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RESUMO

ROSA, C. M. R. Sintese e caracterizacao de particulas poliméricas a base de estireno
com propriedades magnéticas para utilizacdo como matriz de imobilizacdo de enzimas.
2019. 130p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de S&o Paulo, Lorena, 2019.

O presente trabalho teve como objetivo sintetizar e caracterizar particulas poliméricas a base de
estireno magnetizadas por co-precipitacio de fons Fe** e Fe** em meio bésico, para serem
utilizadas como suporte de imobilizacdo de enzimas. A sintese de 4 copolimeros magnéticos
(STY-DVB-M, STY-EGDMA-M, STY-TEGDMA-M e STY-TMPTA-M) obtida por
polimerizagdo em suspensdo empregando azobisisobutironitrila (AIBN) como iniciador foi
estudada com o auxilio da metodologia estatistica de arranjo ortogonal completo (L9 — Taguchi).
Os fatores analisados foram: proporcdo mondémero/ solvente; % de reticulante na massa total de
mondmero; proporcao do solvente com alta afinidade/ solvente com baixa afinidade na mistura
(toluol/heptano) e % de magnetita na massa total de monémero, sendo avaliados em 3 niveis.
Como variaveis respostas foram estabelecidas: o rendimento total de polimerizacdo e o
rendimento em particulas Gteis (com particulas entre 80-24 mesh). A partir da analise estatistica
foi possivel determinar a condi¢do de melhor ajuste para o processo de polimerizagdo, visando o
rendimento total das particulas, sendo o nivel maximo para os 4 fatores estudados. Para o
rendimento das particulas Gteis, os ajustes indicados variaram para cada tipo de copolimero.
Novos ensaios foram realizados visando confirmar os apontamentos estatisticos. A sintese dos
diferentes copolimeros, empregando as melhores condi¢des experimentais para maxima obtencéo
em particulas uteis, também foi realizada empregando peréxido de benzoila como agente
iniciador. Os copolimeros magnetizados obtidos foram caracterizados a partir de analises de EDX,
FT-IR, Raman, ICP-OES, DRX, Histerese, DSC, TGA, Angulo de contato, Densidade, MEV,
MOC, BET e Grau de intumescimento. Por meio das analises de MEV, MOC e BET, foi possivel
perceber a influéncia dos agentes iniciadores nas caracteristicas dos copolimeros, sendo observada
diferencas nas morfologias e rugosidades das particulas. Ja nas andlises de FT-IR, DSC, TGA,
Densidade, BET, Angulo de contato e Grau de intumescimento foi possivel observar a influéncia
dos diferentes agentes reticulantes, sendo constatadas diferentes temperaturas de decomposicao
térmica, densidades, areas superficiais e porcentagem de absor¢cdo do solvente heptano. A
insercdo da magnetita nas matrizes poliméricas foi comprovada pelas anélises de EDX, ICP-OES,
Histerese e Raman, apresentando saturacio de magnetizacdo entre 4 e 7 emu.g™ e limite de
incorporagdo da magnetita em torno de 35 a 40% de todo Fe.Os fornecido durante a
polimerizagdo.Visando determinar a adequacdo das matrizes poliméricas sintetizadas para
imobilizacdo de enzimas, a lipase B de Candida antarctica foi imobilizada por adsorc¢do fisica nos
diferentes copolimeros, sendo quantificada suas atividades hidroliticas e sintéticas. A estabilidade
dos biocatalisadores que apresentaram melhor desempenho catalitico (obtidos pelos suportes de
STY-EGDMA-M e STY-TEGDMA-M) foi avaliada, sendo constatadas atividades residuais
superiores a 97% apo6s incubagdo por 4 h a 50°C, e tempo de meia-vida de 21,6 h para a lipase
imobilizada em STY-EGDMA-M, que apresentou um valor de Kq 14 vezes superior ao obtido
pela sua forma livre, comprovando que o processo de imobilizagcdo forneceu maior estabilidade
térmica & enzima. O trabalho experimental desenvolvido permitiu a obtencdo de diferentes
matrizes sélidas adequadas para utilizagdo como suportes de imobilizacdo de lipases, ampliando a
gama desses materiais e contribuindo para a viabilidade da substituicdo de catalisadores quimicos
convencionais por biocatalisadores, empregando a tecnologia limpa.

Palavras-chave: Polimerizacdo em suspensao. Particulas Magnéticas. Suporte polimérico a base
de estireno. Biocatalisador. Imobilizacdo de lipase.



ABSTRACT

ROSA, C. M. R. Synthesis and characterization of styrene based particles with magnetic
properties for use as an enzyme immobilization matrix. 2019. 130p. Dissertation (Master
of Science) — Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2019.

The aim of the present work was to synthesize and characterize styrene based particles
magnetised by co-precipitation of Fe?* and Fe®* ions in basic media, to be used as support
for enzyme immobilization. The synthesis of 4 magnetic copolymers (STY-DVB-M, STY-
EGDMA-M, STY-TEGDMA-M and STY-TMPTA-M) obtained by suspension
polymerization employing azobisisobutyronitrile (AIBN) as the initiator was studied with the
aid of the methodology statistics of complete orthogonal arrangement (L9 - Taguchi). The
factors analyzed were: monomer / solvent ratio; % crosslinker in the total monomer mass;
proportion of solvent with high affinity / solvent with low affinity in the mixture (toluol /
heptane) and % of magnetite in the total mass of monomer, being evaluated in 3 levels. The
responses variable were established as: total polymerization yield and yield in useful particles
(particles between 80-24 mesh). From the statistical analysis it was possible to determine the
best fit condition for the polymerization process, aiming at the total particle yield, being the 4
factors at the maximum level. For the yield of the useful particles, the settings indicated
varied for each type of copolymer. Further tests were performed to confirm the statistical
notes. The synthesis of the different copolymers, employing the best experimental conditions
for maximum obtainment in useful particles, was also performed employing benzoyl peroxide
as the initiating agent. The obtained magnetized copolymers were characterized by EDX, FT-
IR, Raman, ICP-OES, XRD, Hysteresis, DSC, TGA, contact angle, Density, SEM, OM, BET
and swelling. Through the SEM, OM and BET analyzes, it was possible to observe the
influence of the initiating agents on the characteristics of the copolymers, being observed
differences in the morphologies and roughness of the particles. In the analysis of FT-IR, DSC,
TGA, Density, BET, contact angle and degree of swelling, it was possible to observe the
influence of the different crosslinking agents, noting different temperatures of thermal
decomposition, densities, surface areas and percentage of heptane absorption. The insertion of
magnetite into polymer matrices was confirmed by the EDX, ICP-OES, Hysteresis and
Raman analyzes, with magnetization saturation between 4 and 7 emu.g! and the limit of
incorporation of magnetite around 35 to 40% of all Fe2O3 supplied during the polymerization.
In order to determine the suitability of synthesized polymer matrices for immobilization of
enzymes, Lipase B from Candida antarctica was immobilized by physical adsorption in the
different copolymers, quantifying its hydrolytic and synthetic activities. The stability of the
biocatalysts that presented the best catalytic performance (obtained by the STY-EGDMA-M
and STY-TEGDMA-M supports) was evaluated, with residual activity higher than 97% after
incubation for 4 h at 50 ° C, and half-life equal to 21.6 h for STY-EGDMA-M immobilized
lipase, which presented a Kd value 14 times higher than that obtained by its free form,
proving that the immobilization process provided greater thermal stability to the enzyme. The
experimental work allowed to obtain different solid matrices suitable for use as substrates for
immobilization of lipases, expanding the range of these materials and contributing to the
viability of replacing conventional chemical catalysts with biocatalysts using clean
technology.

Keywords: Suspension polymerization. Magnetic particles. Styrene based support.
Biocatalyst. Lipase immobilization.
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1  INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, particulas magnéticas compostas por éxidos de ferro, tém atraido
muito interesse devido as suas propriedades multifuncionais, tais como, biocompatibilidade,
superparamagnetismo, tamanho reduzido e baixa toxicidade (REN et al., 2011). Sdo utilizadas
em diferentes aplicacfes nas areas biomédicas, fisicas e biotecnologicas, destacando-se: a
imobilizacdo de proteinas, enzimas e drogas; diagnosticos por imagem; imunoensaios;
separacdo magnética de células e sua purificacdo e liberacdo controlada de farmacos (BENTO
etal., 2017; GERVALD; GRITSKOVA; PROKOPOV, 2010).

Especialmente no campo da biocatélise, as particulas magnéticas destacam-se por
apresentarem diversas vantagens de operagdo, como: elevada area superficial, possibilitando
maior disponibilidade para imobilizar enzimas; baixa resisténcia a transferéncia de massa,
fazendo com que as enzimas imobilizadas sejam mais estaveis e facilidade de separacdo das
particulas magnéticas, devido a possibilidade da utilizacdo de um ima externo, permitindo a
preservacao da enzima imobilizada em comparagdo aos métodos tradicionais de centrifugacdo
e filtragdo (CAMILO, 2006; JOSE; SANCHEZ DE ALMEIDA PRADO, 2005;
POLSHETTIWAR et al., 2011).

Particulas de poli (estireno-co-divinilbenzeno) magnetizadas com ions de ferro vém
sendo testadas com sucesso para imobilizagdo de lipases, como demonstrado em trabalhos
anteriores (BENTO, 2015; BENTO et al., 2017; SILVA et al., 2017), indicando um
potencial promissor da utilizacdo deste material para a obtencdo de biocatalisadores ativos.

O poliestireno é um polimero aromatico, disponivel comercialmente e pode apresentar
caracteristicas tanto do tipo gel, ndo possuindo poros permanentes, como também do tipo
macroporosa, com poros permanentes. Esta Ultima é a adequada para utilizacdo como suporte
de insolubilizacdo de lipases, visto que apresenta elevada area especifica e alto grau de
hidrofobicidade, facilitando a imobilizacdo e permitindo maior carregamento enzimatico, em
comparacdo aos outros suportes utilizados para esta finalidade (BASSI et al., 2016). O
processo de imobilizacdo consiste em confinar fisicamente enzimas retendo sua atividade
catalitica, possibilitando sua utilizagdo de forma repetida, elevando sua estabilidade térmica,
além de facilitar a separacdo do meio reacional (ZANIN; MORAES, 2014).

No presente trabalho o poliestireno foi associado a diferentes agentes reticulantes,
produzindo copolimeros magnetizados por meio da inser¢io de ions de Fe** e Fe** por co-

precipitacdo, formando microesferas polimeéricas magnetizadas. Dessa forma, visou-se
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produzir diferentes suportes com propriedades adequadas para a imobilizacdo de lipases, visto
que polimeros reticulados de formas distintas, apresentam caracteristicas especificas devido a
possibilidade de alteracdo nas propriedades do material sintetizado. Ressalta-se que dados
referentes a copolimeros magnéticos que empregam agentes reticulantes diferentes do
divinilbenzeno sdo escassos na literatura, o que torna o presente trabalho relevante, dando
continuidade aos estudos nesta linha de pesquisa (BENTO et al., 2017; SILVA, 2017; SILVA
etal., 2017).

