes que foram

realizadas os testes de atividade nao foram satisfatorios.

2.3 — IMOBILIZACAO DE ENZIMAS EM SUPORTES POLIMERICOS

Enzimas imobilizadas s&o definidas como enzimas fisicamente
confinadas ou localizadas numa certa regido definida no espaco com retengéo
de sua atividade catalitica, as quais podem ser usadas repetidamente e
continuamente (Comerlato, 1995).
As enzimas imobilizadas s&do aquelas que estdo em um espaco,
separadas por barreiras que permitem o contato entre a enzima e o substrato
no meio de reagcdo, mas que as tornam pouco sollveis em qualquer meio. As
pesquisas sobre este assunto intensificaram-se a partir dos anos 60, no sentido
de estabelecer métodos eficientes de imobilizacdo, quer por meios fisicos ou
guimicos (Machado, 2008).
As enzimas imobilizadas possuem varias vantagens sobre as enzimas
livres, tais como reutilizagdo sem um significativo decréscimo da atividade, a
alta estabilidade e o controle e a facilidade de separacdo do produto. As
vantagens basicas das enzimas imobilizadas em relacao as livres séo:
* Reducéo do uso de enzima, pois uma vez imobilizada, a enzima pode
ser usada por um maior periodo de tempo em relacdo a forma soluvel;
 Processos com enzimas imobilizadas podem ser conduzidos
preferencialmente de modo continuo, usando leitos fixos ou fluidizados,
por ser facilmente controlado;

* Uso de alta dosagem de enzima por volume de reator comparado ao uso
de enzimas livres;

* Os produtos sao facilmente separados do meio reacional;

e Em muitos casos, a estabilidade e a atividade sdo aumentadas pela

imobilizag&o;
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» Esta técnica permite a reducdo do capital operacional j& que a vida util
de uma enzima imobilizada é suficientemente longa.

Assim, de modo geral, a utilizacdo de materiais imobilizados pode
diminuir o custo do processo, e se a enzima puder ser imobilizada num suporte
sem perda de atividade por um razoavel periodo de tempo, a mesma amostra
de enzima imobilizada podera ser usada varias vezes, significando uma
economia em processos industriais (Comerlato, 1995). Além disso, muitas
vezes com 0 processo de imobilizacdo as propriedades enziméticas sao
alteradas, produzindo biocatalizadores com atividade, especificidade e
estabilidade aumentadas dependendo do tipo de imobilizacdo e da enzima.
Dependendo do tipo de imobilizacdo, os métodos podem ser trabalhosos e
bastante demorados e acarretarem custos adicionais na producdo de um
biocatalizador. Para que estas desvantagens sejam minimizadas, é necessario
conhecer as propriedades do suporte, a natureza da enzima e as condi¢des
(técnicas) de imobilizacao. (Machado, 2008)

O desenvolvimento das técnicas de imobilizacdo tem sido importante por
proporcionar a reutilizagdo das enzimas, facilitar a separagdo dos produtos e
aumentar a estabilidade em solventes organicos.

O principal interesse em imobilizar uma enzima € obter um
biocatalizador com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o
processo, em comparacdo a sua forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada
dever4 exibir uma atividade catalitica superior. A Figura 12 mostra,
esquematicamente, a classificacdo dos métodos utilizados para imobilizacéo de
enzimas (Nascimento et. al., 2004)

Muitas técnicas de imobilizacdo tém sido reportadas, tais como,
derivados poliméricos naturais, materiais inorganicos como celite, vidro com
porosidade controlada, silica, zedlitas, silicatos, ceramica, matrizes inorganicas.
O alto custo de suportes populares faz com que haja uma busca de suportes

mais baratos.

Dentre estes suportes o que ocupa um melhor lugar sdo os polimeros
em relagdo aos outros, porque € uma classe de suportes muito importantes no
campo da imobilizacdo de biocatalisadores. Os polimeros sintéticos exibem

variedades de formas fisicas e estruturas quimicas que podem ser combinados
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para formar um suporte ideal, porém os polimeros naturais levam algumas
vantagens quando comparados aos sintéticos, pois geralmente apresentam
baixo custo e sdo facilmente degradaveis ndo causando danos ao meio
ambiente. (Silva, 2007 e Mendes, 2009)

TIPOS DE IMOBILIZAGAO DE ENZIMAS PARA BIOCATALISE

|
| l

ENCAPSULAGAO LIGACAO
EM MATRIZ EM MEMBRANA POR ADSORGAO POR LIGACAQ COVALENTE
(fisica ou idnica)
MICROCAPSULA ENTRE NO SUPORTE  PORLIGAGAQ COVALENTE
MEMBRANAS ENTRE AENZIMAE O
MACROSCOPICAS SUPORTE

Figura 12 - Tipos de imobilizacao de enzimas. (Nascimento et. al., 2004)

A tabela 3 abaixo reporta trabalhos encontrados na literatura no
periodo de 1997-2012, utilizando varios suportes, técnicas e enzimas para

processos biotecnolégicos.

Tabela 3 - Trabalhos reportados da literatura no periodo de 1997-2012.

: Tlpqs de~ Suporte Enzima Referéncia
imobilizacao
Encapsulamento de Alginato Citocromo C Rilling et. al.,
microcapsula 1997
Microencapsulamento Alginato, Lipase Candida Neau et. al.,
guitosana e rugosa 2002
agarose
Adsorcao Metil Pepsin Li et. al., 2004
metacrilato
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Covalente Quitosana Penicillin G. Gongalves et. al.,
Acylase 2005
Covalente Quitosana Laccase Huang et. al.,
2005
Adsorcao PEl-agarose Lipase from Lafuente et. al.,
Candida 2006
antarctica
Adsorcéo Alginato Lipase Gupta et. al.,
Pseudomonas 2006
cepacia
Covalente Quitosana Lipase Porcine Deuvi et. al., 2006
pancreatic
Adsorcéo Quitosana Xu et. al., 2007
Covalente Quitosana Lipase Foresti et. al.,
Pseudomonas 2007
fluorescens e
Candida rugosa
Covalente Quitosana Porcine pepsin Cetinus et. al.,
2007
Adsorcéo Celulose Lipase Rhizopus | Boufi et. al., 2008
oryzae
Adsorcéo Polipropileno Lipase Salis et. al., 2008
Pseudomonas
fluorescens
Adsorcéo Polipropileno Lipase Candida Betesti et. al.,
antarctica 2009
Encapsulamento K-carragenina Lipase from Ravindra et. al.,
Burkholderia 2009
cepasia
Covalente Quitosana Lipase Candida Lee et. al., 2009
Antarctica
Adsorcéo e ligacao Estireno- Lipase from Keskinler et. al.,
covalente divinilbenzeno Thermomyces 2009

lanuginosus
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Covalente Quitosana Lipase Candida Orrego et. al.,
Antarctica e 2010
Candida rugosa
Covalente e adsorcao Quitosana Lipase Kim Pereira et. al.,
master 2010
Adsorcéo Fibra de seda Lipase from Tan et. al., 2010
candida SP-99-
125
Covalente Alginato- Sacharomyces Li et. al., 2010
guitosana cerevisiae alcohol
dehydrogenase
Covalente Alginato Xylanase Pal et. al., 2011
Covalente Acrilamida Lipase from Zhang et. al.,
Candida rugosa 2012
Covalente Quitosana Lipase from Xi et. al., 2012
Candida rugosa
Covalente Quitosana Lipase from Goncalves et. al.,
Candida 2012
antarctica

Apesar da grande diversidade de métodos desenvolvidos e aplicados na
imobilizacdo de enzimas, ndo hd um método Unico aplicavel preferencialmente
para todas as enzimas. Portanto, para cada enzima imobilizada é necessario a
escolha do método adequado. (Mendes et. al., 2011)

A partir das informacdes disponiveis sobre as caracteristicas do suporte
e o efeito dos métodos empregados, € possivel fazer generalizacbes que
permitam uma primeira selecdo do método de imobilizacdo. Enzimas podem
ser imobilizadas por diferentes protocolos, isto €, podem ser encapsuladas;
adsorvidas e por ligacao covalente. (Mendes et. al., 2011)

A adsorcdo é o método mais simples e 0 mais empregado, 0
biocatalisador é estabilizado por intera¢des fracas com o suporte como forgas
de forcas de “van der waals” (interacdes hidrofébicas), ligacbes de hidrogénio e
ligacdes ibnicas. As principais vantagens deste processo de imobilizacdo séo a

facilidade e a simplicidade do processo, a grande desvantagem € a dessorcao
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da enzima devido as variagfes de temperatura, pH e forca iénica. (Machado et.
al., 2008)

A encapsulacdo consiste na retencdo fisica da enzima nas cavidades
internas de uma matriz solida porosa constituida geralmente por polimeros
entrecruzados como poliacrilamida, gelatina, alginato e silanos. As principais
vantagens de encapsulacdo de enzimas referem-se a grande area superficial
para contato do substrato e da enzima no interior de um volume relativamente
pequeno, e a possibilidade de imobilizacdo simultanea de diferentes enzimas
em uma unica etapa. Como principais desvantagens, tém-se: a restricdo de
gue os biocatalisadores podem ser aplicados somente com substratos de baixa
massa molecular; a possivel inativacdo da enzima durante o procedimento de
imobilizacdo; a alta concentracdo de enzima necessaria para garantir a
encapsulacao e, os possiveis efeitos de difusdo de substratos e/ou produtos no

interior da matriz porosa. (Mendes et. al., 2011)

2.3.1 - LIGACAO COVALENTE NO SUPORTE POLIMERICO

A utilizacdo de proteinas modificadas quimicamente teve inicio no final
da década de 50, sendo que a técnica foi originalmente desenvolvida para
auxiliar na elucidagdo da estrutura de proteinas. Desde o final da década de
70, muitos trabalhos de modificacdo de proteinas para o uso em sintese tém
sido apresentados com o objetivo de alterar e melhorar as propriedades da
lipase nativa (Nascimento et al., 2004).

Este tipo de imobilizacdo em suporte insolavel é realizado através da
ligagcdo covalente de grupos funcionais ndo ativos da enzima, isto €, néo
essenciais para a sua atividade catalitica, a grupos reativos (como por
exemplo, hidroxila, carbonila, amino, fendlico, imidazdlico, tiol) ligados na
superficie do suporte insollvel.

Os suportes insolaveis mais utilizados incluem polimeros naturais como,
por exemplo, celulose, agar-agar, colageno, amido, e materiais inorganicos
como por exemplo oOxidos metalicos e pérolas de vidro como porosidade

controlada.
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Fatores tais como, capacidade de ligacdo quimica, facilidade de ligacéo
guimica e a estabilidade do suporte sdo obviamente importantes. Como um
exemplo, celulose e seus derivados sdo muito utilizados porque suas
propriedades hidrofilicas favorecem e mantém a atividade catalitica das
enzimas (Comerlato, 1995).

Além de apresentar a vantagem em relacdo a técnica de adsorcao por
ndo apresentar o fendbmeno de dessorcdo, sdo usualmente muito estaveis e
resistentes em condicdes extremas (faixa de pH, temperatura e influéncia de
solventes organicos). (Silva, 2007) Os derivados preparados podem ser
empregados em diversas conformagfes de reatores, como fluxo continuo,
empacotado, tanque agitado e leito fluidizado e, a carga da enzima permanece
constante ap0s a etapa de imobilizacdo. A selecdo das condicdes para a
imobilizacdo por ligacdo covalente € mais dificil que em outros métodos de
ligacdo em suportes. (Mendes et. al., 2011)

A ligacdo covalente cruzada é obtida utilizando reagentes bifucionais,
como, por exemplo, o glutaraldeido, o qual reage diretamente com grupos
amino da enzima. O método de imobilizacdo com o glutaraldeido é um dos
mais empregados, pois a enzima geralmente € mantida num ambiente
semelhante ao encontrado na natureza, conferindo-lhe boa estabilidade frente

as variacOes de pH, forca idnica, solventes e temperatura (Comerlato, 1995).

Goncgalves e seus colaboradores (2005) realizaram estudos com o
objetivo de avaliar a imobilizacdo da enzima Penicillin g. acylase (PGA) em
quitosana ativada com glutaraldeido, a fim de produzir um biocatalizador de
baixo custo. No entanto, a recuperacéo e reutilizacdo de enzimas livres como
catalisadores sdo muito limitadas e isso resultou no desenvolvimento de uma
ampla variedade de técnicas de imobilizacdo. A imobilizacdo também oferece
vantagens operacionais sobre a enzima livre, tais como, reacfes rapidas e
possibilidade de controlar a formagcdo do produto. O artigo aborda as
possibilidades de utilizacdo da quitosana para alcancar a estabilidade do PGA
via ligagdo covalente. Além disso, o transportador € muito barato e o processo
muito simples, o que torna esta enzima boa para as grandes aplicacdes

industriais.
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Devi e seus colaboradores (2006) realizaram um estudo onde é feita a
tentativa de otimizar as condigbes de imobilizacdo covalente da enzima em
suportes de quitosana e subsequente a alcodlise de 6leos utilizando a enzima
livre e imobilizada. A selecdo de um suporte e o0 método de imobilizacdo sao
muito importantes para a reacdo enzimatica desejada, sendo a quitosana um
suporte natural, biodegradavel, com pouca ou nenhuma toxidade e

economicamente mais barato.

A estabilidade térmica da enzima é um dos fatores mais importantes
para sua aplicacdo, a enzima ligada covalentemente apresentou melhor

estabilidade em todas as temperaturas e periodos de tempo, figura 13.