Com o intuito de otimizar o rendimento de polimerizacdo, foi empregada uma
ferramenta estatistica conhecida por DOE (design of experiments), bastante aplicada aos
sistemas de engenharia, que utiliza métodos estatisticos para compor matrizes experimentais,
e assim planejar de maneira eficiente a varredura do processo. Dentre as varias metodologias
estatisticas para se estudar um processo, destaca-se o Taguchi, que baseia-se no uso de
matrizes ortogonais. A metodologia de Taguchi permite quantificar efeitos lineares e
combinacOes de variaveis adequadas para a melhoria do sistema, encontrando configuracoes
Otimas dos fatores de controle, tornando um produto ou processo insensivel aos fatores de
ruido (MAKELA, 2017; XIANSHENG et al., 2011).

Nesse contexto, o trabalho visou promover um avango na busca por novos materiais
que possam ser utilizados como matrizes de insolubilizagdo de enzimas, possibilitando o
desenvolvimento de novos biocatalisadores para diferentes setores industriais, contribuindo
assim, para a substituicdo dos catalisadores quimicos convencionais por “catalisadores

ecologicamente corretos”.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal do projeto foi sintetizar matrizes poliméricas hibridas a base de
estireno magnetizada por particulas de magnetita (FesOas), avaliando a influéncia de alguns
fatores na polimerizacdo em suspensdo, visando a obtencdo de suportes que apresentem
caracteristicas adequadas para a imobilizacdo de lipases. Para esta finalidade foram
executados 0s seguintes objetivos especificos:

e Estabelecimento das melhores condi¢cdes de sintese de copolimeros a base de
estireno e diferentes agentes reticulantes, verificando a influéncia de alguns fatores na
polimerizacdo em suspensdo com o auxilio da ferramenta estatistica da Metodologia Taguchi.

e Caracterizagdo dos copolimeros magnetizados quanto suas caracteristicas
morfologicas, térmicas e magnéticas.

e Avaliagdo da adequacdo das matrizes poliméricas como suportes para
imobilizacdo de lipase microbiana, a partir da quantificacdo da atividade catalitica dos
biocatalisadores obtidos, bem como sua estabilidade térmica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 BIOCATALISE

A biocatélise é o termo geral utilizado para a transformacao de compostos naturais e
sintéticos por enzimas. Nos ultimos anos, a biocatdlise vem fornecendo tecnologias
sustentaveis e enzimas seletivas, possibilitando a transicdo de processos quimicos
convencionais para processos ambientalmente amigaveis (CONTI; RODRIGUES; MORAN,
2001).

Esse campo vem ganhando grande atencdo, visto que faz parte da chamada “quimica
verde”, muito atrativa por diversos setores industriais, devido ao apelo por processos mais
limpos e que proporcionem efluentes e residuos menos toxicos. Esse quadro atual justifica o
crescente aumento de publicacdes cientificas e de processos biocataliticos. Vinculado a esse
avanco tecnologico, novas técnicas possibilitardo a aplicacdo de biocatalisadores em
diferentes processos industriais, uma vez que é sabido que sistemas enzimaticos produzem
transformacdes estruturais mais seletivas (e/ou mais complexas) e em condi¢fes mais brandas
(CONTI; RODRIGUES; MORAN, 2001; LUCCHESE et al., 2012).

3.2 ENZIMAS

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos, que aceleram as velocidades de reacdes
quimicas que ocorrem dentro de células vivas, sem que sofram qualquer alteracdo. Todas as
enzimas sdo proteinas, no entanto, sem a presenca de um componente chamado cofator (ndo
protéico), muitas dessas proteinas enzimaticas ndo apresentam atividade catalitica. O cofator
pode ser uma molécula organica, conhecido como coenzima, ou pode ser um ion metélico. Os
reagentes das reacdes catalisadas por enzimas sdo denominados substratos. Cada enzima tem
um carater bastante especifico, atuando em um determinado substrato (s) para produzir um
determinado produto (s) (PALMER; BONNER, 2011a).

As enzimas possuem a capacidade de aceitar como substrato uma grande variedade de
moléculas, tanto naturais quanto sintéticas. A aplicacdo de enzimas como catalisadores
bioldgicos é impulsionada pela sua versatilidade, regio-, quimio- e enantiosseletividade, junto

a necessidade da industria quimica em transformar seus processos e catalisadores mais



25

limpos. Avancos cientificos em biocatélise foram alavancados pela necessidade da industria
farmacéutica e do setor de quimica fina, que utilizam processos geralmente caracterizados por
baixa eficiéncia e alta producao de residuos (BOMMARIUS; RIEBEL-BOMMARIUS, 2005;
Ll etal., 2012; PELLIS et al., 2018; SHELDON, 2007).

O Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular (NC-ITUBMB) agrupou as enzimas em seis classes principais. Cada enzima recebeu
um codigo de numeros, composto por quatro numeros, separados por pontos. O primeiro

digito mostra a classe que a enzima pertence, como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1: O sistema de classificagdo da NC-IUBMB.

Primeiro digito Classe de Enzimas Tipo de reacgéo catalisada

1 Oxirredutases Reacdo de Oxidacao / Reducéo

Transferéncia de um atomo ou
grupo entre duas moléculas

2 Transferases . ~
(excluindo reagdes em outras
classes)

3 Hidrolases Reacdes de hidrolise

. Remocéo de um grupo do
4 Liases substrato (ndo por hidrolise)
5 Isomerases Reac0es de isomerizacao

. A unido sintética de duas
6 Ligases

moléculas

Fonte: (PALMER; BONNER, 2011a).

O segundo digito descreve uma subclasse dentro da classe primaria e o terceiro digito
do cddigo, descreve o grupo quimico especifico participante da reacdo. As enzimas que
catalisam reagbes muito semelhantes, mas ndo idénticas, por exemplo, a hidrélise de
diferentes ésteres de acido carboxilico, terdo 0os mesmos trés primeiros digitos em seu cédigo.
O quarto digito distingue qual enzima, propriamente dita catalisa a reacdo, definindo o
substrato real, ou seja, qual ester de acido carboxilico realmente sera hidrolisado (PALMER,;
BONNER, 2011a).
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3.3 INDUSTRIA DE APLICACAO

O Brasil ¢ um dos lideres mundiais em consumo de higiene pessoal, perfumaria e
cosméticos, sendo o quarto maior consumidor desses produtos, seguindo Estados Unidos,
China e Japao (BASILIO, 2017b, 2017a). De acordo com o censo realizado pelo IBGE em
2016, a populagdo idosa no Brasil representa aproximadamente 15% da populacdo total, ou
seja, cerca de 30 milhdes de pessoas com idade igual ou superior a 60 anos. Essa parcela
corresponde a 20% de todo o mercado consumidor de produtos de higiene pessoal, perfumaria
e cosméticos. Visando entdo, atender esse publico crescente, a industria cosmética busca
melhorar seus processos, de forma que a produgdo além de elevada empregue processos mais
limpos (IBGE, 2017). A industria cosmética ¢ segmentada em: cuidados com a pele, cuidados
com cabelos, maquiagem, fragrancias e produtos de higiene.

Esteres, que podem ser sintetizados pela rota enzimatica empregando lipases como
biocatalisadores, sdo muito utilizados na industria cosmética em: emolientes em cremes,
surfactantes em shampoos, antioxidantes em logdes antienvelhecimento, fragrancias em
perfumes e sabores em batons. Os ésteres emolientes, formados por cadeias longas, sdo
componentes de cosméticos com caracteristicas hidratantes, que ajudam a manter a suavidade
e a plasticidade da pele, reduzem a sensagdo de coceira na pele seca e melhoram a aparéncia
do estrato corneo. Representam uma classe muito importante desse setor, devido sua nao
toxicidade, biodegradabilidade e boa solubilidade em gordura (CHAO et al., 2018;
TERESCENCO et al., 2018).

Assim como na indudstria cosmética outras areas industriais também se beneficiam de
processos mais limpos pela utilizagdo de biocatalisadores, como por exemplo a industria
farmacéutica e de agrotoxicos, que ja empregam uma variada gama de enzimas em alguns
processos, na busca por novas drogas e agentes agrotoxicos. Por exemplo, a sintese do
farmaco (1R, 2S)-efedrina, que apresenta atividade B-adrenérgico, a partir da catalise da
levedura Saccharomyces cerevisiae € dos antibioticos ampicilina, amoxicilina, cefalexina e
cefadroxil, fazendo uso da enzima Penicilina acilase. Como exemplo da sintese enzimatica
para agrotoxicos, tem-se a producdo do agrotdxico fusilade, que utiliza a enzima D-CPA
desalogenase (CONTI; RODRIGUES; MORAN, 2001).

Na industria téxtil as enzimas sao utilizadas tanto para o melhoramento dos processos
de producdao como também para o acabamento final do tecido. A enzima amilase ¢ muito

utilizada em processos de degomagem, que visa eliminar a goma dos fios de algodao, ja que
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estes sdo geralmente revestidos em amido (engomados) para impedir o rompimento do fio
durante a tecelagem. Apos a formac&o do tecido essa goma deve ser removida. Para evitar 0s
danos causados pela desengomagem convencional que utiliza acidos ou agentes oxidantes
como persulfatos (de sodio, aménio ou potassio) ou peroxido de hidrogénio, em meio
fortemente alcalino sob elevadas temperaturas, causando a reducéo da resisténcia dos tecidos
devido a degradacdo da fibra, € empregada a degomagem enzimética (BLAMEY et al., 2016;
PATEL, 2014).

As celulases também sdo bastante utilizadas na industria téxtil, a fim de evitar a
descamacdo e melhorar a suavidade e o brilho da cor dos tecidos. Esse processo é conhecido
como biopolimento, que é a remogdo enzimatica de fibrilas e de pilosidade dos tecidos ou
malhas de algoddo. As celulases sdo capazes de tornar os tecidos mais lisos e macios,
degradando as fibras da superficie, que sdo basicamente compostas por celulose. Também sdo
usadas no processo de desbotamento de tecidos de algoddo, gerando a aparéncia
“stonewashed” nos jeans. Tradicionalmente esse resultado é obtido por um processo que
utiliza pedra-pomes para desbotar a cor no local (por atrito). No entanto, esse processo
apresenta como desvantagem o desgaste rapido da peca, devido aos fragmentos das pedras,
provocando excessiva abrasdo, piorando a qualidade do artigo. O emprego do processo
enzimatico utilizando celulase, resulta em um melhor toque (pois ndo causa grande
degradacdo da fibra como com a pedra-pomes) e aspecto de desbotado mais uniforme
(DOBLE; KRUTHIVENTI, 2006; PATEL, 2014).

As catalases também podem ser usadas para degradar o peroxido de hidrogénio
residual ap6s o branqueamento do algoddo. A remocdo do perdxido se faz necessaria para que
as fibras possam ser tingidas. As proteases sdo usadas no tratamento da 1a e na
desengomagem da seda cru. Quando empregadas juntas, as pectinases, proteases e lipases
(biopreparacdo), sdo utilizadas para a remocdo de impurezas ndo celuldsicas, visando o
desprendimento de pigmentos naturais das fibras (DUPONT, 2014; PATEL, 2014;
PHILLIPS, 2017).

A industria de alimentos e bebidas € um dos maiores empregadores de enzimas em sua
producdo. Na industria de panificacdo, varias enzimas sao utilizadas com o intuito de melhor
a producdo ou a conservacgdo dos alimentos, como as amilases (glicohidrolases), que atuam no
volume dos pées, na textura do miolo, na cor da casca e no sabor, além de aumentar a vida de
prateleira do produto. As invertases permitem menor adigdo de acucar na formulacdo do péo
(CARMIGNOLA, 2017).
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Na producdo do leite pasteurizado, a atividade de algumas enzimas pode ser
determinada antes e depois dos procedimentos de pasteurizacdo e esterilizagdo, visando
verificar se estas etapas foram corretamente realizadas. Por exemplo, a fosfatase alcalina
presente no leite, € inativada na temperatura ideal para a pasteurizagdo, de modo que, a
presenca ou auséncia da atividade dessa enzima ao final do processo, dard uma indicacdo de
sua eficdcia (PALMER; BONNER, 2011b).

Na fabricacdo de cerveja e vinho, por exemplo, a alfa-acetolactato descarboxilase é
adicionada para reduzir o tempo de maturacdo, assegurando uma producdo consistente e de
alta qualidade. Vérias enzimas participam da fermentacdo para a produgdo de vinhos, um
exemplo € a invertase, que degrada a molécula de sacarose, que € um dissacarideo que precisa
ser convertido em glicose e frutose (monossacarideos utilizados na fermentacdo). As
proteases facilitam a acdo das leveduras e bactérias lacteas, atuando na degradacdo das
proteinas do mosto em polipeptideos e aminoacidos, facilmente assimilados pelos
microrganismos responsaveis pelas fermentagdes alcoolica e malolatica (BLAMEY et al.,
2016; SANTOS et al., 2016).

A industria de papel e celulose é outro ramo que vem aumentando o uso de enzimas
em sua producdo. Lipases sdo utilizadas na remocdo do pitch da celulose produzida na
industria de papel. ‘Pitch’ ¢ um termo usado para descrever coletivamente 0s componentes
hidrofébicos da madeira, ou seja, os triglicerideos e as ceras, que causam graves problemas na
fabricacdo do papel. A Nippon Paper Industries no Japdo desenvolveu um método de controle
de pitch que usa uma lipase fungica (Candida rugosa) para hidrolisar os triglicerideos (~90
%). As xilanases podem ser empregadas nos processos de branqueamento, reduzindo o
consumo de compostos quimicos (BLAMEY et al., 2016; DOBLE; KRUTHIVENTI, 2006;
HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; JAEGER; REETZ, 1998).

Na industria de detergentes, as enzimas representam uma importante participacao,
sendo adicionadas as formulagdes. Todos os detergentes contém ingredientes similares e sdo
baseados em mecanismos de detergéncia semelhantes. Visando melhorar esse poder de
detergéncia, algumas formulagdes, como detergentes em po para limpeza pesada e detergentes
para maquina de lavar lougas, empregam enzimas, como proteases, amilases, celulases e
lipases, proporcionando algumas vantagens, como a redugdo no consumo de agua e energia,
em decorréncia de uma maior eficiéncia na lavagem em temperaturas mais amenas, além da
biodegradabilidade (CHIES, 2014; DOBLE; KRUTHIVENTI, 2006; DUPONT, 2014;
HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; PHILLIPS, 2017).
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Outra aplicacdo de interesse seria a producdo do biodiesel, biocombustivel em
potencial para substituicdo do diesel de origem fossil. O biodiesel pode ser produzido pela via
quimica ou pela via enzimatica, sendo que a sintese via transesterificacdo enzimatica,
utilizando lipases, gera um produto mais puro, permite facil separacdo do subproduto glicerol
e ndo gera efluentes tdxicos. A maior vantagem do biodiesel em compara¢do com outros
combustiveis alternativos é que ele pode ser usado em motores a diesel sem qualquer
modificacdo, podendo ser misturado em qualquer diesel de petroleo refinado
(ADLERCREUTZ, 2013; BLAMEY et al.,, 2016; HASAN; SHAH; HAMEED, 2006;
NARWAL; GUPTA, 2013; PATEL, 2014; SAIBI et al., 2012). A Tabela 2 apresenta um

resumo das aplicacGes de enzimas em diversos setores industriais.

Tabela 2: AplicacGes industrias de enzimas: Visdo Geral

Enzima Setor produtivo Aplicacao
Protease Alimenticio Fabricagéo de gllment,os para bebés e para
proteinas pré-digeridas
Higiene/Cosmético Producéo de detergentes e cremes para pele
Lipase
Energético Producéo de biocombustiveis
Carboidrase Alimenticio Converséo de xarope de amido em xarope de

acucar (fabricacdo de bebidas esportivas)

Fabricacdo de produtos emagrecedores / perda de
Isomerase Alimenticio peso - conversao do xarope de glicose (amido de
milho) em isoglicose (frutose)

Xilanases Celulose e Papel Processo de branqueamento das fibras

Fabricacédo de pao, aumentando a vida de

Amilase Alimenticio .
prateleira

Fonte: Adaptado de BLAMEY et al., 2016.

3.4 LIPASE

As lipases (triacilglicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3) podem ser originadas de trés
fontes: microbiana, vegetal e animal, sendo as de origem microbiana as de maior interesse

industrial e biotecnoldgico, visto que, apresentam uma série de vantagens quando comparadas
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as de origem animal ou vegetal. Dentre os diferentes tipos de lipases, as mais utilizadas para
sinteses organicas sdo: as lipases de Candida rugosa, Pseudomonas fluorescens, Rhizopus
oryzae, Candida antarctica, Burkholderia cepacia, Aspergillus niger, Thermomyces
lanuginosus e Rhizomucor miehei (AL-ZUHAIR, 2012; BENTO, 2015; COLLA; REINEHR;
COSTA, 2012; NARWAL; GUPTA, 2013).

Essas enzimas sdo capazes de catalisar a hidrdlise de ligacGes éster-carboxilico na
interface Oleo/agua, obtendo como produtos &cidos e alcoois organicos (BENTO, 2015;
COLLA; REINEHR; COSTA, 2012; FORESTI et al., 2010). Em meios reacionais aquo-
restritos, as lipases podem catalisar diferentes reagdes, como esterificacdo, transesterificacdo
(interesterificacdo, alcodlise e aciddlises) e amindlise. Além de serem versateis quanto a
atuacdo, as lipases sdo quimio-, regio- e enantiosseletivas, caracteristicas que inibem a
formacdo de subprodutos, melhorando o rendimento dos processos (ADLERCREUTZ, 2013;
DE CASTRO et al., 2004; VILLENEUVE et al., 2000).

As lipases podem apresentar-se de duas formas distintas: ativa (aberta) e inativa
(fechada). Em seu estado inativo, o sitio ativo é inacessivel ao substrato, sendo coberto pela
“lid” (uma espécie de tampa formada por uma cadeia peptidica). A conformacdo fechada
pode se converter na forma aberta pela interacdo da lipase com a interface lipidio/agua,
promovendo o acesso do substrato ao sitio ativo da enzima, na qual contém a triade catalitica
(formada por serina, histidina e &cido aspartico ou glutdmico), o que possibilita a catalise
enzimatica. Esse mecanismo é conhecido como o Fenbémeno da Ativacdo Interfacial, e
embora a atividade catalitica seja nitidamente aumentada na presenca dessa interface para
muitas lipases, esse fendmeno ndo é evidenciado para todas as lipases (CARVALHO, 2015;
WONG; SCHOTZ, 2002).

Embora sejam versateis, a utilizacdo industrial das lipases ainda é restrita, visto que,
sdo instaveis a temperaturas elevadas e a solventes organicos, perdendo sua atividade
catalitica com certa facilidade, além de ndo poderem ser reutilizadas em operagfes continuas.
Dessa forma, uma alternativa para a viabilizacdo da sua utilizacdo industrial seria a
imobilizacdo, técnica que oferece uma série de vantagens, como a permanéncia da atividade
catalitica por um periodo prolongado de tempo; possibilidade de operagdo continua do
processo; facilidade de separacdo do produto final e da interrupcdo da reacdo; maior
estabilidade térmica e ao pH e reducdo da inibicdo tanto por substrato como pelo produto
(ADLERCREUTZ, 2013; DE CASTRO et al., 2004).
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3.4.1 Lipase B de Candida antarctica (CALB)

Existem dois tipos principais de lipases de Candida antarctica, provenientes de
leveduras do género Candida, tipo A (CALA) e tipo B (CALB), sendo a CALB a mais
empregada em reacOes de sintese. Na Figura 1 estd ilustrada a estrutura da lipase B de
Candida antarctica, que nao possui “lid”, o que poderia limitar o acesso do substrato ao sitio

ativo, ndo necessitando de um mecanismo de ativacéo interfacial (LIMA et al., 2019).

Figura 1: Esquema representativo da lipase B de Candida antarctica: a) modelo de fita e b) modelo de
superficie.

a)

Fonte: Adaptado de CASAS; RAMOS; PEREZ, 2013.

A lipase B de Candida antarctica é uma lipase que apresenta alta enantiosseletividade
e estereosseletividade, elevada estabilidade térmica e é muito resistente a solventes organicos
(TANASKOVIC et al., 2017). Essa lipase é bastante conhecida comercialmente na sua forma
imobilizada, a Novozym 435® (Novozymes). O suporte utilizado é uma resina polimérica
acrilica (Lewatit 84 VP OC 1600), considerado moderadamente hidrofobico. Essa
caracteristica, dependendo da aplicacdo, pode ndo ser adequada, como por exemplo na sintese
do biodiesel, em que é gerado glicerol que pode ser retido na matriz polimérica, prejudicando
a eficacia da catalise (CUNHA et al., 2014; FORESTI et al., 2010). Destaca-se também o
elevado custo deste biocatalisador comercial.
Nesse sentido, varios estudos vém sendo desenvolvidos visando obter alternativas de

suportes para imobilizacdo dessas enzimas, como o presente trabalho que estudou a



32

viabilidade de diferentes matrizes poliméricas. A Tabela 3 apresenta uma visdo geral dos

trabalhos que estdo sendo desenvolvidos empregando a lipase B de Candida antarctica

imobilizada em diferentes suportes.

Tabela 3: Estudos empregando lipase B de Candida antarctica.