A razdo molar 6tima de 6leo/metanol na reacéo de alcodlise requerido foi
observado como sendo 01:03, para a enzima livre e imobilizada. Aumentando a
razd8o molar a proporcdo de metanol ao 6leo diminui o grau de alcodlise. Isto
pode ser atribuido a possivel distor¢do da camada de agua essencial para

atividade da enzima pelo excesso de metanol, figura 14.
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Figura 13 - Efeito da temperatura e da atividade da enzima livre e imobilizada
pH 8,0, 40T (@), 50C( A), 60C( m), enzima livre (----) e imobilizada (-). (Devi et. al.,
2006)
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Figura 14 - Efeito da razdo molar na conversao de algcodlises produzido usando

enzima livre (m) e imobilizada (m). (Devi et. al., 2006)

Cruz (2007) realizou um estudo sobre a imobilizacéo de lipase comercial
(Lipozyme CALB L) em esferas de quitosana funcionalizadas com varias
concentragdes de glutaraldeido e avaliar a melhor concentragédo para posterior
imobilizagdo. Constatou-se que a concentracdo de 3% (v/v) foi a que
proporcionou a enzima maior estabilidade e conferiu a mesma maior atividade
residual. A figura 15 mostra micrografias das esferas de quitosana imobilizada

e ativada com glutaraldeido.

A sintese de biodiesel com a enzima CALB L imobilizada em esferas de
quitosana e 0 seu reuso foi realizado por 12 ciclos. Quanto a conversdo de
ésteres com esferas de quitosana imobilizadas covalentemente com CALB L,
houve uma conversao superior a 90% em 6 reusos em 12 ensaios (Figura 16),
mas o seu reuso fica prejudicado com a baixa resisténcia mecanica das esferas
de quitosana, devido a agitacdo das esferas provocando a quebra das
mesmas, isto é constatado com um declinio da atividade enzimatica e

consequentemente da conversao de biodiesel.
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Figura 15 - Esferas de quitosana imobilizadas com CALB L com glutaraldeido 3%.
(Janior, 2007)
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Figura 16 - Converséo de ésteres versus numero de ciclos da enzima imobilizada nas

esferas de quitosana ativadas com solucéo de glutaraldeido 3% (v/v). (Junior, 2007)

Cetinus e seus colaboradores (2007) realizaram um estudo com
esferas de quitosana que foram preparadas, utilizando um agente de ligagéo

cruzada o glutaraldeido, e as esferas resultantes foram empregados na
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imobilizacdo de enzimas. As esferas de quitosana foram expostas a uma
solucdo de glutaraldeido, que é irreversivel a ligacdo cruzada que pode
conduzir as esferas de quitosana a exibir estabilidade operacional elevada.

A faixa de temperatura ideal para a enzima livre e imobilizada (Figura
17) foi encontrado na faixa de 30-40C e 40-50TC, r espectivamente. A
flexibilidade conformacional da enzima foi afetada pela imobilizacdo. A
imobilizagdo de enzimas em esferas de quitosana causou um aumento na
rigidez da enzima que é geralmente refletido pelo aumento da estabilidade para
a desnaturacao pelo aumento da temperatura. Ao comparar o desempenho de
biocatalisadores imobilizados, destinados a utilizacdo na indUstria, a

caracterizacdo da sua estabilidade operacional € importante.
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Figura 17 - Efeito da temperatura na atividade da enzima livre (A) e imobilizada (m).
(Cetinus et. al., 2007)

A estabilidade operacional da enzima imobilizada foi avaliada, a figura
18 mostra o efeito do uso repetido sobre a atividade da enzima imobilizada. A
enzima imobilizada em esferas de quitosana manteve uma atividade especifica

de 95% apas trés reutilizacdes, depois a atividade reduz gradualmente.
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Figura 18 - Reutilizagdo da enzima imobilizada a 40C. (Cetinu s et. al., 2007)

2.4 — SUPORTES POLIMERICOS COM PROPRIEDADES MAGNETICAS
COM ENZIMAS IMOBILIZADAS POR LIGACAO COVALENTE

Huang e seus colaboradores (2005) realizaram um estudo com
microesferas de quitosana magnética preparadas utilizando-se glutaraldeido
como reagente de ligacdo cruzada para a imobilizacdo de enzimas. A
quitosana foi escolhida por ser um polimero natural e um suporte ideal para

imobilizacdo de enzimas.
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Figura 19 — llustracdo esquematica da imobilizacdo da enzima em microesferas de

quitosana por ligacao cruzada com glutaraldeido (Huang et. al., 2005).

Sendo utilizado com material de apoio, os transportadores magnéticos
podem ser facilmente separados do meio da reacao e efetivamente controlados
pela aplicacdo de um campo magnético. Assim, a eficiéncia de catalisadores e
propriedades de estabilidade da enzima pode ser muito melhorada. A Figura 19
mostra a reacdo do grupo aldeido, proximo a superficie das esferas,
interagindo com o grupo amino da enzima. A figura 20 mostra as micrografias
da quitosana natural (a) e das micoresferas de quitosana magnética, que tem

uma forma esférica com uma superficie lisa.
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(A) (B)

Figura 20 — Microscopia (A) quitosana natural, (B) microesferas magnéticas da
guitosana. (Huang et. al., 2005)

A atividade da enzima foi determinada, como mostra a figura 21, a
atividade foi aumentada em primeiro lugar, em seguida, diminui com o aumento
da concentracdo de glutaraldeido, obtendo uma atividade maxima a 8% de
glutaraldeido. No entanto, como a concentracao superior a 8% de glutaraldeido
a vasta interacdo das enzimas individuais com grupos aldeidos a superficie das
microesferas mudaria a conformacdo da enzima e provocaria a queda da

atividade da enzima imobilizada.
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Figura 21 — Efeito da concentracdo de glutaraldeido na imobilizacdo da enzima
(Huang et. al., 2005).
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O resultado indica que a enzima imobilizada teve uma boa reutilizacéo, e

teve uma melhor estabilidade de armazenamento e temperatura.

Hasirci e seus colaboradores (2011) relataram um estudo sobre a
imobilizacdo da enzima lacase, em nanoparticulas magnéticas (Fe3O,). Para a
imobilizacdo das nanoparticulas de F3O,4 foi revestidas e funcionalizadas com
quitosana (CS), a lacase foi imobilizada por adsor¢céo e por ligacdo covalente
apos a ativacdo dos grupos hidroxila da quitosana com carbodiimida (EDAC)
ou cloreto cianurico (CC).

As propriedades magnéticas, magnetizacdo de saturacdo e
superparamagnetismo (figura 22) das nanoparticulas de Fe3;O4 e Fe304-CS
foram pesquisadas por andlise de VSM em temperatura ambiente. Houve uma
diminuicdo da magnetizacdo de saturacdo das nanoparticulas depois do
revestimento, que pode ser explicado pela diminuicdo na quantidade dos
momentos magnéticos. A magnetizacdo de saturacdo das nanoparticulas
CS/Fe30, € de 25,2emu/g, apresenta histerese e sdo paramagnéticas,
propriedades que precisam ser melhoradas para biocatalisadores a ser

utilizados em reatores de leito fluidizado com campos magnéticos.
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Figura 22 - Magnetizacao contra campo magnético de nanoparticulas (a) FesO,, (b)
Fe;0,4-CS. (Hasirci et. al., 2011)
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Figura 23 - Imagens do MET das nanoparticulas de CS-Fe;O4(escala de 20nm).
(Hasirci et. al., 2011)

O tamanho das nanoparticulas (Figura 23) de Fe3O4-CS foi estimado a
partir de analise de TEM, com uma larga distribuicdo de tamanho numa escala
nanomeétrica propriedades que ndo propicia a sua utilizacdo na imobilizacao de

enzimas para obtencéo de biodiesel.

7

A reutilizacdo de enzimas imobilizadas € um dos aspectos mais
importantes para aplicacdes industriais. A capacidade de reutilizacdo foi
examinada usando lacase imobilizada repetidamente 30 vezes em 1 dia. As
atividades retidas (Figura 24) para Fe304-CS-L, Fe304-CS-EDAC-L e Fe304-
CS-CC-L forma encontrados mais de 85% para todos os sistemas. Os maiores
valores foram obtidos para o sistema de imobilizacdo covalente (Fe3zO4-CS-
EDAC-L e Fe304-CS-CC-L) em funcéao do agente de ativacdo da ligacédo entre

a enzima e o apoio.
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Figura 24 - Efeito do niUmero de atividades de reutilizacdo da enzima imobilizada.
(Hasirci et. al., 2011)

Zhang e seus colaboradores (2009) realizaram um estudo sobre a
imobilizagdo da enzima pullulane por ligacdo covalente em esferas de
quitosana com propriedades magnéticas por ligacdo cruzada com
glutaraldeido. As nanoparticulas magnéticas foram preparadas pelo método de
co-precipitacdo e revestida com quitosana para que as magnetitas possam
estar protegidas contra a corrosdo, mas também oferecendo mais flexibilidade
a grupos funcionais. As esferas de CS magnética tiveram uma forma esférica

regular e com um didmetro médio de 86nm.

A figura 25 mostra que as nanoparticulas magnéticas exibiram excelente
susceptibilidade magnética a um campo magnético aplicado, e sua

magnetizagado de saturagao (MS) foi determinada com sendo 52,6emu/g.
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Figura 25 - Ciclo de histerese magnética de esferas de quitosana magnética. (Zhang
et. al., 2009)

A estabilidade térmica da enzima livre e imobilizada foi determinada a
70C, como pode ser observada na figura 26 (a), a atividade da enzima
imobilizada diminui lentamente em fungéo do tempo de incubagé&o, 6horas mais
tarde, a atividade residual da enzima livre e imobilizada foi de 12,3% e 53,6%

da atividade inicial.
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Figura 26 - (a) Estabilidade térmica e (b) e de operacao de pululanase imobilizada.
(Zhang et. al., 2009)
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A enzima imobilizada em esferas de quitosana magnética conduziu a um
efeito estabilizador significativo para a desnaturacdo. A estabilidade
operacional da enzima imobilizada mostrada na figura 26 (b). Depois de 10
operacdes consecutivas, a enzima imobilizada poderia reter 64,8% de atividade

residual.

2.4.1 — SUPORTES POLIMERICOS COM PROPRIEDADES MAGNETICAS
IMOBILIZADO COM ENZIMAS POR LIGACAO COVALENTE NA PRODUCAO
DE BIOCOMBUSTIVEIS

Xie e seus colaboradores (2012) realizaram um estudo com
microesferas de quitosana magnética, utilizando glutaraldeido como reagente
de ligacdo cruzada para a imobilizacdo da lipase. Os efeitos de varios

parametros de transesterificacdo na conversao enzimética de 6leo de soja.

Um dos parametros que afetam a transesterificacdo enzimética é a
dosagem da lipase imobilizada. A variacdo de conversdo de ésteres de metil,
com diferentes cargas foram utilizadas. Como mostra a figura 27, a converséo

de 87% foi obtida com 60% de fracdo de massa da lipase.
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Figura 27 - Efeito de varias quantidades de lipase imobilizada em transesterificacdo

enzimatica de 6leo de soja. (Xie et. al., 2012)
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Figura 28 - Micrografias do MET das nanoparticulas de CS-Fe;0,. (Xie et. al., 2012)

A figura 28 apresenta as micrografias das nanoparticulas de quitosana-
FesO4 com uma larga distribuicdo de tamanho. Particulas nanométricas néo
sdo favoraveis para a producdo de biodiesel, pois para operar em reator de

leito fluidizado assistido por campos magnético o custo seria mais elevado.

Superparamagnetismo é uma propriedade especialmente importante e
necessaria para suportes magnéticos. Aléem disto, ele pode ser observado na
figura 29 o momento magnético das nanoparticulas de FeszO, que diminui
ligeiramente depois de revestido com quitosana e a superficie imobilizada com
a lipase, a curva de susceptibilidade magnética tem baixa histerese, e revela

gue as nanoparticulas magnéticas eram quase superparamagnetica.

As propriedades magnéticas das microesferas de quitosana € uma
vantagem significativa para a imobilizacdo de enzimas em comparacdo com 0s
suportes ndo magnéticos. Devido a manter um elevado valor de saturacdo de
magnetizacdo, a lipase imobilizada pode ser facilmente separada a partir da
mistura de reacdo usando os magnetos externos permanentes. Utilizando um
campo magnético, o movimento da lipase imobilizada no reator pode ser

controlado de forma eficaz.

A atividade catalitica da lipase imobilizada foram medidas a varias
temperaturas, variando de 25T a 45T, e os resulta dos estd ilustrada na figura
30, a mais elevada converséo de ésteres metilicos foi obtido com o aumento da

temperatura de reacdo a 35T. A lipase imobilizada comeca a diminuir a
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conversdo de ésteres etilicos no 5°ciclo de reutil izacdo, o que teve uma boa
capacidade de reutilizagdo o que seria desejavel para aplicagbes em
biotecnologia. Nos estudos de reutilizagdo, a perda de atividade pode ser
atribuida a alteracbes conformacionais da enzima ou desativacdo da lipase

durante o procedimento de reacao.
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Figura 29- Curvas de magnetizacéo para (a) FesO,, (b) FesO,com microesferas de

quitosana imobilizada com lipase. (Xie et. al., 2012)
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Figura 30 - Efeito da temperatura da reacdo da enzimética na transesterificacdo de

Oleo de soja. (Xie et. al., 2012)
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Santos (2009) realizou um estudo com o objetivo de formular e
caracterizar microcdpsulas magnéticas de quitosana para atuarem como
suporte em processos de producédo de biodiesel, a ser utilizada num reator
assistido por campo magnético.

As microcapsulas formuladas utilizando a técnica de coagulacao (Figura
31) com a quitosana/Fe3O,, apresentaram uma superficie relativamente lisa
quando utilizadas solugbes com concentracdes de quitosana de 3% m/m e
mais porosa para concentracoes de 2%.
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Figura 31 - Microcapsulas de Q/Fe304 (a) concentracédo 2% e (b)
concentracao 3%. (Santos, 2009)

Aproximadamente 75% das microcapsulas magnéticas (a) apresentaram
um diametro médio entre 400 e 600 um e para concentracées maiores (b) entre
500 e 800um.

A curva na figura 32 apresenta uma boa saturacdo de magnetizagéo (13
emu/g), ndo existéncia praticamente de histerese, baixos valores de
remanescéncia associado a um comportamento reversivel o que prova a
presenca de particulas com um comportamento superparamagnético.