Suporte Aplicagao Referéncia
PS-co-DVB Sintese de miristato de (SILVA et al.,
magnetizado isopropila 2018a)

Particulas a base de e .
estireno, metacrilato de Estenﬂca}g_ao e oleato de etila e (CUNHA et al.,
. hidrolise de laureato de
metila, benzoato de ) . 2014)
C p-nitrofenil
vinila ou cardanol
Obtencéo de biodiesel por
Quitosana transesterificacdo do 6leo de (CFZQ(;JO%)‘] R,
mamona
Silica funcionalizada _Prc_)dugao enzimatica de (BABAKI et
" biodiesel a partir de éleo de
com epoxi al., 2015)
canola
o Estudo da biotransformacdo de  (IZQUIERDO
PS-co-DVB ligacdo C-C néo convencional etal., 2014)
Producéo e otimizacdo do .
PS-co-DVB palmitato de isopropilo via rota (BARSE etal.,
. e 2019)
biocatalitica
. .. (BESTETIet
PS /PMMA Hidrdlise de laureato de p-fenil al., 2014)

Fonte: Proprio autor

3.5 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Diferentes métodos para a modificacdo de enzimas vém sendo estudados com o intuito

de introduzir aminoacidos em suas superficies, que favorecam as intera¢cbes com 0s suportes

solidos ou que alterem o seu ponto isoelétrico. No entanto, tais modificacbes devem ser

aplicadas cuidadosamente, visto que, uma alteracdo na estrutura do sitio ativo da enzima,
pode interferir na sua atividade e estabilidade (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI,

2004; VILLENEUVE et al., 2000).
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O principal método de modificacdo de enzimas é a sua imobilizacdo, na qual é
possivel alterar pardmetros naturais da enzima. A técnica de imobilizacdo visa a reducdo do
custo global de um processo enzimatico, proporcionando algumas vantagens as enzimas
livres, como maior estabilidade térmica e resisténcia as variacdes de pH, facilidade de
separagdo do meio reacional, além de possibilitarem uma operacdo continua, facilitando um
maior controle das variaveis do processo, visto que o biocatalisador é retido no interior do
biorreator (FORESTI et al., 2010; ZHANG et al., 2012).

A selecdo de uma estratégia de imobilizacdo é baseada em alguns parametros como,
custo do procedimento de imobilizagdo, toxicidade dos reagentes envolvidos no processo,
eficacia da recuperacdo da atividade enzimatica, bem como as propriedades finais desejadas
da enzima imobilizada (VILLENEUVE et al., 2000).

A imobilizacdo, ou seja, 0 aprisionamento de enzimas ou células em uma matriz
adequada, € uma pratica importante na enzimologia e fundamental para viabilizar
economicamente a utilizacdo das enzimas. A atividade das enzimas imobilizadas depende da
area superficial, da porosidade e do carater hidrofébico/hidrofilico do veiculo selecionado,
além da técnica escolhida para a imobilizacdo e das condicdes de reacdo (BAHULEKAR,;
AYYANGAR; PONRATHNAM, 1991).

A Figura 2 apresenta alguns métodos de imobilizagdo, podendo ser divididos em
métodos que envolvem a interacdo da enzima com uma matriz (geralmente atraves de uma

ligacdo quimica) e aqueles em que a enzima esta contida dentro de um espagco restrito.

Figura 2: Métodos de imobilizagdo de enzimas.

Confinamento Encapsulagio

~_ Grupo reativo

» o Grupo nucleofilico

Fonte: (SOUZA et al., 2017).
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Na imobilizagdo por confinamento ou encapsulagdo, as enzimas séo aprisionadas no
interior de microcapsulas ou membranas semipermedveis, sem qualquer tipo de ligacdo entre
a enzima e o suporte. Neste método, as moléculas menos complexas, como substrato e
produtos, se difundem no meio reacional e entram em contato com o sitio catalitico das
enzimas, a0 mesmo tempo que moléculas mais complexas, como as proteinas (enzimas), que
ndo sdo habeis em se difundirem pela parede, ficam retidas no interior do suporte (ILLANES,
2011; SOUZA et al., 2017).

No método de imobilizacdo via ligacdo quimica, as proteinas se ligam a superficie do
suporte, seja por adsor¢do idnica ou por ligagdo covalente entre os residuos de aminoacidos
constituintes da enzima e grupos ativos na superficie do suporte (ILLANES, 2011; QUILLES
JR, 2017; SOUZA et al., 2017).

A Tabela 4 descreve os possiveis métodos de imobilizacdo de enzimas.

Tabela 4: Técnicas de imobilizacdo de enzimas.

Meétodo Vantagens Desvantagens
Simplicidade, pouca ou Ligacéo fraca podendo
Adsorcao nenhuma mudanca na levar a dessorcédo da
conformacéo da enzima enzima

Preparacdo dificil, de alto
custo e impossivel
regeneracao do suporte

Ligac&o estavel entre

Ligacdo Covalente )
enzima e suporte

Perda de atividade durante
a preparacdo, impossivel
regeneracdo do suporte e

custo elevado

Ligacdo Cruzada Enzimas fortemente ligadas

Enzima n&o interage
quimicamente com o
suporte

Aprisionamento e
Encapsulagéo

Limitaces de transferéncia
de massa

Fonte: Adaptado de DALLA-VECCHIA, NASCIMENTO, SOLDI, 2004 e VILLENEUVE et al., 2000.

Dentre os métodos citados na Tabela 4, a imobilizacéo por adsorcao fisica é o método
mais utilizado, pela facilidade de execucéo, baixo custo, pela ndo necessidade de ativagéo do
suporte, além de possibilitar a regeneracdo da matriz utilizada. As interacdes envolvidas sdo
geralmente de baixa energia, como forcas de Van der Waals e interacdes hidrofdbicas, o que

permite uma retencdo maxima da atividade enzimatica, visto que ndo afetam a estrutura
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natural da enzima, conservando seu sitio ativo (ADLERCREUTZ, 2013; BENTO, 2015;
PEREIRA, 2014; VILLENEUVE et al., 2000).

Em geral, como a adsor¢do das enzimas nos suportes ocorre na superficie, alguns
parametros como tamanho da enzima, area superficial e porosidade do adsorvente, possuem
forte influéncia sobre eficiéncia do método de imobilizacdo. Além disso, a afinidade enzima-
suporte € uma caracteristica muito importante, que pode ser assegurada pela presenca de
grupos ativos especificos na matriz do suporte, que permitem a geracdo das interacdes
enzima-suporte. Contudo, na auséncia desses grupos, as interacdes podem ser ajustadas por
meio da utilizagdo de agentes intermedidrios (ADLERCREUTZ, 2013; BENTO, 2015;
PEREIRA, 2014; VILLENEUVE et al., 2000).

A imobilizacdo por adsorcdo fisica, apresenta como desvantagem, a dessorcdo da
enzima, em decorréncia das variacbes de temperatura, pH e forca idnica (BENTO, 2015;
DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; PEREIRA, 2014), entretanto, em meio
organico essas desvantagens sdo reduzidas tornando esse procedimento recomendavel para
imobilizacéo de lipases.

Ressalta-se que este método de imobilizacdo foi adotado para imobilizar a lipase
selecionada visando avaliar os diferentes copolimeros magnéticos desenvolvidos no presente
trabalho.

3.6 SUPORTES PARA IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Ainda que processos enzimaticos apresentem vantagens, a aplicacdo industrial das
enzimas é prejudicada pela insatisfatoria estabilidade operacional e de armazenamento, alta
sensibilidade as condi¢des ambientais e dificuldades de recuperacgéo e reutilizacdo. Visando
melhorar o desempenho dos processos industriais, as enzimas devem ser imobilizadas em
suportes solidos adequados. Tais suportes evitam a agregacdo das moléculas enzimaticas e
estabilizam suas formas ativas, visto que a fixacdo da enzima sobre o suporte solido
geralmente eleva sua estabilidade operacional, térmica e ao pH. Quando imobilizadas, as
enzimas podem ser facilmente separadas do meio reacional e recicladas para uso repetido
(PRLAINOVIC et al., 2016; ROYVARAN et al., 2016).

A eficiéncia da imobilizacdo € regida pelas propriedades da enzima e do material do

suporte. O suporte deve ser selecionado em funcdo da maxima retencao da atividade catalitica
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que o0 conjunto suporte-método apresentar, ou seja, quanto mais elevado, mais adequado sera
0 conjunto. Essa adequacdo dependera das caracteristicas peculiares do material bioldgico
(enzima) e das condi¢des de uso do sistema imobilizado (suporte/enzima). Para tanto, nao
existe um suporte universal, sendo necessario um estudo para determinacéo de qual o melhor
suporte, tendo em vista que para cada aplicacdo é necessario selecionar um procedimento de
facil execucdo e de baixo custo, objetivando a obtencdo de uma enzima imobilizada com boa
retencdo de atividade e alta estabilidade operacional (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO,;
SOLDI, 2004; PEREIRA, 2014; VILLENEUVE et al., 2000).

O suporte pode ser um polimero sintético, um polimero natural ou um sélido

inorganico, como apresentado na Tabela 5.

Tabela 5: Suportes utilizados para imobilizacdo de enzimas.

Organicos Inorgénicos
Polimeros . o Minerais Materiais
) Polimeros sintéticos )
Naturais Naturais processados
: . Poliestireno, . :
Quitosana, alginato, o - i Vidro, metais,
. poliacrilatos, Silica, bentonita, . . 1
colageno, celulose, . . ] Oxidos metalicos,
" poliamidas, terra diatomacea, A .
agar-agar, quitina, . . . : ceramicas, alumino
i . polipropileno, resinas areia .
amido, albumina silicatos
epoxy

Fonte: Adaptado de FUENTES et al., 2006; JESIONOWSKI; ZDARTA; KRAJEWSKA, 2014; MOHAMAD et
al., 2015; WILSON et al., 2006.

A interacdo enzima/suporte fornece uma enzima imobilizada com propriedades
quimicas, bioquimicas, mecanicas e cinéticas especificas. No intuito de buscar a melhor
combinacédo entre esses dois fatores, algumas estratégias sdo utilizadas, como por exemplo a
modificacdo do material sélido, alterando o tamanho de poros pela introducéo de aditivos e/ou
estabilizantes durante a sintese do suporte, de forma a melhorar a relagdo custo-beneficio do
processo (CANTONE et al., 2013; CARVALHO; LIMA; SOARES, 2014).

Varios grupos de pesquisa estudam os diferentes métodos de imobilizagdo visando

encontrar o melhor par enzima/ suporte, como mostrado na Tabela 6.



Tabela 6: Estudos empregando diferentes suportes e métodos de imobilizacao de lipases.

Suporte . Metpdo d? Enzima Resultado Referéncia
imobilizacdo
Burkholderia Os biocatalisadores foram empregados na sintese de ésteres
STY-co-DVB Adsorcio fisica cepacia, etilicos, constatando-se que a lipase de B. cepacia (SILVA et al.,
magnetizado ¢ Pseudomonas imobilizada n&o apresentou perda de atividade durante 7 2018b)
fluorescens ciclos, revelando um tempo de meia-vida de 970 h.
Nanoparticula de Adsorgéo fisica Candida antarctica \r{)er::(?\f:l? -;1Zi?)$eat2it]/i?jg(§: nti?nggt;})rilnzalp;(aj? gplor:tge (FERNANDES et
PHBV ¢ (CALB) P  d P al., 2014)
contato
Oc_tll-agarase, Candida antarctica e Os melhores resultados foram obtidos em octil-agarose:
Hexil-toyopearl e X g L (MENDES,
. Adsorgéo fisica Thermomyces aumento de 45 vezes na atividade da LTL e 196 vezes na
Octadecil- . L P 2009)
lanuginosus (LTL) estabilidade térmica da CALB
sepabeads
(MENDES; DE
Particulas de PHB, Ligacéo Candida antarctica  Melhor atividade e tempo de meia vida obtidos em suporte CASTRO; DE
bc_agago de cana, covalente (CALB) de quitosana-alginato modificado com TNBS L.C.
quitosana/alginato GIORDANO,
2013)
Fllme_ de quitosana Ligacgéo . . Observou-se perda de atividade no segundo ciclodeusoe  (AMORIM et al.,
ativado com Candida cylindracea e . .
covalente estabilidade até o quarto ciclo 2003)

glutaraldeido

Celite

Adsorcéo fisica

Burkholderia cepacia

O biocatalisador foi empregado na transesterificacéo do oleo
de jatrofa para producdo de biodiesel utilizando etanol
comercial

(SHAH; GUPTA,
2007)

Fonte: Proprio autor.

(Continua)
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Tabela 6: Estudos empregando diferentes suportes e métodos de imobilizagdo de lipases.

(concluséo)

Suporte . Metp(_jo d~e Enzima Resultado Referéncia
imobilizagcdo
Hidrotalcita e Thermomvees A lipase imobilizada foi capaz de catalisar a (YAGIZ;
. Adsorcdo fisica omy transesterificacdo do 6leo de cozinha com metanol para KAZAN; AKIN,
zedlitas lanuginosus " o
produzir ésteres metilicos 2007)
Membrana de Adsorg_éc_) fisica . A estabilidade operacional da lipase imobilizada foi superior
< e aprisiona- Candida sp. ) . o (NIE et al., 2006)
algodao mento a 20 dias na sintese do biodiesel

Aerogel de silica

Sepabeads

Resina acrilica

SiO.-quitosana

Encapsulacéo

Encapsulacéo

Ligacgéo
covalente

Ligacgéo
covalente

Burkholderia
cepacia, Candida
antarctica

Candida rugosa

Thermomyces
lanuginosus

Candida rugosa

(ORCAIRE;
BUISSON;
PIERRE, 2006)

Os dois biocatalisadores mostraram-se adequados para
aplicacdo na transesterificacdo do 6leo de girassol com
acetato de metila

(PRAZERES;
GARCIA;
CABRAL, 1993)

A lipase imobilizada apresentou valores elevados de hidrélise
do azeite de oliva em processo batelada

A preparacdo enzimatica demonstrou ser bastante estavel e (RODRIGUES et

ativa na reacgéo de transesterificacdo do 6leo de soja al., 2010)
A estabilidade térmica da lipase imobilizada apresentou um x
. .o (SIMOES et al.,
aumento de aproximadamente 9 vezes em rela¢do a enzima 2011)

livre.

Fonte: Préprio autor.

8¢
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As principais caracteristicas que devem ser observadas na escolha de um suporte que,
posteriormente poderd afetar a qualidade do biocalisador imobilizado sdo (CARVALHO;
LIMA; SOARES, 2014; MOHAMAD et al., 2015):

e Quimicas: estabilidade quimica, grupos funcionais, composic¢do da superficie do
material, composicao quimica e micro efeitos (pH, carga da superficie, natureza hidrofobica e
hidrofilica, efeito redutor e a presenca de ions metalicos);

e Mecanicas: diz respeito ao comportamento sob compresséo, tamanho da particula,
resisténcia a compactacdo quando operando em reatores de leito fixo, abrasdo quando
operando em reatores agitados e velocidade de sedimentacdo quando operando em reatores de
leitos fluidizados;

e Morfoldgicas: associadas a porosidade do suporte, podendo ter baixa area
superficial (ndo porosos), elevada area superficial (porosos), estrutura em gel, didametro e

volume de poro acessiveis na matriz.

3.7 SUPORTES POLIMERICOS

Dentre os diferentes tipos de suportes soélidos para imobilizacdo de enzimas, 0s
suportes poliméricos estdo sendo muito empregados, visto que € possivel controlar parametros
importantes a imobilizacdo, como tamanho de particula, porosidade, tamanho e volume de
poros, além da ampla gama de polimeros com elevada estabilidade quimica e térmica
(CANEVAROLO JR., 2006).

Uma opcdo que apresenta grande potencial de utilizacdo € o poli(estireno-co-
divinilbenzeno), objeto de diversos estudos para imobilizacdo de diferentes enzimas e
aplicacdes variadas (DIZGE; KESKINLER, 2008; FAN et al., 2014; HATTORI; SUDOL;
EL-AASSER, 1993; IZQUIERDO et al., 2014; SILVA et al., 2018b; VILLENEUVE et al.,
2000). Sua forma estrutural com seus mondmeros esta representada na Figura 3.

Neste caso, o divinilbenzeno atua como agente reticulante na sintese, tais agentes sdo
moléculas que apresentam baixa massa molar e grupos funcionais reativos, com capacidade
de viabilizar ligagdes inter ou intracadeias polimericas. Dependendo da natureza do
reticulante, as principais interacdes formadas na rede sdo ligagdes covalentes ou idnicas
(BERGER et al., 2004; GONSALVES et al., 2011).
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Figura 3: Esquema representativo da formacao do copolimero de STY-DVB.
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Fonte: (BENTO, 2015).

O estudo de polimeros ramificados e reticulados tém recebido bastante atencdo de
estudiosos no assunto, devido suas caracteristicas especiais e a possibilidade de alteracdo em
suas propriedades. Um exemplo é a polimerizacdo radicalar, em que é possivel sintetizar
polimeros reticulados utilizando um mondémero que contenha em sua estrutura, pelo menos,
duas duplas ligacGes carbono-carbono. Este monémero secundério, recebe o nome de agente
reticulante. Quando ocorre a incorporacdo do agente reticulante a cadeia polimérica em
crescimento, uma das duplas ligagdes carbono-carbono permanece disponivel, possibilitando
a ligacdo com uma segunda cadeia polimérica em crescimento. Como uma cadeia pode conter
varias duplas ligacdes disponiveis, a estrutura final do polimero pode ser bastante complexa
(SANTOS, 2015).

Visto que a modificacdo morfoldgica do suporte pode melhorar sua eficiéncia na
imobilizagdo da enzima, o presente trabalho visa estudar a influéncia do agente reticulante nas
caracteristicas finais do suporte polimérico a base de estireno magnetizado. Seréo testados:
Divinilbenzeno (DVB), Etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA), Trietilenoglicol dimetacrilato
(TEGDMA) e Triacrilato de trimetilolpropano (TMPTA). As Figuras 4, 5 e 6 ilustram

esquemas representativos da formacao desses copolimeros.



Figura 4: Esquema representativo da formacao do copolimero de STY-EGDMA.
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Figura 5: Esquema representativo da formacéo do copolimero de STY-TEGDMA.
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Figura 6: Esquema representativo da formacao do copolimero de STY-TMPTA.
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Suportes hibridos-poliméricos sdo bastante estudados, e apresentam uma combinagéo
de propriedades que, por sua vez, ndo sdo encontradas em materiais convencionais. Hibridos
organico-inorganicos podem ser facilmente preparados e modificados, apresentam diversas
possibilidades de combinacBes entre o0s componentes disponiveis, o que confere
caracteristicas especificas ao material produzido, como, propriedades mecéanicas, controle da
porosidade e ajuste no balanco hidrofilico/hidrofébico, dependendo da aplicacdo desejada
(PEREIRA, 2014).

Materiais hibridos podem ser empregados na extracdo de cations metalicos em
solucBes aquosas ou ndo aquosas, catalise, trocadores idnicos, cromatografia, uso industrial,
entre outros. Dentre estes, destaca-se a classe dos compdsitos poliméricos magnéticos
(BENTO, 2015; PEREIRA, 2014).

3.8 POLIMEROS

Os polimeros sdo formados por varios atomos conectados entre si, formando longas
cadeias. Os atomos na cadeia principal geralmente sdo carbono, oxigénio, nitrogénio ou
enxofre, combinados em uma configuracdo Unica para cada polimero. Outros atomos ligados
a cadeia principal do polimero, podem ser: hidrogénio, carbono, oxigénio, cloro, fltor e / ou
bromo (WAGNER; MOUNT; GILES, 2014).

Cada polimero possui uma disposicéo espacial Unica de atomos, composta por muitas
(poli) unidades de repeticdo (meros) ligadas entre si com propriedades fisicas e reoldgicas
especificas, resultando em um material com caracteristicas e desempenho distinto para cada
aplicacdo, como resisténcia ao impacto, a tracdo e flexdo, ao calor, cor x transparéncia,
propriedades elétricas, entre outras. Tais propriedades tém relacdo com o tipo do mondémero,
com o numero médio de unidades de repeticdo por cadeia e com o tipo de ligacdo covalente
presentes na matriz polimérica (CANEVAROLO JR., 2006; WAGNER; MOUNT; GILES,
2014).

Os polimeros séo classificados em trés grandes grupos: plasticos, borrachas e fibras.
Os polimeros com elevada massa molar recebem o nome de plasticos, tém a caracteristica de
serem solidos como produto final e sdo subdivididos em termoplasticos e termofixos. Os
termoplasticos podem ser repetidamente amolecidos e solidificados pela adicdo ou remogéo
de calor, permitindo que os materiais sejam processados por extrusdo, moldagem por injecao

e outros equipamentos de processamento de fusdo, por varias vezes. Os termorrigidos sdo
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aquecidos para acelerar uma reagdo de reticulagdo quimica chamada cura, na qual uma nova
espécie quimica é formada em um sélido que nédo se funde quando aplicado calor (WAGNER;
MOUNT; GILES, 2014).

As borrachas sdo elastdmeros naturais ou sintéticos, que podem estar cruas,
vulcanizadas ou regeneradas. Enquanto que as fibras sdo termoplasticos orientados na direcdo
da cadeia principal e possuem, obrigatoriamente, comprimento (L) cem vezes maior que 0
diametro (D) (L/D > 100) (CANEVAROLO JR., 2006).

Os polimeros ainda podem ser classificados quanto a sua estrutura quimica, sendo
compostos apenas por cadeias carbdnicas ou por cadeias heterogéneas; quanto ao método de
preparacgéo, por polimerizacdo por adi¢do ou por condensagdo e quanto a0 comportamento e
desempenho mecénico (CALLISTER J. W. D., 2002; CANEVAROLO JR., 2006).