O superparamagnetismo permite que o suporte responda rapidamente a
aplicacdo do campo magnético e ndo apresentam uma magnetizacao
permanente ou residual. Outro comportamento importante € que nao existe

interferéncia no comportamento magnético das particulas pequenas.
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Figura 32 - Curva de magnetizacdo para a microcapsula de Q/Fe304 (Santos, 2009)

As enzimas foram imobilizadas por adsorcdo e ligacdo covalente no
suporte (CS/Fez0,4). Por ligacdo covalente foram previamente tratados com
uma solucao de glutaraldeido. O agrupamento amino foi utilizado para formar
uma ligacao iminica com o glutaraldeido que a sua vez se liga covalentemente
com as enzimas. A figura 33 mostra a imagem do MEV o aspecto dos suportes
apos a imobilizacdo das enzimas.

Os testes cataliticos, realizados de forma preliminar, utilizando uma
emulsdo de azeite, 4gua e goma arabica indicaram uma maior atividade

catalitica para a enzima imobilizada covalentemente.
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Figura 33 - Microcapsulas de Q/Fe304 apo6s a imobilizagdo de enzimas.
(Santos, 2009)

2.4.2 — CARATER HIDROFOBICO/HIDROFILICO DO SUPORTE E SUA
INFLUENCIA NA ATIVIDADE DA ENZIMA

A imobilizagdo melhora a atividade e a estabilidade da enzima, sendo a
escolha do tipo de imobilizacdo e o carater hidrofobico/hidrofilico do suporte
importantes para o desempenho da atividade da enzima.

A propriedade da superficie de apoio influencia significativamente a
atividade da enzima. N&o importa qual € o mecanismo de ativacdo, a enzima
requer uma ativacao interfacial ou uma mudancga conformacional para abrir a
“tampa” que protege o sitio ativo, fundamentalmente para alcancar a hidrolise é
a acessibilidade do substrato. Quanto maior a afinidade da superficie do
suporte para o substrato, maior o contato com a enzima imobilizada. (Duan et.
al., 2006)

Na auséncia de interfaces, a lipase contém um oligopéptico hidrofobico
(denominado “tampa”), cobrindo seu sitio ativo e tornando-o inacessivel aos
substratos. No entanto, na presenca de interfaces hidrofobicas, um rearranjo

ocorre conformacionalmente, virando a “forma fechada” da lipase em uma



41

“forma aberta” (Tan et. al., 2010). O suporte com carater hidrofilico & preferido
para a imobilizacéo da lipase, tal apoio ndo sé maximiza a area disponivel para
a fixagéo da lipase tornando mais eficiente, mas também mantém a camada de
agua essencial que rodeia os biocatalisadores e impede o comprometimento da
atividade catalitica (Duan et. al., 2006).

Zhan e seus colaboradores (2012) realizaram um estudo com objetivo de
investigar as influéncias das caracteristicas hidrofobicas/hidrofilicas de
microesferas magnéticas sobre a relacdo imobilizacéo e a atividade da lipase e
desenvolver uma maneira melhor para alcancar o carregamento da enzima e
alta atividade.

Foi utilizado como suporte o acetato de vinila, o tipo 1 Figura 34 que
determinou uma maior hidrofobicidade. O tipo 2-3 foram caracterizados por
grupos amida além de grupos acetatos, a partir do tipo 1 e 3, a quantidade de
grupos amida foi aumentada gradualmente, o que significa 0 aumento da
hidrofilicidade.

Os resultados sdo apresentados na Figura 35, como pode ser visto,
quando a superficie da microesfera estava com acetato de vinila (tipo 1) a
propor¢cdo da imobilizacdo da lipase foi mais elevado, com o aumento de
acrilamida (AAM) (tipo 2-3), a relacdo da imobilizagdo diminui

significativamente.
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Figura 34 - Diferentes estruturas da superficie de polimeros magnéticos (Zhang et. al.,
2012).
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Por outro lado, a sua recuperacdo da atividade ndo foi muito elevada
(tipo 1). A partir do tipo 1 para o 2, indicando um aumento na hidrofilicidade a
recuperacdo da atividade foi aumentada em cerca de 17%. No entanto, com o

aumento continuo de AAM (tipo 2 para o 3) a recuperacao da atividade diminui
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Figura 35 — Efeito da hidrofobicidade/hidrofilicidade de microesferas magnéticas
imobilizadas (Zhang et. al., 2012).

Na Figura 36 as propriedades hidrofobicas de apoio podem tornar-se o
sitio ativo da lipase aberto e ativar sua atividade enzimatica. Por outro lado, as
propriedades hidrofilicas de suporte asseguravam a “agua necessaria” para a
lipase. Assim as microesferas magneéticas com moderada
hidrofobicidade/hidrofilicidade deu a recuperacdo maior na atividade. Além
disso, as fortes interages hidrofébicas entre o suporte e a molécula de lipase
podem interceptar a lipase préxima do suporte e ajudar a completar o processo

de imobilizacao.
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Figura 36 — Esquema da imobilizagc&o da lipase com suporte com moderada
hidrofobicidade/hidrofilicidade (Zhang et. al., 2012).



CAPITULO 3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 - MATERIAIS

» Acrilamidometil acetato propionato de celulose (AMCAP) fornecido pela

Aldrich-Sigma, massa molecular My, igual a 20.000 g/mol.

« Acido acrilico 99% anidro, com densidade 1,051g/mL e ponto de fus&o

13T fornecido pela Sigma-Aldrich.
» Perodxido de hidrogénio P.A. 30% (H.0,), fornecido pela Vetec.

» Acrilamida (para sintese), massa molar 71,08g/mol, fornecido pela
Vetec.

» Persulfato de aménia P.A. fornecido pela Vetec.

* Glutaraldeido 50% solugéo, fornecido pela Vetec.

» Sulfato ferroso P.A. fornecido pela Vetec.

* Cloreto de ferro 11l (ICO) hexahidratado P.A. fornecido pela Vetec

* Quitosana fornecida pela Sigma-Aldrich com massa molar

médial6lg/mol.

* Amano Lipase AK, from Pseudomonas Fluorescens, fornecido pela

sigma-aldrich

* Todos os solventes a serem empregado serdo grau PA.
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3.2 — MODIFICACAO QUIMICA DO AMCAP

3.2.1 — MODIFICACAO POR ENXERTO DO MONOMERO ACIDO ACRILICO
NO AMCAP

A metodologia empregada na modificacdo quimica do polimero AMCAP
€ realizada em duas etapas. A primeira relativa a formacdo da espécie
radicalar, utilizando o iniciador para formar o centro ativo no monémero e a
segunda o enxerto do mondémero na estrutura do AMCAP. As relacdes
molares entre o monémero AAc e a dupla ligacdo foram de 3:1. (Carvalho,
2008)

A modificagdo quimica em questdo utiliza um iniciador redox constituido
pelo par H,O, e Fe*? na relacdo molar 1/1. O radical formado a partir deste
sistema reagiu com o mondémero acido acrilico formando centros ativos de
natureza radicalar. Estes centros ativos enxertaram-se nas insaturacdes da

estrutura polimérica.

O volume total contido no reator foi de 300mL e os reagentes acido
acrilico, Fe™?, H,0, e AMCAP estdo presentes nas concentraces 0,69g/L,
2,67¢g/L, 0,169/L e 32,08g/L.

A modificacdo quimica do polimero foi realizada num reator IKA-250 a
40°C (D), sob agitacédo continua de 100rpm e atmosfera inerte de N, através de
um fluxo de 60mL/min. No reator estava contida a solugcédo aquosa de H,O; (A)
para que a solucéo de &cido acrilico e Fe** (B) seja gotejada e, ap6s 5min do
seu término, a solucdo do AMCAP em acetona (C) foi lentamente adicionada.
Uma vez terminado, a entrada de nitrogénio foi fechada e o sistema ficou

nestas condicfes por 2 horas sob agitacao continua (Figura 37).
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Figura 37 — Reator IKA-250 existente no setor de polimeros do LAMAV.

Apés a modificacdo quimica, o polimero modificado foi purificado para

remover o resto de iniciador (Fe*").

3.2.2 — MODIFICAGCAO POR ENXERTO DO MONOMERO ACRILAMIDA NO
AMCAP

A metodologia empregada na modificacdo quimica do polimero AMCAP
€ realizada em duas etapas. A primeira relativa a formacdo da espécie
radicalar, utilizando o iniciador para formar o centro ativo no monémero e a
segunda o enxerto do monémero na estrutura do AMCAP. A relacdo molar

entre o mondémero acrilamida e a dupla ligacéo foi de 3:1.

O volume total contido no reator foi de 300mL e os reagentes acrilamida,
persulfato de amdnia e AMCAP estado presentes nas concentragbes 0,68g/L,
2,19¢9/L e 32,08g/L.
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A modificacdo quimica do polimero ocorreu num reator IKA-250 a 40°C
(D), sob agitacdo continua de 100rpm e atmosfera inerte de N, através de um
fluxo de 60mL/min. No reator estava contida a solu¢cdo aquosa de PSA (A) para
que a solucéo de acrilamida (B) seja gotejada e, apdés 5min do seu término, a
solucdo do AMCAP em acetona (C) foi lentamente adicionada. Uma vez
terminado, a entrada de nitrogénio foi fechada e o sistema ficou nestas
condicdes por 2 horas sob agitagdo continua (Figura 35). Apos a modificacdo

quimica o polimero foi levado a estufa a 40C para secar.

3.3 - CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

3.3.1 — RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear € uma técnica
amplamente usada para o0 estudo da estrutura molecular dos compostos.
Baseia-se na alteragdo do numero quéantico spin em fungdo de um campo
magnético externo. A excitacdo do nudcleo, ou a sua oscilacdo de uma
orientacdo para outra, é detectada como uma voltagem induzida, resultando da

absorcao de energia do campo de radiofrequiéncia.

A técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi principalmente
empregada para verificar a modificacdo do AMCAP pelo enxerto do acido
acrilico e da acrilamida na dupla ligacdo, considerando os deslocamentos

caracteristicos aos prétons do *3C relativos a dupla ligacao.

Os espectros do (acrilamidometil) acetato propionato de celulose e os
polimeros modificados foram obtidos no Laboratério do Instituto de
Macromoléculas Professora Eloisa Mano do Centro de Tecnologia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, UFRJ, utilizando o aparelho Varian
Mercury 300 operando a 75,4MHZ para o nucleo do carbono-13, com a
colaboracéo da Professora Maria Inés Bruno Tavares. Nos espectros do RMN-
13C foram observados os deslocamentos que aparecem em 131 e 125ppm, que

foram atribuidos a dupla ligagdo do AMCA. (Kumar et al., 2006)
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Solucbes foram preparadas em acetona deuterada, medidas foram
realizadas em temperatura ambiente em torno de 20T, os deslocamentos
quimicos foram registrados na faixa de 0-190 partes por milhdo (ppm).

Os espectros de simulagdo do AMCAP de partida e dos modificados
foram obtidos através do programa ACD CNMR: Molecule Editor Window, para

auxiliar na interpretacéo dos resultados.

3.3.2 — TERMOGRAVIMETRIA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSA

Um espectro de massas € o registro dos fragmentos de moléculas de
espécies quando estas sdo bombardeadas em fase gasosa por um feixe de
elétrons, em um equipamento chamado espectrometro de massa. (Bart et al.,
1997)

Dentro do espectrdmetro de massa, o ion molecular com massa/carga
(m/z) é focado e transmitido por uma série de lentes eletrostaticas. O ion
emitido entra em analise de massa do quadrupolo, o qual passa por um filtro
especifico da massa, estabilizando e transmitindo uma Unica massa especifica
e em seguida atinge o detector, a0 mesmo tempo outras massas S&o
detectadas. (Bart et al., 1997)

A energia do feixe de elétrons em geral de 70eV (elétron-volts) que
expulsa um dos elétrons da molécula e produz um ion positivamente

carregado, chamado ion molecular.

M+ e——> M.++ 2e

A espécie formada ndo € apenas um cétion, mas, por conter um nimero
impar de elétrons ele é também um radical livre (elétrons desemparelhados). O
feixe de elétrons, ndo apenas desloca elétrons da molécula, mas produzindo

jons moleculares, como também confere aos ions moleculares uma
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consideravel energia extra. Assim, depois de formados, estes ions moleculares
se fragmentam e o0 modo como estes de desintegram pode fornecer

informacgdes muito Uteis sobre a estrutura. (Bart et al., 1997)

Os gases provenientes do processo de degradacdo térmica foram
identificados através de um espectrébmetro de massa quadrupolar Balzers
ThermoStar, com faixa de massa de 1 a 200 u.m.a., na Unidade de
Caracterizacdo Térmica (SEPOL). Os gases foram coletados através de um
capilar de quartzo acoplado na saida do analisador termogravimétrico, e
conectado diretamente na fonte de ions do espectrémetro.

Uma primeira analise foi feita para identificar os produtos volateis
provenientes do processo de degradacdo térmica em condi¢bes dinamicas.
Neste tipo de analise, varredura de massas, € monitorada massas em toda a
faixa do espectro (1 a 200 u.m.a.). A partir desta analise € feita uma analise
semi-quantitativa das massas identificadas no modo de varredura de massa,
em que séo obtidos os espectros de intensidade de corrente iGnica em fungéo
do tempo para 0s processos isotérmicos, em fungdo da temperatura ou tempo

para os processos dinamicos.