A producdo de um determinado polimero exige a escolha de um método adequado,
que possibilite um bom controle de massa e de distribuicdo de tamanho de particulas, assim
como a facilidade de manuseio e de processamento da massa polimérica formada. Os
principais métodos de polimerizacdo sdo: em massa, em solucdo, em suspensao e emulsdo
(CANEVAROLO JR., 2006; CARRAHER, 2010; FRIED, 2003).

3.8.1 Polimerizacdo em Massa

A polimerizacdo em massa é o0 método mais simples, de baixo custo, contendo apenas
mondmero e iniciador. O progresso da polimerizacdo pode ser observado pelo aumento da
viscosidade do meio reacional (FRIED, 2003).

Sua principal vantagem é a qualidade do produto final, apresentando excelentes
propriedades e baixa quantidade de impurezas. No entanto, possui como desvantagem, o
dificil controle da temperatura do meio durante a reacao, visto que a reacdo de polimerizacao
é exotérmica. Devido a esse fator, pontos de superaquecimento podem surgir durante a
sintese, 0 que provoca um desequilibrio no crescimento da cadeia, aumentando a velocidade
de téermino da reacdo, resultando em um polimero com ampla distribuicdo de massa molar
(CANEVAROLO JR., 2006; FRIED, 2003).
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3.8.2  Polimerizagéo em Solucéo

Assim como na polimerizagdo em massa, na polimerizagdo em solucdo sao
empregados mondémero e iniciador, porém, com o intuito de melhorar a distribuicdo da
temperatura, € adicionado um solvente, inicialmente solivel ao meio. No entanto, com o
decorrer da reacdo, o polimero formado poderd ser solivel ou ndo ao meio reacional. Caso
seja soltvel, o produto final é uma solucdo do polimero no solvente, e normalmente é
empregado desta forma. Se o polimero sintetizado for insolivel ao meio, recebe a
denominacdo de polimerizacdo em lama ou com precipitacdo, e neste caso, o polimero é
separado do meio reacional, seco e granulado (CANEVAROLO JR., 2006).

Um importante fator ¢ a escolha do solvente, visto que este deve apresentar as
seguintes caracteristicas: ser um diluente inerte; facilitar a mistura dos componentes do meio,
reduzindo a taxa de aumento da viscosidade com o decorrer da reacdo de polimerizacdo
(FRIED, 2003).

Uma desvantagem deste método € justamente a utilizacdo de solventes, que além de
serem substancias toxicas, elevam o custo da producdo. Em geral sdo reacfes mais lentas
devido a diluicio dos mondmeros, ocasionando baixo rendimento operacional
(CANEVAROLO JR., 2006; MANO; MENDES, 1999).

3.8.3  Polimerizacdo em Emulséo

Nesta técnica de polimerizacdo um agente emulsificante é adicionado para manter o
mondmero disperso em agua, formando micelas (contendo extremidades hidrofébicas e
hidrofilicas). Em geral, esse sistema reacional é constituido pelos seguintes componentes:
mondmero(s), meio de dispersdo, agente emulsificante, iniciador solivel em agua, e,
eventualmente, um agente de transferéncia (CANEVAROLO JR., 2006). A polimerizacdo
ocorre dentro das micelas gerando um produto na forma de pé fino.

A polimerizacdo em emulsdo é amplamente utilizada comercialmente para a producao
de uma variedade de polimeros. As vantagens deste método séo a utilizagdo de agua como
meio dispersante, facilidade de homogeneizacdo, poucas reacOes laterais e obtengdo de um
polimero de elevado peso molecular. Como desvantagens estdo a necessidade de um agente
coagulante para precipitar o polimero, a dificuldade de purificacdo do produto final e a
necessidade de um iniciador hidrossolivel (MANO; MENDES, 1999).
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3.8.4  Polimerizagdo em Suspensao

Na polimeriza¢do em suspensdo, o iniciador é previamente dissolvido no monémero e
em seguida adicionado a uma solucdo aquosa contendo o agente de suspensdo. Quando
iniciada a agitacdo do meio reacional, o agente de suspensdo dispersa 0 monémero no formato
de pequenas gotas, estabilizando-as. Como produto final s&o obtidas pérolas com dimensdes
de 0,05 a 0,25 mm, que devem ser lavadas e secas para posterior utilizagdo (CANEVAROLO
JR., 2006).

Os iniciadores mais empregados nesta técnica sdo: peroxidos (peréxidos de benzoila,
diacetil, lauril, e terc-butil), compostos do tipo azo (Azobisisobutironitrila - AIBN) e idnicos
(alquilas de aluminio e antiménio, cloreto de titanio e cromio, e alguns 6xidos) (FRIED,
2003).

A concentracdo de iniciador influencia na massa molar e na distribuicdo do tamanho
das particulas do polimero, visto que, quanto maior a concentragdo do iniciador maior sera a
taxa de polimerizacdo, provocando a formacdo de cadeias poliméricas de menor tamanho
(menor massa molar). Além disso, a elevada taxa de polimerizacdo contribui com o aumento
da viscosidade do meio e propicia o mecanismo da coalescéncia. O mesmo efeito é observado
pelo aumento da temperatura, que eleva a taxa de polimerizacdo e contribui para o aumento
da viscosidade reacional (MACHADO; LIMA; PINTO, 2007).

O agente de suspensdo, na sua grande maioria € constituido por polimeros polares e
atua diminuindo a tensdo interfacial entre as gotas de monémero e a agua, além de formar
uma fina camada sobre as gotas, protegendo-as da coalescéncia. O poli(alcool vinilico) (PVA)
€ um dos estabilizantes mais utilizados em polimerizagio em suspensio (ALCAZAR et al.,
2017; MACHADO; LIMA; PINTO, 2007). A concentracdo do agente de suspensdo é um fator
importante para a polimerizacdo, visto que pode influenciar a estabilidade da reacdo na sua
fase inicial, atuando sobre as pequenas gotas formadas, e consequentemente estabilizando as
particulas obtidas.

Outro fator que tem grande influéncia sobre o produto final da sintese, é a agitacdo do
meio reacional, visto que, quanto maior a frequéncia da agita¢do, maior sera a “quebra” das
gotas, favorecendo assim a formacdo de gotas menores, e consequentemente particulas
poliméricas menores (MACHADO; LIMA; PINTO, 2007).

De acordo com a literatura, 0 emprego da polimerizagdo em suspensdo é uma das

melhores alternativas para a incorporagdo de particulas magnéticas. As principais vantagens
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desta técnica, em comparacdo aos outros métodos de polimerizacdo sdo: a facil remocéo de
calor, bom controle da temperatura, aumento da viscosidade pouco relevante, facil manuseio e
isolamento do produto obtido, baixos niveis de impurezas no polimero formado e o baixo
custo do processo (ALCAZAR et al., 2017; MACHADO; LIMA; PINTO, 2007). Em vista do
exposto, esta técnica foi selecionada para o desenvolvimento do presente trabalho.

3.9 COMPOSTOS MAGNETICOS

Um material apresenta propriedades magnéticas em decorréncia do momento
magnético dos elétrons de seus atomos, que tém origem nas camadas eletrénicas semi-
preenchidas. Destacam-se 0s metais de transicdo da série do ferro (elementos com a camada
3d semi-preenchida): Fe, Co, e Ni, e 0s que possuem a camada 4f semi-preenchida: Nd, Sm,
Gd e Dy (CULLITY; GRAHAM, 2009).

Os nanomateriais magnéticos tem atraido atencdo consideravel devido as suas
propriedades Unicas. Estdo sendo aplicados com sucesso em baterias de ion litio, catalisadores
de supercapacitores, liberacdo de agentes terapéuticos para tecidos especificos, marcacao e
classificacdo de células, bem como na separacdo de produtos bioquimicos. As nanoparticulas
de dxido de ferro (Fe3Oa e Fe203) sdo especialmente interessantes para aplicacfes biomédicas,
visto que apresentam algumas propriedades, tais como, biocompatibilidade,
superparamagnetismo, pequeno tamanho e baixa toxicidade. Além disso, podem ser utilizadas
como suportes para 0 preparo de biocatalisadores, devido sua facilidade de recuperacdo do
meio reacional (MIJONE, 2014; SARANYA et al., 2015; SILVA, 2017; SILVA et al., 2018b;
VALENZUELA et al., 2009).

A magnetita (FesO4) € um excelente material magnético entre os dxidos de ferro. E um
mineral ferrimagnético, contendo ions de Fe em dois estados de oxidacdo, Fe?* e Fe**. Como
pode ser observado na Figura 7, trata-se de uma estrutura cubica, de espinélio invertida, na
qual o oxigénio forma um envoltério fechado de face centrada (FCC), com os jons de O
coordenados tanto a ions Fe?* quanto Fe** (OLIVEIRA; FABRIS; PEREIRA, 2013). Os ions
Fe?* ocupam os intersticios octaédricos, sendo responsaveis pela magnetizagdo de saturagdo e
pelo comportamento magnético do material. J& os ions de Fe3* sdo divididos igualmente entre
as posicoes tetraédricas e octaedricas, ndo permitindo a existéncia de um momento magnetico
resultante destes ions (OLIVEIRA; FABRIS; PEREIRA, 2013).
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Figura 7: Estrutura cristalina da magnetita.

Fonte: (OLIVEIRA; FABRIS; PEREIRA, 2013)

A magnetita tem sido amplamente aplicada em diferentes areas, como em ferrofluido,
catalise, pigmentos, meios magneéticos de armazenamento, protecdo ambiental, separacao
celular e diagnostico clinico. Vaérias estruturas de magnetita, incluindo nanocristalinas,
particulas, fios, bastdes, tubos e nano folhas tém sido sintetizadas com sucesso, empregando
diferentes métodos (MIJONE, 2014; SARANYA et al., 2015).

Os compositos poliméricos magnéticos sdo formados basicamente por uma matriz
polimérica e cargas de particulas magnéeticas, geralmente magnetita (Fez0Oa), que possui forte
propriedade magnética e baixa toxicidade, além de féacil obtencdo. A magnetita pode ser
obtida por diferentes meios, como a decomposi¢do térmica, microemulsdo e co-precipitacéo.
A co-precipitacdo é a técnica mais difundida devido a facilidade na execucdo e baixo custo
(BENTO, 2015; BENTO et al., 2017), sendo portanto selecionada para a obtencdo da
magnetita no presente trabalho.

Particulas magnéticas, quando introduzidas na matriz polimérica durante a sintese do
polimero, apresentam vantagens em relacdo aos demais suportes, pois podem ser separadas
facilmente pela simples aplicacdo de um campo magnético, o que facilita o procedimento de
imobilizacdo, seu manuseio na fase de reacdo e posteriormente nas etapas de separacao e
recuperagdo. A separacdo magnética evita a perda da atividade enzimatica observada nas
técnicas cléssicas de separagdo, como centrifugacdo ou filtracdo, prejudicando sua estrutura

tridimensional, em fungdo por exemplo, da compactacdo das particulas (HALLING;



48

DUNNILL, 1980; JUDY-AZAR; MOHEBBI, 2015; PIETERS; BARDELETTI, 1992;
ROBINSON; DUNNILL; LILLY, 1973).