3.3.3 — ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA
DE FOURIER (FTIR)

A absorcdo de radiacdo pelas moléculas de uma substancia causa
transicdbes nos estados rotacionais e vibracionais dos atomos ou grupos
atomicos. Essas vibracbes fornecem informacbes a respeito das ligagOes
quimicas dos constituintes atbmicos, isto porque cada ligacdo absorve um
comprimento de onda especifico para alterar seus estados roto-vibracionais.
Atraves desta radiagdo absorvida € possivel identificar as ligagbes presentes,
grupos quimicos entre outras caracteristicas estruturais particulares do

polimero. (Souza, 2006)

Esta técnica foi empregada principalmente para acompanhar a presenca
dos agrupamentos alvo das modificacdes. A modificacdo do AMCAP com &cido

acrilico e acrilamida separadamente, tem como alvo a dupla ligacdo (C=C) do
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AMCAP associado ao sinal 1720cm™ a qual devera diminuir na modificacéo

por enxerto (Silverstein et. al., 2000, Kumar et. al., 2006).

As amostras em forma de filme foram analisadas por transmitancia. Os
espectros foram obtidos em um intervalo de 4000 a 750cm™, com resolucéo de

lcm™ e 50 acumulacdes por espectro.

3.4 — CRISTALINIDADE E PROPRIEDADES TERMICAS DOS POLIMEROS
MODIFICADOS

3.4.1 — DIFRACAO DE RAIOS-X

Os difratogramas dos filmes da quitosana, AMCAP, AMCAP-AAc e
AMCAP-AAmM foram obtidos a partir de um difratbmetro Shimadzu XRD-7000,
disponivel na UENF / CCT / LAMAYV, equipado com raios-x de Cu Ka ( A=
0,1540 nm). As varreduras foram feitas na faixa do angulo de difragéo 26 = 2 -
40° sendo utilizados com os seguintes parametros d e medida de tensédo de
40kv, corrente no filamento de 30mA, foi usada radiacdo de cobre, com

velocidade de varredura de 19min.

3.4.2 — CALORIMETRIA DIFERENCIAL EXPLORATORIA (DSC), TRANSICAO
VITREA

A andlise de DSC foi realizada para avaliar a influéncia da modificacéo
sobre a Tg em relacgo ao AMCAP-AAc e o AMCAP-AAm modificado.
Utilizando um calorimetro da TA modelo DSC 2010 e processadas segundo
software TA Advantage Speciality Lib. disponivel na Unidade de Caracterizacéo
Térmica (SEPOL).

As andlises de DSC foram realizadas em panelas de aluminio

hermeticamente fechadas com massa de polimeros de aproximadamente
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14mg. Uma primeira corrida foi feita da temperatura ambiente até 210CT e
mantida isotermicamente 1 minuto, com o intuito de para apagar a historia
térmica do polimero. Apods resfriamento uma segunda corrida foi realizada
desde a temperatura de 38T até 210<C.

3.4.3 — ESTABILIDADE TERMICA DOS POLIMEROS MODIFICADOS POR
ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A andlise termogravimétrica € a técnica que acompanha a variacédo da
propriedade fisica massa, da amostra em funcéo do tempo (com a temperatura

constante), ou em funcao da temperatura. (Cavalheiro et. al., 1995)

O tipo mais comum de experimentos empregando esta técnica € aquele
que se submete a amostra a uma variagcdo constante de temperatura
(controlada por um programador), em um forno, enquanto uma balanca

monitora sua massa. (Cavalheiro et. al., 1995)

A andlise termogravimétrica foi realizada para determinar a degradacao
térmica dos polimeros AMCAP-AAc e AMCAP-AAm. Sendo, o polimero
AMCAP de partida a temperatura maxima de degradacao térmica (DTG) é de
364C e 0 AMCAP-AAc é de 372<C. (Carvalho et. al., 2008)

Utilizando um sistema de andlise termogravimétrica SDT 2960-TA
Instruments, com sensibilidade na termobalanca de 0,1ug, nos termopares de
platina de 0,001C, disponivel na Unidade de Caracterizacdo Térmica
(SEPOL). Foram utilizadas amostras de polimero de aproximadamente 10mg
em panelas de platina de 90 pg. Foi utilizada uma taxa de aquecimento de
10Cmin-1, com um fluxo de 100mLmin-1 de hélio, da temperatura ambiente
até 900C.
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3.5 — HIDROFILICIDADE DOS SUPORTES POR ANGULO DE CONTATO

A hidrofobicidade do sdlido pode ser medida pelo angulo de contato,
formado entre trés fases em equilibrio. Quando o solido é totalmente
hidrofébico ndo ha afinidade da dgua em sua superficie e o solido ndo é
molhavel e o angulo de contato se aproxima de 180° Para sélidos hidrofilicos,
ou seja, molhaveis o angulo de contato se aproxima de zero grau (Debacher,
2001). Os dois métodos mais comuns de medida de angulo de contato séo da
bolha captiva e da gota séssil, respectivamente. O método mais comum de
medida de angulo de contato € o da bolha captiva. (Sellin, 2002)

No experimento da gota séssil, uma gota de um liquido puro é
depositada sobre a superficie sélida através de uma micro-seringa. A gota é
geralmente observada por um microscopio de baixa ampliacdo, e o angulo de
contato resultante, € medido através de um gonidémetro, ou camera de video.
Este tipo de procedimento € geralmente chamado de medida estatica do
angulo de contato e € um dos métodos mais usados na medida de angulo de
contato. Esta técnica permite medidas dos éangulos de avanco (6,) e de
retrocesso (6,), aumentando ou diminuindo, respectivamente, o volume da gota

sobre uma superficie, como mostra a Figura 38. (Sellin, 2002)

B3
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Figura 38 — Método da gota séssil: medida dos &ngulos de (a) avango e (b)

retrocesso. (Sellin, 2002)

As alteracdes das caracteristicas dos materiais obtidos quanto ao seu
carater hidrofilico serdo avaliadas por medidas de angulo de contato.

Geralmente um suporte hidrofilico € o preferido para a imobilizagdo da enzima.
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Tal apoio ndo s6 maximiza a area disponivel para a fixagdo da enzima e
melhora a eficiéncia da imobilizacdo, mas também a camada de agua essencial
que rodeia o biocatalisador e previne a diminuicdo da atividade catalitica (Duan
et. al., 2006).

A analise dos filmes de AMCAP e AMCAP-AAc foi realizada no
Laboratorio do Instituto de Macromoléculas Professora Eloisa Mano do Centro
de Tecnologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ. As medidas
de angulo de contato foram obtidas empregando-se o gonibmetro Ramé-Hart,
modelo NRL, operado em temperatura ambiente. Os angulos de contato do
lado direito e esquerdo da gota foram calculados automaticamente por meio de
software RHI 2001 Imaging Software instalado em um computador acoplado ao
equipamento. O método utilizado para medir o angulo de contato (8) de uma
gota de um liquido sobre cada uma das superficies das amostras do AMCAP
de partida e dos AMCAP modificados em estudo foi o da gota séssil.

Os filmes foram fixados em uma lamina de vidro por meio de fita adesiva
dupla face. As laminas forma colocadas na base do aparelho. Uma gota de
agua de 0,2mL foi colocada sobre a superficie da amostra com auxilio de uma
seringa e a imagem da gota foi captada por uma camera digital a intervalo de
1s. Os valores do angulo de contato representam a média dos angulos das 10
repeticbes que foram obtidos por somatoria e divisdo do angulo direito e

esquerdo de cada gota com a superficie do filme.

A andlise dos filmes do AMCAP-AAmM e quitosana foi realizada no

Instituto Militar de Engenharia, com a colaboracao do Prof. Carlos Nelson Elias.

3.6 — FORMULACAO DE MATRIZES COM ESTRUTURA CASCA-NUCLEO

3.6.1 — PREPARACAO DA NANO MAGNETITA (NUCLEO)

Para a preparacdo das nanoparticulas de magnetita (FesO,4) foi

empregado o método da co-precipitacdo (Boucas, 2008). No reator, sob
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atmosfera de nitrogénio (E) e temperatura de 82T (D), foram adicionados os
sais de ferro (FeS0,4.7H,O 0,5M e FeCl;.6H,O 0,75M) e &gua deionizada,
resultando num volume total de 220mL (A), com agitacdo de 130rpm (F) e

aguardar 15min.

Fechar o nitrogénio e adicionar hidroxido de amoénia 8mol/L numa
relacdo molar de 1:8, por 10min. Apos a adicéo, deve-se observar a mudanca
de cor para uma coloragcdo escura e aumentar a temperatura a 90C, abrir o
nitrogénio por 20min. Ao término, voltar & temperatura a 82<C e adicionar uma
solucdo aquosa 4% de acido cloridrico até ao pH 8, em seguida, adicionar
1,9mL de tween e aguardar 5min. Por ultimo, adicionar 83mL de acido oléico

lentamente por 20min (B). (Figura 35)

O precipitado foi isolado por decantacdo magnética e lavado 3 vezes
com alcool etilico. Por fim, as magnetitas foram armazenadas com alcool etilico

na geladeira.

3.6.2 — PREPARACAO DAS MICROPARTICULAS POLIMERICAS COM
PROPRIEDADES MAGNETICAS PELA TECNICA DE SIMPLES EMULSAO E
COAGULACAO.

Em trabalhos citados, relata estudos com particulas magnéticas com
tamanhos entre 20-80nm que apresentam baixa histerese, larga distribuicdo de
tamanho, propriedades que para utilizacdo em um reator de leito fluidizado
geraria um alto custo, com a utilizacdo de um campo magnético maior e

possibilidade de empacotamento.

O objetivo €é preparar particulas magnéticas com distribuicdo de tamanho
regular acima de 400nm, com propriedades superparamagnéticas que
possibilite operar com fluxos maiores, campo magnético baixo e facil
recuperacdo. Propriedades que propicia sua utilizagdo na imobilizacdo de

enzimas para obtencéao de biodiesel.
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3.6.2.1 - AMCAP, AMCAP-AAM E AMCAP-AAC

Previamente, foi preparada uma dispersdao de magnetita (Fe3O4) em
solucdo organica através da homogeneizacdo de 2mL da solugdo dos
polimeros, o puro e os modificados em tetracloroetano (1%m/v), 0.200g de
Fe3O4 e 0.300g de polimero. Esta mistura foi submetida ao ultra-som por um

periodo de 10min e, posteriormente, gotejada.

As particulas foram obtidas por gotejamento, em solu¢cdo de alcool
poliviniico com agitacdo constante a temperatura ambiente. Apds o
gotejamento as particulas formadas foram levadas a um shaker, a temperatura
de 30C com agitacdo de 150rpm para as particulas nao grudarem por um
periodo de 5 horas até a volatilizacdo do solvente e formacdo das
microcapsulas poliméricas com o nucleo magnético. Apds esta etapa, as
particulas formadas foram lavadas exaustivamente e secas a temperatura

ambiente.

3.6.2.2 - QUITOSANA

As microparticulas magnéticas de quitosana foram preparadas a partir
de uma solucdo de quitosana de 2,0% (m/m) em solugdo aquosa de &cido

acético 5,0% (v/v). Apos a dissolucdo do material, a solucao foi filtrada.

A magnetita foi dispersa na solugcdo de quitosana (A) posteriormente
gotejada através de uma agulha (B) com o auxilio de uma bomba peristaltica
(C) em uma solucdo de NaOH 1M (D). O diametro das gotas foi controlado
através das condigcbes de gotejamento (viscosidade da solucdo, altura e
velocidade de gotejamento), como mostra a figura 39. As microcapsulas
obtidas foram lavadas em agua destilada e em seguida levadas a estufa a

temperatura de 40C.
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Figura 39 - Esquema da técnica de coagulacao.

3.6.3 — PARTICULAS DE AMCAP MODIFICADAS COM ACRILAMIDA

As esferas de AMCAP-Fe30,4, foram modificadas com acrilamida para
alterar seu balanc¢o hidrofébico/hidrofilico e como um suporte para que a
enzima tenha uma maior mobilidade. As relagdes molares entre 0 monémero

acrilamida e a esfera foi de 3:1.

O volume total contido no reator foi de 100mL e os reagentes acrilamida,
persulfato de amoénia e as esferas que estdo presentes nas concentracdes
0,28gd/L, 0,88g/L e 1,59 .

A modificacdo quimica das particulas de AMCAP ocorreu num reator
IKA-250 a 40°C (D), sob agitacdo continua de 55rpm e atmosfera inerte de N,
através de um fluxo de 30mL/min. No reator estava contida a solu¢cdo aquosa
de PSA (A) para que a solucao de acrilamida (B) seja gotejada e, ap6s 5min do
seu término, e as esferas (C) foi lentamente adicionada. Uma vez terminado, a

entrada de nitrogénio foi fechada e o sistema ficou nestas condi¢cdes por 2
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horas e 30 minutos sob agitacao continua (Figura 35). Apés a modificacao das

esferas foi lavadas e secas a temperatura ambiente.

3.7 — CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS

371 - DETERMINACAO DA CARGA DE MAGNETITA POR
TERMOGRAVIMETRIA

A andlise termogravimétrica foi realizada para determinar a carga de
magnetita através da degradacdo do polimero, utilizando um sistema de
analise termogravimétrica SDT 2960-TA Instruments, com sensibilidade na
termobalanca de 0,1pg, nos termopares de platina de 0,001<C, disponivel na

Unidade de Caracterizacdo Térmica (SEPOL).

Foram utilizadas amostras de polimero de aproximadamente 10mg em
panelas de platina de 90uL. Foi utilizada uma taxa de aquecimento de
10Cmin *, com um fluxo de 100 mLmin™* de hélio, da temperatura ambiente até
900<C.

O gas hélio sera utilizado como atmosfera inerte para evitar a ocorréncia
de reacdes de oxidacdo apos a iniciacdo da degradacdo dos polimeros. Isto
porque, o Hélio contém menos impurezas que 0 N, que ndo sera utilizado com
gas de arraste por conter determinada quantidade de impurezas. As impurezas
presentes na atmosfera de degradacédo poderiam promover a oxidacao do

polimero durante a analise mascarando os dados de variacdo de massa.

3.7.2 — MORFOLOGIA SUPERFICIAL DAS MICROPARTICULAS POR
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As micrografias de varredura foram obtidas num microscopio eletrénico
de varredura (MEV), operando com aceleracdo de voltagem de 25 keV,

realizado na COPPE-UFRJ, das microparticulas dos polimeros modificados
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para determinar sua morfologia. As microparticulas foram depositadas em

porta-amostra com fita adesiva de grafite e metalizadas.

3.7.3 — DISTRIBUICAO DE TAMANHO DAS PARTICULAS

A andlise granulométrica de particulas solidas compreende a
determinacdo do tamanho das mesmas, bem como da frequéncia com que

ocorrem em uma determinada classe ou faixa de tamanho. (Lima et. al., 2001)

A distribuicdo de tamanho e dimensdo das microparticulas magnéticas
foi determinada a partir de micrografias Opticas. O tamanho médio das
microparticulas nas micrografias (3-4 micrografias, cada um contendo
aproximadamente 25-50 microesferas) foi avaliado quanto ao tamanho e

distribuicdo de tamanho.

3.7.4 — CARACTERIZACAO DAS FASES DO FERRO

A espectroscopia mossbauer € uma técnica utilizada para analisar o
comportamento das propriedades de um nucleo atdmico e do ambiente que o
envolve, sendo fundamental para elucidacéo estrutural de compostos contendo
ferro (Debrassi, 2011)

A amostra de Quitosana foi submetida a espectroscopia mossbauer,
com o objetivo de caracterizar as propriedades magnéticas das nanoparticulas
incorporado no polimero. Foi realizada em um espectrometro Halder MCA 3/1,
em temperatura ambiente, ou seja, aproximadamente 300K, para investigacéo
qualitativa e quantitativa dos 6xidos de ferro. Foi realizada no Centro Brasileiro
de Pesquisas Fisicas (CBPF) com a colaboracdo da Professora Elisa Maria

Baggio Saitovitch e da aluna de doutorado Isabel Cristina Souza Dindla.
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3.7.5 - PROPRIEDADES MAGNETICAS DOS SUPORTES

Esta técnica permite a obtencdo de informagGes fundamentais dos
materiais ferromagnéticos através da aquisicdo do ciclo de histerese dos
mesmos. De tais curvas é possivel extrair 0 campo coercivo, a magnetizacao

de saturacdo e a magnetizacado remanente das amostras.

O principio de funcionamento do VSM esta baseado na aplicacdo de um
campo magnético uniforme, através de um eletroimd, e da leitura da resposta
magneética da amostra a este campo externo. Ou seja, a amostra € fixada em
uma regido de campo uniforme centrada entre quatro bobinas coletoras e
colocada a vibrar verticalmente. O momento magnético induzido na amostra
causa uma variagdo no fluxo de campo magnético que flui através das espiras,
induzindo nas bobinas coletoras uma forca eletromotriz. O valor da
magnetizacado é obtido da forca eletromotriz medida. Para a obtencédo do ciclo
de histerese o campo magnético € variado lentamente e a leitura da

magnetizagéo é feita para cada valor do campo magnético externo.

As propriedades magnéticas foram estudadas utilizando um
magnetdometro Physical Property Measurement System (PPMS) da Quantum
Design, as medidas foram feitas pela opcdo Vibrating Sample Magnetometer
(VSM) em temperatura ambiente 305K aplicando um campo externo de +/- 2

Tesla, que foram realizadas no Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF).

3.8 — IMOBILIZACAO DAS ENZIMAS, POR LIGACAO COVALENTE

3.8.1 — ATIVACAO COM GLUTARALDEIDO

Os suportes foram embebido em solucédo de glutaraldeido 8% (v/v) e em
solucdo tampdéo fosfato de sédio 0,1M em pH 7, na propor¢do 1:500, sendo
mantido sob agitacdo por 6 horas com temperatura de 30C, com velocidade
de 160rpm. ApOs esse periodo, lavou-se o suporte 3 vezes com solucéo

tampdao fosfato pH7 e agua destilada e, o qual foi, depois, levado a estufa
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(50C) por 18horas. A figura 40 sugere 0 esquema proposto para a modificacdo

das particulas com glutaraldeido.
H

OH H
o o N> H-C=0
~o H + 7 TON
(a) HO H © H O +
NH, H H OH

H

H-C=0
QUITOSANA GLUTARALDEIDO
(b) . o B ow He=o
H
o EH . (: . HO O +
“aCTO N o H o o
- H-C=0
RrR—O
AMCAP-AAM N,,o .
2 GLUTARALDEIDO

Figura 40 - Esquema proposto para a modificagdo das microparticulas com

glutaraldeido

Estudou-se a ativagcdo dos suportes com glutaraldeido, segundo
metodologia proposta por Gongalves e seus colaboradores. Nesta ativacao,
glutaraldeido reage com 0s grupos amino presentes nos suportes, a fim de
torna-los aptos para as etapas posteriores (continuidade das ativacdes ou

imobilizacdo da enzima).

O suporte foi embebido em solucdo de glutaraldeido de diferentes
concentracfes 2,5%, 5% e 8% em tampao fosfato de sédio 0,1M em pH 7,
sendo mantido em um shaker com agitacao e temperatura de 30C por 3,5e 6
horas. ApG6s o tempo de reacdo, as esferas foram lavadas trés vezes com
tampdo e agua destilada e levadas a estufa a temperatura de 50C por 18
horas. Para investigar o tratamento do suporte ativado, foi realizada a analise
de FTIR.
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Os espectros de FTIR tém sido amplamente utilizados como uma
ferramenta para identificar a presenca de certos grupos funcionais ou ligagdes
quimicas em modificagcbes de materiais, pois cada substancia quimica
especifica, muitas vezes mostra uma banda de absorcdo de Unica energia.
(Gongalves et. al., 2012).

Foi utilizado como objetivo de examinar a caracteristica das estruturas
guimicas dos trés tipos de esferas ativadas com glutaraldeido, para determinar
a concentragcdo adequada de glutaraldeido a ser utilizada na imobilizagédo

covalente da enzima Amano Lipase AK.

A reticulagdo quimica do suporte com o glutaraldeido ocorre a partir do
nitrogénio nucleofilico do grupo amino (-NH,) e a ligacdo C=N (~1648cm™),
base de Shiff. E em (~1558cm™) associada & ligacdo amina (-NH.). (Mansur et.
al., 2008)

As amostras foram analisadas por pastilhas de KBr, os espectros foram
obtidos em um intervalo de 4000 a 400cm™, com resolucdo de 2.0cm™ e 50

acumulacdes por espectro.

3.8.4 — IMOBILIZACAO DA LIPASE POR LIGACAO COVALENTE

3.8.4.1- DETERMINACAO DA PROTEINA

O método para a determinacdo da lipase para imobilizacdo foi o de
Bradford modificado. O método baseia-se na conversao do corante Coomasse
Brilliant Blue BG-250 numa forma azul intensa, quando o anion do corante

interage com grupos NH*3 das proteinas.

A solucdo enzimatica (5mg/mL de lipase) foi primeiro sonicada 10x de
30s e centrifugada por 10min, 8000rpm a temperatura de 25T na centrifuga

Hettich-Zentrifugen Universal 320R.
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Foi feita uma curva padrdo com BSA (1mg/mL) com aliquotas de 2uL a
20uL, foram retiradas aliquotas de 2,5 e 10uL da solugcdo enzimatica, para
todos foi completado o volume para 200uL com agua e adicionou 1mL de

Bradford e um branco foi utilizado.

Em uma placa de Elisa, foi adicionado 350uL das amostras em triplicata
e lida a absorbancia em 600nm. A quantidade de proteina foi entdo estimada
plotando as leituras de absorvancia referentes a curva padrao, que foi utilizado

para determinar a proteina em amostras desconhecidas.

3.8.4.2 — IMOBILIZACAO DA LIPASE

Apbs o periodo de ativacdo com glutaraldeido, o suporte foi imobilizado
por ligacdo covalente de acordo com a metodologia adaptada por Castro et. al.,
1999; Castro et. al., 2010 e Pereira et.al., 2010. O suporte foi ativado em
hexano na proporcdo de 1:10 e mantido sob agitacdo a 100rpm durante 2

horas e levado a estufa a 40T até secar.

Para cada grama de suporte ativado (matéria seca), foram adicionados
200mg de lipase na forma livre. PEG-1500 foi adicionado com a solugéo de
enzima (85mL de tampéo fosfato de sédio pH7) em um valor de 5mg/mL de
suporte, para a fixacao da lipase ao suporte efetuou-se em agitacdo durante 4
horas, em temperatura de 25, e seguido por period o adicional de 16 horas
em condic¢des estaticas a 4C. Os suportes imobiliza dos foram lavados 3 vezes
em solugéo tampao fosfato.

Apbs o processo de imobilizacédo a atividade das particulas e as massas
enzimaticas e lavadas foram mensurada segundo a metodologia descrita para
determinacdo da atividade enzimatica, com o0 objetivo de se conhecer a
concentracéo de lipase AK imobilizadas nas esferas de quitosana dos AMCAP-
modificados.
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3.9 —- DETERMINACAO DA ATIVIDADE HIDROLITICA

A atividade enziméatica da enzima livre e imobilizada foi determinada pelo
método de hidrdlise de azeite de oliva de acordo com a metodologia adaptada
de Castro et. al., 1999, Pereira et. al., 2010, Orrego et. al., 2010, Cetinus et. al.,
2007, Tan et. al., 2010, Li et. al., 2010. Uma unidade de atividade foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1Jumol de acido graxo por

minuto de reacao.

Emulsdo: 25mL de azeite de oliva e 75mL de goma arabica a 3%m/m.
Em frascos de 125mL foram adicionados: 5 mL da emulsédo e 2 mL de tampéao
fosfato de sodio 0,1M pH 7.0. A fim de garantir homogeneizacdo do meio, 0
sistema reacional foi mantido sob agitacédo (160rpm) a 40C por 5 minutos. Em
seguida adicionou-se o suporte imobilizado, a solu¢cdo enzimatica, a solugcéo da
enzima livre e a solugcdo lavada em duplicata, que ficou sob agitacdo de
160rpm durante o tempo de 5S5minutos determinado para a reagdo. ApOs 0O
periodo de incubacdo, a reacdo foi paralisada pela adicdo 10 mL de uma

mistura de etanol e acetona (1:1).

Em seguida cada solucdo foi agitada com um ultra-turrax com
velocidade de 8000rpm e centrifugada por 10minutos com velocidade de
4000rpm. Foi retirada de cada solugcao 10mL para titulacdo direta. A solucao foi
titulada utilizando 2 gotas do indicador fenolftaleina, com o auxilio de um
agitador magnético, no pipetador para a titulacdo foi adiconado a solucdo de

NaOH 0,1M. O volume gasto foi anotado para a realizacdo dos calculos.

A (Uig)__(Va-Vb)xMx 10
txm




Onde:

* M = concentracdo molar da solugéo de NaOH,;

* m = massa da enzima em gramas;

* t=tempo de reacdo em minutos;

* Va = volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra (mL);

* Vb = volume de NaOH gasto na titulacdo do controle (mL).
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CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - INTRODUCAO

O foco do trabalho € a modificacdo de derivados dos polissacarideos
celulose e quitina com o objetivo de desenvolver suportes com propriedades
magnéticas para a imobilizacdo da Lipase em ambientes diferentes (balanco
hidrofébico/hidrofilico).

Os derivados celulésicos com a estrutura basica do AMCAP e a
quitosana devem propiciar superficies com ambientes e distanciamento das
enzimas imobilizadas diferentes o que deve influenciar na conformacéo da
enzima e consequentemente em sua atividade (Duan et. al., 2006; Tan et. al.,
2010 e Zhang et. al, 2012)

4.2 — MODIFICACAO QUIMICA DO AMCAP

4.2.1 — ENXERTO DO MONOMERO ACIDO ACRILICO NO AMCAP

O processo de modificagéo foi realizado por enxerto do monémero &cido
acrilico (AAC) na dupla ligacdo do AMCAP (figura 41) através do mecanismo

de enxerto discutido em trabalhos anteriores (Carvalho et. al., 2010).
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Figura 41 - Modificacdo do AMCAP por enxertia do &cido acrilico.

4.2.2 — ENXERTO DA ACRILAMIDA NO AMCAP

A modificagdo do AMCAP com o mondmero acrilamida (AAm) foi
realizado utilizando um procedimento similar ao utilizado com acido acrilico. O
iniciador utilizado para formar o centro ativo no mondémero acrilamida (figuras

42 e 43) foi o persulfato de amonia (Hosseinzadeh, 2012).

H 0 o H O
@O @@®| _H Ol
H:‘; I‘J o—%—o—o—%-c} N< £ 2NH, O-%-CJ'
LR 5 1!{ H 0

Figura 42 — Reacdo do PSA para gerar o radical anion sulfato. (Baltieri, 1996)
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Figura 43 — Formacao do centro ativo na acrilamida.

O radical anion persulfato (R) se adiciona ao carbono mais hidrogenado
da dupla ligacéo (Regra de Markovnikov) do mondémero que posteriormente se
enxerta na estrutura do AMCAP por adicao a dupla ligacdo do AMCAP (Figura
44). (Allinger, et, al., 1976)
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Figura 44 - Esquema da estrutura do polimero AMCAP modificado com 0 mondmero

acrilamida.
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4.3 - ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho foi utilizada para acompanhar as
mudanc¢as no sinal da absorgéo relativa ao “estreitamento” da dupla ligacao,
alvo de modificacéo na estrutura do AMCAP (Figura 47)

A modificagcdo por enxerto na dupla ligagdo do AMCAP os mondmeros
originam uma diminuicdo na absorbancia dos agrupamentos C=C a 1683cm™
(figuras 45 e 46) (Silverstein, 2000, Kumar et. al., 2006).
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Figura 45 - Espectros de FTIV do AMCAP e do AMCAP-AAc.
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Figura 46 - Espectros de FTIV do AMCAP e do AMCAP-AAmM.

Uma andlise das variagcbes observadas na intensidade dos
agrupamentos C=C foi realizada considerando as intensidades relativas do
sinal de absorcdo intensa a 2983cm™ associada aos agrupamentos metila

(-CH3), que permanecem sem alteracdo na estrutura do AMCAP.