Materiais magnéticos foram utilizados para imobilizar enzimas pela primeira vez por
Robinson et al. (1973), que estudaram as propriedades dos biocatalisadores magnéticos em
reatores enzimaticos imobilizados, através da imobilizacdo de duas enzimas (a-quimotripsina
¢ B-galactosidase) em suportes de 6xido de ferro, ativado com amino silano e um composto de
oxido de ferro-celulose ativado com brometo de cianogénio.

Em outro trabalho, Dekker (1989) relatou a imobilizacdo da lactase em suporte
magnético, obtido pelo tratamento da magnetita com polietilenoimina e reticulacdo com
glutaraldeido. Em um reator batelada, a enzima imobilizada hidrolisou completamente a

lactose, apresentando elevada estabilidade.

3.10 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

O planejamento de experimentos € uma importante ferramenta utilizada para otimizar
uma variedade de processos da engenharia. Envolve o planejamento e a realizacdo de um
conjunto de experimentos para estudar o comportamento de um sistema e determinar 0s
efeitos das variaveis experimentais nesse sistema (MAKELA, 2017).

Os dados adquiridos, contendo as respectivas incertezas e/ou erros, sdo organizados
pelo proprio método. Um modelo matematico é obtido, contendo informacges sobre os efeitos
das condicdes experimentais na dire¢cdo e magnitude da resposta medida. Uma vez que, o
modelo determinado seja estatisticamente valido, este pode ser usado para prever futuras

observac@es dentro da faixa de estudo empregada (MAKELA, 2017).

3.10.1 Taguchi

A metodologia Taguchi foi desenvolvida nos anos 80 e baseia-se no uso de matrizes
ortogonais. Os projetos permitem quantificar efeitos lineares e combinacGes de variaveis
adequadas para a melhoria do sistema. O Taguchi desenvolve uma metodologia para
encontrar configuragdes 6timas dos fatores de controle e tornar um produto ou processo
insensivel aos fatores de ruido (quando os testes forem realizados em replicatas) (MAKELA,
2017; XIANSHENG et al., 2011).



49

Em contraste com outros métodos analiticos, 0 método de Taguchi determina tanto o
resultado 6timo de dados analiticos finitos, quanto os fatores de qualidade dominantes
envolvidos na otimizagdo do processo (MAKELA, 2017; XIANSHENG et al., 2011). Acentua
a importancia em reduzir a variabilidade de um processo em torno de um “valor alvo”
estabelecido, ou seja, reforca a necessidade de trazer a media do processo para o valor
nominal especificado no projeto (BRANDT; BRANDT; NUNES, 2016) e assim obter sua
otimizacao.

Ao contrario do planejamento fatorial, em que todas as combinacbes possiveis sao
testadas, Taguchi emprega um numero minimo de tentativas, analisando pares de
combinagdes, minimizando tempo e reduzindo custos. Pode ser utilizado em diferentes areas,
como na industria médica, farmacéutica, terapéutica e no controle da poluicdo (CHAN et al.,
2014).
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4, MATERIAIS E METODOS
41 MATERIAIS
4.1.1  Sintese dos suportes

Para a sintese dos copolimeros foram utilizados como reagentes: alcool polivinilico —
PVA 88% hidrolisado — MM 78000 (Polysciences, Inc.), azobisisobutironitrila - AIBN (MIG
Quimica), peroxido de benzoila — BPO (Hexion Quimica LTDA), divinilbenzeno — DVB 80%
(Sigma-Aldrich®), dimetacrilato de etilenoglicol - EGDMA (Sigma-Aldrich®), dimetacrilato
de trietilenoglicol - TEGDMA (Sigma-Aldrich®) e triacrilato de trimetilolpropano — TMPTA
(Sigma-Aldrich®), estireno 99 % (Sigma-Aldrich®), heptano 95 % (Cromoline), toluol 99,5
% (Cromoline), metanol 99,8 % (Cromoline) e cloroférmio 99,9% (Synth).

4.1.2  Magnetizacdo dos copolimeros

Como reagentes para a sintese e modificacdo da magnetita foram utilizados: acetato de
etila 99,5 % (Cromoline), hidroxido de sédio 99 % (Synth), cloreto de ferro (11) 99 % (Sigma-
Aldrich®), cloreto de ferro (111) pentahidratado 99,5 % (Sigma-Aldrich®), acido oleico P.A

(Cromoline) e etanol 96 % (Cromoline).

4.1.3 Imobilizacéo e determinacdo da atividade enzimatica

Preparacdo comercial da lipase fungica B de Candida antarctica (CALB), adquirida
da Sigma-Aldrich®, foi utilizada para obtencdo de biocatalisadores a partir da imobilizacio
nos diferentes copolimeros magnéticos sintetizados. Os demais reagentes utilizados no
processo de imobilizacdo foram: polietilenoglicol - PEG MM 1500 (Synth) e heptano 95%
(Cromoline).

Para as analises de atividade hidrolitica: dihidrogenofosfato de potassio 99%
(Cromoline), etanol 96% (Cromoline), hidrogenofosfato dissédico 99% (Synth), hidréxido de
potassio 85% (Synth), butirato de metila 99 % (Sigma-Aldrich®). As analises de atividade de

esterificacdo utilizaram: acido oleico P.S (Cromoline) e etanol anidro (Synth).
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4.2 EQUIPAMENTOS

Os principais equipamentos utilizados no desenvolvimento do trabalho estdo
apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Principais equipamentos utilizados durante a realizacdo do trabalho.

Tipo de anélise e/ou ensaio

Equipamento Modelo/Fabricante
Agitacdo mecénica Agitador Mecanico IKA (IKA Laboratory
Equipments)
Anélise Textural pelo Analisador Multiponto Quantachrome Instruments
Método de BET BET - Anton Paar (NOVA,
Modelo 4200)
Calorimetria leerepglal de Calorimetro Diferencial ~ TA Instruments (Modelo
Varredura e Analise
s por Varredura Q600 SDT)
termogravimétrica

Classificacdo granulométrica  Agitador de peneiras Sppencer (série 11-05)

Determl_naga}o da curva de Magnetom_etro de VSM modelo PAR4500
magnetizacdo (Histerese) Amostra Vibrante

Difracéo de Raios-X Difratdbmetro de Raios-X Xﬂa;\égg E?:S}I/ﬂacﬁ;
Espectrometria de Emisséo

Ootica por Plasma Acoplado Espectrometro de PerkinElmer Precisely
ptica por ™ P Emissdo Optica (Modelo Optima 7300DV)
Indutivamente
Espectroscopia na regido do Espectrometro de Shimadzu (Modelo IR
Infravermelho por Infravermelho Prestige-21)
Transformada de Fourier g
Espectroscopia por Energia Erlf;rp?gtg)i?e;gi\?::je HITACHI, modelo
Dispersiva de Raios-X g Raios?—X SwiftED3000

Espectroscsgrlr?a\nllbracmnal Espectrdmetro Raman Renishaw 2000

Fonte: Proprio autor. (Continua)
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Tabela 7: Principais equipamentos utilizados durante a realizacéo do trabalho. (conclusdo)

Tipo de anélise e/ou ensaio Equipamento

Modelo/Fabricante

e Banho ultratermostatico
Estabilizacdo da temperatura

na sintese polimérica Banho termostatico

Microscopia Eletrénica de Microscopio Eletronico
Varredura de Varredura

Microscopia Optica Comum Microscopio Optico

Comum
Sintese das particulas Reator vidro encamisado
poliméricas 051L)
Teor de umidade Balanca analitica

PHD (BUTH9 1600W)

PHD (BTATH9 2000W)

HITACHI TM3000

Opton Microscopios
(Modelo TNB-01T-INF-
LED)

P.H.D (RFVCHO.5)

Shimadzu (Modelo
MOC63u)

Fonte: Proprio autor.

43 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.3.1 Purificagdo dos iniciadores das reagoes

de polimerizagdo: AIBN

(azobisisobutironitrila) e BPO (perdxido de benzoila)

Ambos os iniciadores foram purificados via recristalizacdo. 5 g de AIBN foram

adicionados em um erlenmeyer, sendo totalmente solubilizados em 200 mL de metanol sob

agitagdo magnética, por 30 min. Em seguida, a solucgdo foi mantida entre 4 a 6 °C por 4 h, e de

-6 a -3 °C por 20 h. Para a purificacdo do BPO, 25 g foram totalmente solubilizados em 100

mL de cloroférmio sob agitacdo magnética por 30 min, sendo a solu¢do mantida por 4h entre

4a6°Cede-6a-3°Cpori4h,

Os cristais foram filtrados e secos em dessecador utilizando silica gel como agente

desumidificante.

4.3.2  Sintese da Magnetita: Co-Preciptacéo dos ions Fe*? e Fe*3

Solugdes aquosas de FeCl, 0,6 mol.L™ e de FeCls.4H20 1,2 mol.L* foram misturadas,

lentamente, em propor¢des adequadas em um béquer imerso em banho maria, sob agitacéo
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mecanica. A temperatura do meio reacional foi estabilizada a 65 °C e uma solucdo aquosa de
NaOH 4 mol.L* foi adicionada lentamente ao meio, até que a solugéo resultante atingisse pH

11,0. A Equacdo 1 mostra a reacdo ocorrida para a formacdo da magnetita:

Fe?'+ 2Fe* ™+ 8OH'” — Fe;0,+ 4H,0 (Equagéo 1)

A solucdo resultante, de coloracdo negra, foi mantida sob agitacdo durante 30 min a 65
°C, seguida de repouso sobre um ima para auxiliar a decantacdo das particulas magnéticas
formadas. A massa negra decantada foi separada e lavada sucessivamente com &gua ultrapura
e solucdo 1:1 de acetato de etila e 4gua ultrapura, até atingir pH 7,0. O fluido férrico contendo
as particulas magnéticas foi filtrado a vacuo e levado a estufa a 60 °C por 18 h (BENTO et al.,
2017).

4.3.3  Modificacdo da superficie da magnetita com acido oleico

Visando aumentar a hidrofobicidade da magnetita, e assim facilitar sua dispersdo na
fase organica durante a polimerizacdo, foi realizada uma modificacdo da sua superficie
empregando acido oleico, conforme metodologia descrita por Bento et al. (2017). A magnetita
seca foi misturada sob agitacdo constante em acido oleico numa proporcdo (m/v) de 3,25 g de
magnetita: 40 mL acido oleico.