A relacdo entre as intensidades lc=c/lchs para o AMCAP é 0,75,
entretanto para o AMCAP-AAc e o AMCAP-AAmM esta relagdo diminui sendo
0.67 e 0,69 respectivamente indicando que existe uma menor quantidade de
duplas ligacbes na estrutura dos polimeros modificados com os mondémeros

acido acrilico e acrilamida.
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4.4 — CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DO AMCAP MODIFICADO

4.4.1 — RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DO *C (RMN).

O polimero de partida AMCAP (figura 47) foi caracterizado em solucéo

com o auxilio da técnica de RMN C.

?H ;/15_?."3
=15
HH‘. I1HH|Ef,-~"D\\ HO—4 ?fqg
o fcgffhﬁfﬂaé1w1/ """" H
H3G~. ~0" ° oW ° ? L
7
a i
19 2
1B_HN_1$‘_f%r

Figura 47 — Estrutura do (acrilamidometil) acetato propionato de celulose AMCAP.

O espectro (figura 48) os sinais alvo da modificagcdo sdo as da dupla

ligacdo observadas a 126 e 132ppm.

Assim como o0s sinais das carbonilas provenientes tanto dos
agrupamentos acetatos e proprionato localizados entre 160 a 180ppm como a
da carbonila amidica em posicéo alfa a dupla ligacdo (C19) em 166ppm. Estes
sinais sdo observados no trabalho de Kumar a 167ppm para o AMCA e no
trabalho de Carvalho a 168ppm.

Kumar e colaboradores (2006) reportaram os deslocamentos dos sinais
dos carbonos da dupla ligacdo a 125 e 131ppm e 167ppm para a carbonila
amidica para o polimero acrilamidometil acetato de celulose (AMCA) e carvalho
e colaboradores (2010) em 129 e 131ppm para a dupla ligagdo do AMCAP e
168ppm para a carbonila amidica.
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Figura 48 - Espectro do RMN-'*C do AMCAP de partida.

Estes deslocamentos podem ser identificados com o auxilio do programa
de simulacdo CNMR Molecule Editor Window (figura 49).
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Figura 49 - Simulacdo do espectro RMN-"*C do AMCAP de partida.
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A modificacdo da dupla ligacéo utilizando o acido acrilico deve originar
uma modificacdo dos sinais associada aos carbonos C(20), C(21) e C(19) no
polimero. O espectro (figura 50) do AMCAP apds o processo de modificacdo no
qual existe a adicdo a dupla ligacdo do acido acrilico se observa uma discreta
diminuicao das intensidades relativas aos carbonos C(20), C(21) em relacdo ao

polimero (AMCAP) ndo modificado.
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Figura 50 - Espectro do RMN-13C do AMCAP modificado com o mondmero acido
acrilico (AMCAP-AAC).

O sinal C(19) do grupo carbonila em posi¢cao alfa a dupla ligagcéo (C20-
C21) (166 ppm), (Figura 50) desaparece e as intensidades dos sinais 173.54 a

174.27ppm diminuem em relacéo ao sinal 173.16ppm.

A simulacdo da estrutura modificada pela adicdo do acido acrilico,
considerando apenas uma unidade estrutural e sem considerar o efeito do
solvente, nos permite associar de forma aproximada, as alteragbes observadas
no espectro (figura 52) as modificagbes possiveis da estrutura do AMCAP-AAc
(Figura 51).
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Figura 51 — Estrutura do AMCAP modificado com o &cido acrilico (AMCAP-AAC).
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Figura 52 - Simulacao do espectro RMN-13C do AMCAP-AAc.

A modificacdo da dupla ligacdo por enxerto do AAc, altera o sinal
referente aos carbonos da dupla ligacdo no espectro (figura 52) simulado. No
espectro simulado do AMCAP a carbonilase se encontra localizada na posigéo
alfa, identificada como (C19) a 166ppm, e no AMCAP-AAc aparece a 174ppm.
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Figura 53 — Possivel estrutura do AMCAP modificado com o mondmero acrilamida
(AMCAP-AAM).

A modificacdo da dupla ligacdo com o mondémero acrilamida utilizando
como iniciador (persulfato de amdnia), deve originar o enxerto no monémero
acrilamida (figura 53), o que foi caracterizado, também, com o auxilio da

técnica de RMN **C em solucéao.

No espectro de RMN de **C do AMCAP modificado com o monémero
acrilamida (Figura 54) observar-se que 0s sinais a 126 e 132ppm identificados
no AMCAP como os C(20)-C(21) da dupla ligagdo diminuem de intensidade,
entretanto neste espectro aparecem dois sinais préximos a 130 e 129ppm,
estes sinais sdo de dupla ligacdo, pode ser de parte que nao reagiu ou de outro

grupo semelhante que possa ter sido formado.
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Figura 54 - Espectro de RMN de**C em solucdo do AMCAP modificado com o
mondmero acrilamida (AMCAP-AAM).

A regidao dos carbonos dos agrupamentos carbonila (160-180ppm)

apresenta uma discreta modificacao principalmente na relacdo de intensidades.

Na regido entre 60-40ppm se observa também modificagcdo em relacéo
ao AMCAP. No caso de modificagéo, o sinal devido ao C(24) que no espectro
deve sofrer alteragdo devido ao residuo de iniciador acoplado a este carbono

como observado no espectro simulado para esta estrutura (Figura 55).
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Figura 55 - Simulacdo do espectro RMN-*C do AMCAP-AAmM modificado.

4.4.2 - TERMOGRAVIMETRIA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA
(TGAIMS).

A técnica acoplada TGA-MS foi utilizada para identificar a presenca dos
mondmeros enxertados nas estruturas do AMCAP-AAc e AMCAP-AAM.

A utilizacdo desta técnica considerou que proporciona limitacao devido a
gue os fragmentos a serem analisados nao sao fragmentos diretos,
provenientes apenas da quebra das ligacbes covalente da estrutura do
polimero objeto de estudo, sendo que também séo provenientes de processos
de recombinacdo e reordenamento que se originam logo apos a formacao do
fragmento no forno do sistema termogravimétrico TGAQ5000. Sendo assim o
estudo comparativo dos fragmentos detectados permite estabelecer diferencas

entre o AMCAP sem modificar e modificado.

Em trabalhos anteriores (Carvalho, 2008) foram analisado as diferencas
encontradas no padrédo de fragmentacdo a 298C do AM AP-AAc em relacdo ao
AMCAP. Para este polimero modificado (AMCAP-AAc) observaram dois sinais

relativos ao fragmento m/z 29. Um sinal de menor intensidade que parece estar
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associada a modificacdo estrutural originada com a adi¢cdo do acido acrilico e a
segunda devida aos agrupamentos acetatos e propionatos da estrutura
celulésica principal. A principal diferenca deste polimero AMCAP foi o sinal m/z
40, de marcada intensidade no polimero modificado por enxerto do &cido

acrilico.

O derivado celulésico AMCAP foi também modificado no presente
trabalho utilizando uma metodologia similar de enxerto utilizando neste caso a
acrilamida. O estudo do processo de fragmentacdo térmica deste polimero

modificado também apresenta diferencas com a fragmentacdo do AMCAP.

A figura 56 permite destacar estas diferencas em particular na deteccao
dos fragmentos com relacdo a m/z 29, 40, 56, 71 e 73 para o0s polimeros
modificados e 0 AMCAP.
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Figura 56 - Espectro de massa do AMCAP, AMCAP-AAc e AMCAP-AAmM.
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Analisando os processos de fragmentacdo ocorrido nos polimeros
AMCAP-AAc, AMCAP-AAm e no AMCAP (figura 56) é possivel confirmar a
existéncia de diferencas que podem vir a justificar as modificacbes pretendidas
utilizando os monémeros acido acrilico e acrilamida para originar o enxerto na
cadeia lateral do AMCAP.

Tanto para o0 AMCAP-AAc como para o AMCAP existem dois maximos
de corrente ionica aproximadamente a 5 e 10 minutos relativos as rela¢des m/z
73 e 56. Em particular o fragmento originado a menor tempo, provavelmente
provenientes de fragmentos com m/z 73, CH,CH,CO,H e NHCOCH,CH3; para o
AMCAP-AAc e AMCAP nao é detectado para o AMCAP-AAM.

Um comportamento similar é observado para o fragmento com m/z 56
que se registra proximo a 5 minutos e que deve estar associado a perdas
C,H>CO no AMCAP e AMCAP-AAc nao detectadas para o AMCAP-AAM.

Estes resultados complementam os indicios de modificagdo encontrados
pela técnica de RMN-'°C principalmente considerando que o enxerto foi
realizado apenas numa fracdo de insaturacdes terminais da cadeia lateral do
AMCAP.

4.4.3 — CRISTALINIDADE DOS FILMES DOS POLIMEROS AMCAP, AMCAP-
AAC, AMCAP-AAM E QUITOSANA

A celulose apresenta interacbfes secundarias entre as cadeias
poliméricas do tipo ligacbes de hidrogénio e forca de van der Waals que
favorecem a formagéo da fase cristalina. De acordo com Bommarius e seus
colaboradores (2010) dois picos, um com intensidade maxima em 26=22,5°e
outro com intensidade minima em 26=18°, sdo observados no difratograma de

difracédo de raios-x de fibras de celulose.

Pode ser observado na Figura 57 que a insercdo dos grupos lateral
acido acrilico e acrilamida no AMCAP modificam pouco o padrédo de difracdo do
AMCAP. Se observa um ligeiro deslocamento para angulos de difracdo 26
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menores nos dos polimeros, AMCAP-AAc e AMCAP-AAM e mudancas na area
associadas a cada polimero. O AMCAP-AAc apresenta um decréscimo na
cristalinidade entre tanto o AMCAP-AAm aumenta sua cristalinidade em

relacdo ao polimero antes de originar-se o enxerto dos mondémeros.

O difratograma do filme de quitosana (Figura 58) apresenta no eixo 20

sinais a 109 20°(Santos, 2009) associadas a regia o cristalina.
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Figura 57 - Difratograma de raio-X do AMCAP, AMCAP-AAc e AMCAP-AAM.
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Figura 58 - Difratograma de raio-X da quitosana.
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Nesta faixa para 20 entre 10°- 40° atendéncia a formacao de band as
largas em lugar de sinais finos s&o consequiéncia da fase amorfa, originando

um difratograma caracteristico de um polimero semicristalino (Svetlana, 2008).

Os polimeros celulésicos (AMCAP) e a quitosana (CS) apresentam uma
relativa alta cristalinidade que no caso particular dos suportes biocataliticos

pode vir a gerar uma maior resisténcia das microparticulas no reator catalitico.

4.5 — PROPRIEDADES DOS POLIMEROS UTILIZADOS COMO SUPORTES

4.5.1 - CALORIMETRIA DIFERENCIAL EXPLORATORIA (DSC)

As modificacOes realizadas na estrutura celulésica do AMCAP devem
originar mudancgas no comportamento térmico deste polimero. Estas mudancas

foram analisadas com a técnica de calorimetria diferencial de varredura (DSC).

Carvalho e seus colaboradores (2008) realizaram um estudo sobre a
modificacdo do AMCAP-AAc com concentracdo de 3:1 em relacdo a dupla
ligacdo da estrutura do AMCAP que foi avaliada observando a Tg do AMCAP-
AAc sendo 153C bem superior ao AMCAP de partida 13 5C, comprovando a

modificagdo com concentra¢cdo maior do iniciador/monémero

As curvas calorimétricas (figura 59) do polimero de partida (AMCAP) e
dos polimeros modificados por enxerto no presente trabalho apresentam

diferencas significativas nas temperaturas de transicao vitrea (TQ).
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Figura 59 - Curvas de DSC do AMCAP de partida e dos AMCAP modificado com os

mondémeros AAc e AAm.

O AMCAP-AAc e o AMCAP-AAm apresentam uma Tg 8C e 9.2T
respectivamente acima do AMCAP (133,4 °C). Os agrupamentos laterais
(Figuras 41 e 44), existentes nas duas estruturas modificadas originam
interacOes secundarias intermoleculares, que incrementam a energia potencial
associada aos movimentos conformacionais que acontecem acima da
temperatura de transicao vitrea, consequentemente a Tg dos polimeros sera

maior nos polimeros modificados.

4.5.2 — ESTABILIDADE TERMICA DOS SUPORTES POLIMEROS

O comportamento térmico dos suportes derivados da celulose (AMCAP,
AMCAP-AAc e AMCAP-AAM) assim como da quitosana (CS) foram analisados

utilizando diferentes atmosferas nitrogénio (figura 60) e ar (figura 61).
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O perfil de degradacao térmica dos derivados celulésicos (figura 60), em

atmosfera de nitrogénio apresenta a principal perda de massa a 379<C.
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Figura 60 — Curva termogravimétrica do AMCAP de partida e dos modificados

em atmosfera de nitrogénio.

Os polimeros modificados apresentam um discreto aumento da
temperatura de maxima taxa de degradacdo (Tabela 4). Tal comportamento
pode ser atribuido ao efeito que originam a presenca dos grupos laterais
enxertados. Estes induzem uma maior interacdo secundaria entre as cadeias,

si comparados com o AMCAP e consequentemente uma maior estabilidade
térmica.

O perfil de degradacdo em atmosfera de ar (figura 61) mostrou uma
reducdo na estabilidade térmica dos polimeros (tabela 4). A temperatura acima
de 400C o AMCAP-AACc, caracteriza-se por uma maior perda de massa com a
geracdo de moléculas volateis devido a cisdo aleatéria da cadeia da principal
da celulose. (Jeong et. al., 2012)
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Figura 61 — Curva termogravimétrica do AMCAP de partida e dos modificados em

atmosfera de ar.

O perfil de degradacgéo térmica da quitosana (Figura 62) em relagdo aos
derivados celulosicos estudados evidencia um maior efeito da atmosfera

oxidante em seu comportamento térmico.

+—— csiz) [~ 14
B---  CS(An)
Fos O
32
55 <
5 3
©
8 g
= =
= =
5]
[s]
04
— g
r———b-——a—_b-————0———=f===r=8- 1
Temperatura (°C) Universal V4.7 TAInstruments

Figura 62 — Curva termogravimétrica da Quitosana em atmosfera de ar e nitrogénio.
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O comportamento térmico da quitosana em atmosfera de N, se
caracteriza pela presenca de dois picos bem definidos e um ombro acima de
300<C.

O primeiro pico, abaixo de 100TC, esta associado a perda de agua, tanto
entre as ligacbes fracas com 0s grupos amina da quitosana, quanto entre as
ligacdes mais fortes com os grupos hidroxilas. A segunda e principal perda de
massa (311°C) ¢é atribuida a decomposicdo da quitosana seguida de
vaporizacao e eliminacdo dos volateis. A terceira perda de massa que aparece
como um ombro a temperaturas superiores a 400C cor responde as reacdes

de decomposicéo residual. (Campana-Filho, et, al., 2007)

O perfil de degradacao, observado em atmosfera de ar, denota de forma
mais pronunciada para os derivados celulésicos uma menor estabilidade
térmica (Tabela 4) da quitosana. A atmosfera oxidante induz um processo de
decomposicdo oxidativa da quitosana (Kaczmarek, et. al., 2010) a temperaturas
mais baixas. A temperaturas acima de 400C se observa uma marcada
diferenca no perfil devido a presenca de residuos do processo de degradacéo
na atmosfera inerte. Estes residuos sao oxidado formando CO, e H,O quando

utilizada como atmosfera ar.

Tabela 4 - Temperatura maxima de degradacao térmica dos polimeros, quitosana,
AMCAP e dos modificados.

Tmax Tonset
Polimeros
N, Ar N> Ar
AMCAP 373,2 365,1 343,84 335,13
AMCAP-AAC 372,4 367,6 343,29 336,62
AMCAP-AAM 379,9 370,7 348,3 331,28
Quitosana 3115 295.7 294 275,07
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O comportamento térmico dos derivados da celulose como da quitosana
permitem sua utilizacdo a temperaturas até 200C tanto em atmosfera inerte
(N2) como oxidante (ar).

4.5.3 — ANGULO DE CONTATO

As medidas de angulo de contato assim como as medidas
calorimétricas constatam as modificagBes realizadas por enxerto dos

mondmeros AAC e AAM na estrutura do derivado celulésico AMCAP.

As modificacdes foram direcionadas para criar um centro ativo capaz de
imobilizar a lipase numa matriz polimérica que apresenta em cada caso uma
hidrofilicidade diferente para observar o impacto desta na atividade da enzima

imobilizada.

A tabela 5 relaciona os valores do angulo de contato (6), com a agua,
substrato polar capaz de estabelecer uma ponte de hidrogénio com 0s grupos
hidroxila presente na cadeia principal da estrutura celuldsica (Figura 47) e com
as ramificagcbes que diferenciam cada polimero, AMCAP, AMCAP-AAc e
AMCAP-AAmM assim como a CS.

Os resultados indicam uma hidrofilicidade decrescente nos polimeros na
ordem AMCAP-AAC>AMCAP-AAM>CS>AMCAP, ou seja, uma menor
capacidade de estabelecer ligagdes de hidrogénio ou um menor nimero destes
com a agua (Kunita, 2005), desta forma a molhabilidade da superficie dos
polimeros modificados é significativamente maior nos polimeros modificados a
consequéncia da introducdo dos grupos carboxilicos e aminos na estrutura do
AMCAP.
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Tabela 5 — Medidas de angulo de contato dos polimeros de origem celuldsico e da

quitosana.

Liquido  Sélido (9 Sélido O Sélido O Sélido O

Agua AMCAP 81,2 AMCAP-AAc 449 AMCAP-AAm 58,3 Quitosana 78,7
Agua AMCAP 81,4 AMCAP-AAc 44,6 AMCAP-AAm 57,4 Quitosana 76,7
Agua AMCAP 81,3 AMCAP-AAc 449 AMCAP-AAm 57,3 Quitosana 72,3
Agua AMCAP 81 AMCAP-AAc 44,1 AMCAP-AAm 55,3 Quitosana 71,3
Agua AMCAP 80,8 AMCAP-AAc 44,7 AMCAP-AAm 54,1 Quitosana 67,9
Agua AMCAP 80,8 AMCAP-AAc 453 AMCAP-AAm 48,7 Quitosana 66,6
Agua AMCAP 80,8 AMCAP-AAc 44,1 AMCAP-AAmM 47 Quitosana 65,5
Agua AMCAP 824 AMCAP-AAc 44,7 AMCAP-AAm 46,8 Quitosana 59,6
Agua AMCAP 81,9 AMCAP-AAc 44,3 AMCAP-AAmM 46 Quitosana 54,5

Agua AMCAP 81,6 AMCAP-AAc 53 AMCAP-AAm 45,7 Quitosana 52,5

Média 81,3 45,5 51,6 66,5

46 - CARACTERIZACAO DOS SUPORTES COM PROPRIEDADES
MAGNETICAS

46.1 - MORFOLOGIA E DISTRIBUICAO DE TAMANHO DAS
MICROPARTICULAS DE SUPORTE

A morfologia das microparticulas contendo o nucleo magnético (figuras
63 e 64) foi investigada com o auxilio das técnicas de microscopia Otica e
microscopia eletronica de varredura (MEV).
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Figura 63 — Micrografia eletrdnica de varredura do AMCAP/Fes;0,4, AMCAP-AAc/
Fes0, e AMCA-AAM/ Fes04 (a, d e g), micrografia otica (b, e e h) e gréfico da
distribuicdo das microparticulas (c,f e i).
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As microparticulas tém um formato regular esférico (figura 63, a, b, d, e,

g e h) e uma distribuicdo de tamanho relativamente estreito (figura 63, c, f e i).

Os suportes de origem celulésico preparados pela técnica de emulséo

apresentaram uma mesma faixa de distribuicio com 91,3 a 100% das

microparticulas com diametro entre 1 e 1,7mm (Tabela 6).

Para a quitosana (figura 64, Tabela 6) o maximo de distribuicdo esta

localizada numa faixa menor, entre 600-900um a pesar do interesse de que

fosse a mesma faixa dos suportes celulésicos como consequéncia das

restricbes experimentais para obter um formato esférico regular (sem calda).
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Figura 64 - Micrografia 6tica (a), micrografia eletrdnica de varredura (b) e gréfico da

distribuicdo das microparticulas de Quitosana/FezO, (C).
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Tabela 6 — Distribuicdo de tamanhos de microparticulas dos diferentes suportes.

Suportes pelo método Distribuicdo de tamanhos (%)

de simples emulséo 900pum-1,1mm 1,2mm-1,7mm
AMCAP 3 97
AMCAP-AAc 0 100
AMCAP-AAM 8,7 91,3
Suportes pelo m~étodo 6001M-900uM 1mm-1,2mm
de coagulacao
QUITOSANA 92,5 7,5

A metodologia seguida para a preparacdo permite obter particulas de
tamanhos em torno de 1mm e distribuicdo estreita tanto para o derivado de
celulésico como para a quitosana, 0s quais Sd0 apropriados para uma
distribuicdo uniforme no leito fluidizado do reator evitando a formacgéo de
caminhos preferenciais, quando utilizados como suporte catalitico. (Teixeira,
2011)

A morfologia superficial das microparticulas (figura 65) tanto para os
derivados celulésicos preparados por emulsdo como para a quitosana
preparada pela técnica de coagulagdo, ndo apresenta irregularidades nem
macroporosidade. Suportes ndo porosos apresentam como principal vantagem
a acomodacao das moléculas de enzima apenas na sua superficie externa, o

que facilita a interacdo do catalisador com o substrato. (Canilha et. al., 2006)
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Figura 65 - Micrografia eletrénica de varredura da superficie das microparticulas de

AMCAP/ Fe;04 (a); AMCAP-AAc/Fes0,4 (c); AMCAP-AAM/ Fez04(e) e CS/ Fez04(g)

aumento de 5000x e das microparticulas de AMCAP/ Fe3O, (b); AMCAP-AAc/Fe30,
(d); AMCAP-AAM/ Fe;04 (f) e CS/ Fe3O4 (h) aumento de 80x.
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4.7.2 — DETERMINACAO DA CARGA MAGNETICA (FE30,) NOS SUPORTES
POLIMERICOS

Uma vez que a resposta magnética dos suportes celulésicos (AMCAP,
AMCAP-AAc e AMCAP-AAmM) e da quitosana sdo calculados por gramas de
carga (emu/g) foi necessario utilizar uma técnica termogravimétrica para
calcular a massa encapsulada.

As condigcbes de analises forma estabelecidas considerando o
comportamento tanto da matriz polimérica como do nucleo magnético (Fe3Oy)

estabilizado com acido oléico.

Ensaios preliminares foram realizados em atmosfera inerte (nitrogénio) e

oxidante (ar) utilizando a magnetita estabilizada (figura 66).
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Figura 66 - Curvas termogravimétricas da Fe;O, em atmosfera de ar e nitrogénio.

O comportamento observado indica que existe uma perda completa do
acido oléico utilizado na estabilizacdo nas condicbes oxidantes e que a

magnetita é estavel nestas condicGes ate temperatura de 900°C.

A determinacao da carga magnética dos suportes AMCAP, AMCAP-AAc,
AMCAP-AAmM e AMCAP-modif-AAm (figuras 67, 68, 69 e 70) foi realizada a

850°C nas mesmas condicGes anteriormente indicada (atmosfera oxidante).
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Figura 67 — Curvas termogravimétricas do polimero AMCAP e das microcapsulas
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Figura 68 — Curvas termogravimétricas do polimero AMCAP-AAc e das microcapsulas

98 — — ke
e
"\ e
B %
b, »
Ay \
78 i i
3 *
YA
LY
A Y II
e Yoo Y 80.8%
0o
g
o |
28 3,4
el
§ \\.
L
18- s 8
1 = amcapar s - .
B-—  ANCAP-Megr-Ar SEm g — g PO L. - WSO
. o 9434
a3 e ° oV ——
) 1 T T ' ' v - - r .
25 225 425 625 825

Temperaiura ("C)

magnéticas AMCAP.

1025

Universal V4TATA

] &

og ¥

78 |
] 891%
38 4
18 & AMCAP-AAc-Ar

B---  AMCAP-AAc-Magn-Ar
g ———8—— & ———8————F——— 8 ———8
99.7%

2 , : : . o .

25 225 425 625

Temperatura (°C)

magnéticas de AMCAP-AAc.

1025
Universal V4 7TATA

92



93

87.5%

Massa (%)

& AMCAP-AAT-Ar
B---  AMCAP-AAm-Magn-Ar ~8 g o A pY¥Y g g

99.7%

T T T T
25 225 425 625 825 1025
Temperatura (°C) Universal V4 7ATA

Figura 69 — Curvas termogravimétricas do polimero AMCAP-AAm e das
microcapsulas magnéticas AMCAP-AAm.
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Figura 70 — Curvas termogravimétricas do AMCAP e das microcapsulas magnéticas
de AMCAP-modif-AAM.

Os residuos relativos a carga de magnetita foram 11,5% no AMCAP,
10,6% para o AMCAP-AAc, 12% em AMCAP-AAm e 11,2% no AMCAP-modif-
AAm, cargas muito préoximas para todos estes suportes preparados com
metodologias semelhantes.

O suporte de quitosana (figura 71) apresentou uma carga maior (27%)
que ndo foi possivel reduzir sem comprometer tamanho de particulas e
morfologia esférica.
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Figura 71 — Curva termogravimétrica da quitosana e das microcdpsulas magnéticas
de quitosana.

473 - CARACTERIZACAO DOS NUCLEOS MAGNETICOS POR
ESPECTROSCOPIA MOSSBAUER

As microparticulas magnéticas tanto dos derivados celulésicos como da
quitosana foram formulados utilizando o material magnético previamente
preparado utilizando sais de ferro como apresentado no capitulo anterior. O
ndcleo magnético foi caracterizado em termos de composi¢cdo com auxilio da

espectroscopia mossbauer.

O espectro (figura 72) obtido para as microparticulas CS/Fe30,,
apresentaram um dupleto (linha zul) e dois sextetos (linha rosa e verde escuro)
associados a magnetita, caracteristico da fase magnética e a distribuicdo dos

campos hiperfinos (linha verde claro). (Gomes et. al., 1999)
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Figura 72 - Espectro mossbauer das microparticulas de CS/Fe;0,.

Na magnetita pura, Fesz04, 0 ferro esta situado em dois sitios
cristalograficamente ndo equivalentes, tetraédrico e octaédrico. O espectro da
magnetita [Fe**]®" [Fe3*, Fe?*]*"?0,, & temperatura ambiente é composta por
estes dois sextetos, caracterizados por campos hiperfinos. (Gomes et. al.,
1999). A presenca de sexteto adicional é prépria de um comportamento super

paramagnético ou proOxXimo a este comportamento. (Arica et. al., 2008)

A linha verde associada a distribuicdo dos campos hiperfinos, mostra
que a nanoparticulas que formam o nucleo magnético, tém uma distribuicdo de
tamanho larga. Esta informacdo para o caso da quitosana e plausivel
considerando que estas microparticulas apresentam uma carga maior (27%)
mais que o dobro em comparacdo as microparticulas formuladas com o
AMCAP e derivados que estdo em torno de 12% em massa 0 que pode estar
acompanhado de uma distribuicdo de tamanho mais larga. Resultados que

foram semelhantes para os derivados de celulésicos.
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4.7.4 - PROPRIEDADES MAGNETICAS DOS SUPORTES POLIMERICOS

As medidas de magnetizacdo da magnetita sintetizada figura 73 (a) e
das microparticulas contendo o nucleo magnético (figura 74-77) foram
realizadas para caracterizar o comportamento magnético. A curva de
magnetizacdo nao apresentou histereses nem magnetizacdo permanente ou
inducéo residual caracterizando um comportamento super paramagnético para
as particulas magnéticas sintetizadas (Boucas, 2008). A magnetizacdo de
saturacdo foi de 38emu g™ valor que esta dentro do intervalo esperado entre
30-50emu/g segundo Schuth e colaboradores (2007). E a influéncia do ima

sobre a magnetita foi rapida, figura 73 (b).
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Figura 73 - Curva de magnetizacdo para a magnetita (a) e magnetita atraida pelo iméa

(b).

As curvas de magnetizacdo das microparticulas de AMCAP/Fe30y,
AMCAP-AAc/Fe30,4, AMCAP-AAM/Fe30, e da CS/Fe3O4 (figuras 74-77)
apresenta um ponto similar no que néo se observa histerese evidenciando uma
baixa coercividade e uma reversibilidade elevada, ou seja, a influéncia dos
campos magneéticos sobre as microcapsulas teve uma resposta rapida e,

quando o campo magnético foi anulado, ndo houve magnetizacdo permanente
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ou inducéo residual (o material s6 deve possuir magnetismo enquanto 0 campo
Ilhe é aplicado, no momento em que o campo é retirado o magnetismo deve
cessar). Se a magnetizagdo ndo cessar, apés a retirada do campo, as
microparticulas podem permanecer aglomeradas, dificultando o seu processo

de regeneracéo. (Costa et. al., 2012)
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Figura 74 - Curva de magnetizacdo das microparticulas de AMCAP/Fe;0,.
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Figura 75 - Curva de magnetizacdo das microparticulas de AMCAP-AAc/Fe;0,.
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Figura 76 - Curva de magnetizacdo das microparticulas de AMCAP-AAM/Fe;0,.
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Figura 77 - Curva de magnetizacdo das microparticulas de CS/Fe;0,.

Estes comportamentos super paramagnéticos observados nos suportes
objeto de estudo e a relativa elevada magnetizacdo de saturacéo (Tabela 7)
sao particularmente importante pela possibilidade de controlar dentro do reator
a distribuicdo das particulas magnéticas que constituem o biocatalisador no

leito fluidizado assistido assim como as possibilidades de operar no reator com
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fluxos maiores e facil recuperacdo do biocatalisador (Xie et, al., 2012). Na
literatura reporta valores de saturagdo bem inferiores de 8 a 30emu/g, que para
operar em reatores de leito fluidizado precisa de um campo magnético maior
gerando um maior custo (Li et. al., 2009; Souza et. al.,, 2006; Costa et. al.,
2012) e valores proximos de 50 a 70emu/g. (Castanharo et. al., 2012 e Lee et.
al., 2009)

Tabela 7 - Magnetizacdo de saturacdo dos diferentes suportes.

Suporte Magnetizacéo de saturacao
AMCAP/Fe304 65emul/g
AMCAP-AAc/Fe30, 65emul/g
AMCAP-AAM/Fe304 65,9emul/g
CS/Fe304 66emul/g

4.8 - ATIVACAO DOS SUPORTES MAGNETICOS COM GLUTRALDEIDO

As condicdes de ativacdo dos suportes magnéticos com glutaraldeido
foram estabelecidas a partir da ativacdo da quitosana. Partindo das condices
experimentais existentes na literatura (Gongalves et. al., 2005; Huang et. al.,
2005 e Mansur, et. al., 2008) foram selecionadas concentragdes entre 2-8% em
massa de glutaraldeido e tempos de exposi¢do entre 3-6 horas.
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espectroscopia infravermelho (Figuras 78-79) foi

acompanhada a modificacdo da quitosana com o glutaraldeido através do

nitrogénio nucleofilico do grupo amino (-NH,) que reage com o carbono do

aldeido, o qual desloca o oxigénio do aldeido e resulta na perda da molécula

de agua formando assim a ligacdo C=N (1650 — 1750cm™), base de shiff. E em

(1600 — 1650cm™) associada 4 ligacdo amina, -NH,, (Mansur et. al., 2008).
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Figura 78 - Espectros de infravermelho das particulas de quitosana, com

concentracao de GA (a) 2,5%; (b) 5%; (c) 8% com o tempo de 3 horas.
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Figura 79 - Espectros de infravermelho das particulas de quitosana, com

concentracao de GA (a) 2,5%; (b) 5%; (c) 8% com o tempo de 5 horas.
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Figura 80 - Espectros de infravermelho das particulas de quitosana, com
concentracao de GA (a) 2,5%; (b) 5%; (c) 8% com o tempo de 6 horas.
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Nas figura 78-80 foi acompanhada a relacdo de intensidade entre o
sinal da ligacdo C=N e o agrupamento NH, com o agrupamento —CHs; que
nao sofre modificacdo. A relacdo de intensidade Ic-n/Icns para a quitosana
ativada com glutaraldeido no periodo de 3horas na concentracdo de 2,5%, 5%
e 8% foi de 1.03, 1.05 e 1.1, e no periodo de 6horas, na mesma concentracao
foide 1.11,1.12 e 1.12.

O maior aumento na intensidade observado no tempo de 3horas foi de
8% em massa, sendo que no tempo de 6horas a partir da concentragéo de 5%
a intensidade manteve sem alteracdo. O tempo de 6horas e a concentracdo de
8% em massa determinardo as condi¢cdes de ativacdo para todos 0s suportes

com agrupamentos aminos.

4.9 — ATIVIDADE CATALITICA

A Lipase AK foi imobilizada covalentemente aos suportes ativados com o
glutraldeido com vista a aumentar sua estabilidade térmica durante sua

utilizacdo em comparacédo com a forma livre (Nascimento et. al., 2004).

A imobilizagao foi realizada tomando como referencia as condigbes de
pH e temperatura para as quais foram reportadas na literatura a maior atividade
da enzima lipase. (Castro et. al., 1999; Pereira et. al, 2010) As condi¢cbes de

imobilizacéao foi com pH 7,0 e temperatura de 40C.

49.1 — CONCENTRACAO DA ENZIMA, METODO DE BRADFORD E
ATIVIDADE HIDROLIITICA.

A andlise da atividade enzimatica apds imobilizagdo da Lipase AK em
superficies que apresentam diferentes ambientes quimicos foi realizada
acompanhando a metodologia citada na literatura (Mendes, 2009 e Cetinus et.
al., 2007).
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A metodologia utilizada determina a concentracdo da Lipase apés
preparar uma solucdo tampédo (5mg/mL) pelo método Bradford (Shah, et. al.,
2009) e utilizando este mesmo método depois de realizado o processo de

imobilizacao.

A concentracdo da lipase AK determinada (0,580mg/mL), (Tabela 8)
apesar da limitada solubilidade desta Lipase no tampao utilizado resultou muito
abaixo do esperado. Neste caso concluimos que o método de Bradford apesar
de ser rapido sensivel e utilizado por outros autores, apresenta limitacfes para
a determinacdo da concentracdo desta lipase AK provavelmente a coloracéo

amarelada da solugéo e possivel interferéncia do tampéo (Zaia et. al., 1998).

Tabela 8 - Parametros para a determinacao da enzima lipase AK

Aliquota Leitura 1 Leitura 2 Leitura 3 Médial | Médiareal Massa Concentragéo
1 0,796 0,796 0,791 0,794 | 0,095 1,082 0,541
2 0,861 0,875 0,861 0,866 | 0,167 3,391 0,678
3 0,913 0,934 0,919 0,922 | 0,223 5,214 0,521

Média 1 = média das leituras da coluna 2,3 e 4

Médiareal = média da coluna 5 menos o branco da curva de calibracao.

Massa = massa obtida colocando os valores da médiaea Na equacao do grafico da curva padréao.
(mg/aliquota).

Concentragdo= a massa obtida na coluna 7 dividida por aliquota, para se obter a concentracdo da
amostra (mg/mL)

Branco = 0,6999

A consequéncia das dificuldades encontradas na determinacdo da
concentracdo da Lipase pelo método anteriormente citado utilizou outra
estratégia para avaliar a atividade da lipase imobilizada com o propdsito
apenas de comparar o efeito do suporte utilizado na atividade da Lipase. A
estratégia se baseia na determinacdo da velocidade da reacg&o hidrolitica da
enzima no sistema imobilizado utilizando o método de hidrdlise do azeite de
oliva, conforme metodologia adaptada de Castro et al., 1999. Os acidos graxos
liberados foram titulados com solucdo de NaOH, utilizando fenolftaleina como

indicador. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima
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que libera em 1umol de acido graxo por minuto de reacdo, nas condicbes do
ensaio.
Os resultados encontrados (Tabela 9) indicam diferencas na atividade

hidrolitica para os diferentes biocatalisadores.

Tabela 9 - Valores da atividade hidrolitica dos suportes imobilizados.

Suporte/Lipase AK Atividade Hidrolitica
uU/g
AMCAP-AACc (Fe30y,) 2013
AMCAP-AAM (Fe30,) 3086
AMCAP+ (AAmM) (Fe30,) 3120
CS (Fes0y) 2269

Apenas de forma preliminar, estas diferencas na atividade podem indicar
que o aumento da hidrofilicidade da superficie do suporte em relacdo a
quitosana ndo foi favoravel a um aumento da atividade. O suporte com
superficie mais hidrofilico AMCAP-AAc apresenta menor atividade, entretanto,
se compararmos a atividade do AMCAP-AAmM e da QUITOSANA com maior
hidrofobicidade maior o efeito contrario. Sendo assim uma explicacéo seria as
diferencas no deslocamento da enzima da superficie que indica AMCAP-AAmM e
AMCAP+(AAmM) > AMCAP-AAc e CS ser favoravel o que pode ser explicado a
partir de uma maior liberdade conformacional da enzima e consequentemente
uma maior atividade hidrolitica.

Trabalhos de Huang (2005) e Pereira (2010), relatam estudos de
imobilizacdo de enzimas em suporte de quitosana com nucleo magnético, com
atividade de 322 e 320U/g, uma atividade inferior as microparticulas de CS-
FesO, de 2269U/g. Esta atividade baixa pode ser devido as condi¢cbes de pH,
temperatura, carater hidrofilico e espacadores que nao favoreceram a uma
conformacao da enzima para uma maior atividade.

Estudos mas conclusivos devem ser realizados quantificando os moles

de enzima imobilizados.
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CAPITULO 5 — CONCLUSOES

» O polimero AMCAP foi submetido (acrilamidometil acetato propionato de
celulose) a um processo de enxertia via radicalar utilizando o acido
acrilico e a acrilamida em condicdes de ativacdo que permitissem a
adicdo de uma unidade monomérica para introducdo das respectivas
funcdes quimicas na estrutura celulésica. Os espectros de RMN de **C
dos polimeros modificados mostram que a intensidade do sinal da dupla
ligacéo referente ao Cy e Cy; (132 e 126ppm) no AMCAP-AAC e para o
AMCAP-AAM diminuem em relacédo ao polimero de partida (AMCAP).

» Através dos resultados dos processos de fragmentagcédo, induzidos
termicamente, dos polimeros AMCAP-AAc, AMCAP-AAmM e no AMCAP é
possivel confirmar a existéncia de diferencas que podem vir a justificar
as modificacbes pretendidas utilizando os mondémeros acido acrilico e

acrilamida para originar o enxerto na cadeia lateral do AMCAP.

> O AMCAP-AAc tem uma Tg a 8C acima do AMCAP (133,4 °C) e o
AMCAP-AAM de 9,2C que podem ser justificadas pelas restricoes
conformacionais que introduzem os agrupamentos laterais apds enxerto

do &cido acrilico e a acrilamida respectivamente.

> O comportamento térmico dos polimeros utilizados na formulacdo dos
suportes magnéticos (AMCAP, AMCAP-AAc e AMCAP-AAmM) assim
como da quitosana (CS) apresentam um discreto aumento da
temperatura de maxima taxa de degradacdo quando utilizada uma
atmosfera inerte diferentemente de quando utilizado ar como atmosfera.
O comportamento térmico registrado tanto para os derivados de celulose
como da quitosana, permite a sua utilizacao a temperaturas até 200<C.
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» Os resultados indicam que as modificacbes realizadas modificaram a
hidrofilicidade dos polimeros utilizados na formulacdo dos suportes
como pretendido na ordem decrescente AMCAP-AAC>AMCAP-
AAM>CS>AMCAP, ou seja, uma menor capacidade de estabelecer
ligacdes de hidrogénio ou um menor niumero destes com a agua, desta
forma a molhabilidade da superficie dos polimeros modificados €
significativamente maior a consequéncia da introducdo dos grupos

carboxilicos e aminos na estrutura do AMCAP.

» As microparticulas formuladas de AMCAP/Fe3;04, AMCAP-AAc/Fe30,,
AMCAP-AAM/Fe;0,4 e QUITOSANA (CS) tem um formato esférico e
uma distribuicdo de tamanho relativamente uniforme, o que para a
utilizacdo em reator de leito fluidizado podera evitar a formacéo de

caminhos preferenciais.

» O nucleo magnético presente nas microparticulas formuladas como
suporte foi caracterizado por estar formado principalmente por magnetita
conforme identificado a partir dos dois sextetos caracteristicos do efeito

mossbauer.

» O comportamento magnético deste ndcleo de magnetita foi avaliado a
partir das curvas de susceptibilidade magnética as quais né&o
apresentaram histerese e nem magnetizagdo permanente ou inducao

residual proprio de um comportamento super paramagnéticos.

» Os suportes apresentaram relativa elevada magnetizacdo de saturacéo,
resultado que permitira controlar no reator assistido por campo
magnético a distribuicdo do biocatalisador, a utilizacdo de fluxos maiores

e a facil recuperacédo do biocatalisador.
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» Os biocatalisadores formulados em superficies com caracteristicas
superficiais diferenciadas (hidrofilicidade e distanciamento da ligacéo
covalente enzima-suporte) mostram um discreto efeito da natureza da

imobilizacdo sobre a atividade hidrolitica da enzima.
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