Em seguida foram adicionados 80 mL de agua, sendo a mistura mantida sob agitacéo
durante 30 min. A emulsdo formada foi filtrada a vacuo e lavada com etanol para remover o
acido oleico residual. As particulas magnéticas modificadas foram levadas a estufa a 60 °C
por 18 h para completa secagem, e entdo adicionadas a polimerizacdo em proporc¢des
variadas, estabelecidas posteriormente (LEE; RHO; JUNG, 2002).

4.3.4  Sintese dos copolimeros magnéticos a base de estireno

Os copolimeros magnetizados foram sintetizados a partir da técnica de polimerizagdo
em suspensdo, em reator de vidro encamisado com capacidade de 500 mL (P.H.D.
equipamentos para laboratorio, modelo RFVCHO.5).

A polimerizacéo foi realizada empregando uma fase organica e uma fase aquosa (1:8).

A fase orgénica (fase dispersa) foi composta por estireno e um agente reticulante, podendo
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ser: divinilbenzeno (DVB) ou dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA) ou dimetacrilato de
trietilenoglicol (TEGDMA) ou triacrilato de trimetilolpropano (TMPTA). A essa mistura
também foram adicionados toluol (solvente de alta afinidade), heptano (solvente de baixa
afinidade), AIBN ou BPO como iniciador e magnetita (FesO4) modificada com acido oleico
macerada, proporcionando caracteristicas magnéticas ao suporte. A fase aquosa (fase
continua) foi composta por 1 % de PVA (agente de suspensdo) dissolvido em 400 mL de agua
ultrapura. Todos os reagentes foram adicionados em proporcdes definidas pela metodologia
empregada (arranjos ortogonais de Taguchi L9).

As sinteses tiveram duracdo de 6h, sob agitacdo mecénica de 310 rpm, a 70 °C, sendo
as duas primeiras horas realizadas sob atmosfera inerte (argonio). A Figura 8 ilustra o aparato

experimental empregado.

Figura 8: Esquema experimental empregado para a sintese dos copolimeros.

Banho termostatico para
aquecimento da solugdo
reacional

Banho termostatico para
resfriamento do
condensador

«—Linha de gas (Argonio)
Agitador mecanico
Termémetro PT 100

«— Reator encamisado
(500 mL)

Meio reacional:
Monoémeros
Solventes
Magnetita

‘Y L I | Iniciador

PVA 1% (400 mL)

Fonte: Proprio autor
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Apos a polimerizagdo, 0 meio contendo as particulas poliméricas foi filtrado a vacuo e
lavado exaustivamente com &gua ultrapura (UP) a temperatura ambiente e 4gua UP aquecida a
50 °C, acetona e etanol, para remocdo da fase aquosa e dos reagentes residuais. Em seguida, o
material foi seco em estufa a 60 °C por 18 h, classificado granulometricamente em agitador de
peneiras da marca Sppencer (série 11-05) e sua umidade medida em balanca Shimadzu
(Modelo MOCG63u). A Figura 9 mostra as etapas sequenciais para a obtencdo do material

polimérico magnético final.

Figura 9: Etapas para a obtencdo do suporte: a) Polimerizacéo realizada em reator encamisado, b) Filtracdo para
separacdo do suporte obtido, c) Lavagem das particulas poliméricas e d) Suporte polimérico magnético seco,
obtido apos a classificacdo granulométrica e sob a acdo de um ima.

Fonte: Préprio autor

4.3.5 Imobilizacéo da lipase CALB nas matrizes poliméricas sintetizadas

Lipase B de Candida antarctica (CALB) foi imobilizada por adsor¢do fisica nos
suportes poliméricos previamente embebidos em heptano, em uma proporcéo de 1:10 (m/v),
sendo mantidos sob agitacdo por 2h. Para cada grama de suporte foram adicionados 0,25 mL
da lipase na forma livre e 100 pL de solucdo aquosa 5 g.L™ de polietilenoglicol (PEG-1500).

A mistura contendo enzima, suporte e PEG-1500 foi homogeneizada por agitacéo
suave, seguida de contato estatico por um periodo adicional de 18 h a 4°C. A recuperacdo dos
derivados imobilizados foi efetuada por filtracdo a vacuo, sendo realizadas lavagens
sucessivas com heptano até a redugdo da umidade para valores inferiores a 10%. A umidade
do derivado imobilizado foi determinada em balanca de umidade Shimadzu (Modelo
MOC63u).
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4.3.6  Determinagdo da atividade enzimética dos biocatalisadores
4.3.6.1 Hidrolise do butirato de metila (HBM)

A atividade hidrolitica dos derivados imobilizados foi quantificada pelo método da
hidrolise do butirato de metila (FIDALGO, 2014), de acordo com a Equacdo 2. A reacdo de
hidrolise foi realizada em solugio-tampao fosfato 0,025 mol.L* (pH 7,0), sob agitagdo de 150
rpm em shaker a 37 °C. Ap6s 5 minutos de reagdo, a mistura foi titulada com solucédo de KOH
0,02 mol.L%, utilizando fenolftaleina como indicador.

Atividade (U.g")= (VarVp) + C+ 1000/ t*m

(Equacéo 2)
Em que: Va = Volume de KOH gasto na titulacdo da amostra (mL); Vb = Volume de KOH
gasto na titulacdo do branco (mL); C = Concentracdo da solucdo aquosa de KOH utilizada na

titulagdo (mol.L); t = tempo da reagdo em minutos e m = massa de biocatalisador (g).
4.3.6.2 Esterificacdo do oleato de etila (EOE)

A atividade sintética dos biocatalisadores obtidos foi efetuada pela reacdo de
esterificacdo do &cido oleico com etanol. As sinteses foram conduzidas em frascos de vidro
com capacidade total de 100 mL, contendo 11,4 mL de substrato e 0,5 g do derivado
imobilizado. Os frascos foram mantidos em shaker a temperatura de 45 °C sob agitacdo de
150 rpm, com retiradas de aliquotas de 100 pL & cada 10 min. A cada aliquota, foram
adicionados 10 mL de etanol 96%, sendo o consumo do &cido oleico quantificado por meio de
titulagdo com hidroxido de potéssio 0,04 mol-L™.

Uma unidade de atividade enzimética de esterificagdo (U) € definida como a
quantidade de enzima necessaria para formar 1 umol de oleato de etila por minuto de reacdo
sob as condicOes do ensaio. A atividade sintética foi determinada apenas na regido linear do
gréafico: concentracao do produto versus unidade de tempo.
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43.7 Estabilidade térmica dos biocatalisadores

A estabilidade térmica dos biocatalisadores selecionados foi estudada a partir da
hidrolise do butirato de metila, sendo quantificada a atividade hidrolitica residual, ap6s serem
incubados em meio heptano a 50 °C por até 240 min. A quantificacdo foi realizada em tempos
pré-determinados.

Os coeficientes de desativacdo térmica (Kd) e tempos de meia-vida (ti2) para os

derivados imobilizados foram calculados a partir das Equacdes 3 e 4, respectivamente.

In(A)=In(A()- Kd * t (Equacéo 3)

1 1n@) .
ti_ /Kd (Equagéo 4)

Em que: Ao = atividade inicial e A = atividade residual.

44 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
441  Arranjo ortogonal — Taguchi L9

Visando estudar a influéncia de alguns fatores que interferem no processo de
polimerizacdo do suporte e assim obter as melhores condicdes de sintese para os 4
copolimeros obtidos a partir dos diferentes agentes reticulantes (DVB, EGDMA, TEGDMA e
TMPTA), foram realizados experimentos empregando arranjos ortogonais (L9 — Taguchi).

Para isso foram analisados os seguintes fatores: (A) % de massa dos monémeros
(STY+ Reticulante) na mistura mondmero/ solvente (m/m); (B) % de reticulante na massa
total de mondmeros (STY+ Reticulante) (m/m); (C) % de solvente com elevada afinidade/
solvente com baixa afinidade na mistura (massa toluol/ massa heptano) e (D) % de magnetita
em relagdo a massa total de mondmeros (STY+ Reticulante) (m/m). Os resultados obtidos

foram analisados pelo software Minitab 17.1 (Inc., USA).
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As Tabelas 8 e 9 mostram respectivamente, a matriz experimental (L9) empregada
para a realizacdo dos experimentos e os niveis de cada fator estudado, bem como sua

codificacdo.

Tabela 8: Matriz experimental (L9) empregada para a realizacdo dos experimentos

Ensaios Nivel codificado Nivel decodificado (%0)

A B C D A B C D
1 1 1 1 1 30 30 40 10
2 1 2 2 2 30 45 50 15
3 1 3 3 3 30 60 60 20
4 2 1 2 3 40 30 50 20
5 2 2 3 1 40 45 60 10
6 2 3 1 2 40 60 40 15
7 3 1 3 2 50 30 60 15
8 3 2 1 3 50 45 40 20
9 3 3 2 1 50 60 50 10

Fonte: Préprio autor

Tabela 9: Niveis dos fatores estudados na L9 e sua codificacéo.

Fator Codificado Fator Decodificado 1 Nl\éels 3
% de massa dos mondmeros
A na mistura mondmero/ 30 40 50

solvente

% de reticulante na massa
total de mondmeros

% de solvente com elevada
C afinidade/ solvente com 40 50 60
baixa afinidade na mistura

% de magnetita em relagéo

. N 10 15 20
a massa total de mondmeros

Fonte: Proprio autor
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As varidveis resposta estudadas no presente trabalho foram o rendimento total de
polimerizacdo (M ) © O rendimento em particulas tuteis (npy), classificadas na faixa
granulométrica 80-24 mesh, apontadas como ideal para a imobilizagdo de lipases (BENTO,
2015).

O rendimento total (n ) € em particulas uteis (npy) foi calculado segundo as

Equagoes 5 e 6, respectivamente.

Mfinal 100 (Equagdo 5)

N total =

inicial
Em que: M i € 0 rendimento total da polimerizagdo, myp,, ¢ @ massa das particulas
poliméricas obtida ap0s a sintese, subtraida a massa média de magnetita inserida (39,45 % da
massa inicial de magnetita) € mjpicia; € @ massa total dos mondmeros (STY + Reticulante)

empregada no inicio da polimerizacao.

nreu= U, 100 (Equacao 6)
Mypta)

Em que: mpy € o rendimento da sintese com particulas na faixa granulométrica entre 80-24
mesh, mpy € a massa das particulas obtidas apds a polimerizacdo nessa faixa € Mgy € a

massa total de copolimero obtido na sintese.

As particulas poliméricas foram caracterizadas empregando técnicas de analises
especificas, visando determinar suas propriedades morfoldgicas, estruturais, magnéticas e
térmicas, bem como o desempenho dos suportes na imobiliza¢do da lipase B de Candida

antarctica (CALB).

4.5 CARACTERIZACAO DOS COPOLIMEROS MAGNETICOS

Os suportes sintetizados foram caracterizados empregando técnicas de andlises
especificas, como EDX, FT-IR, Raman, ICP-OES, DRX, Histerese, DSC, TGA, Angulo de
contato, Densidade, MEV, MOC, BET e Grau de intumescimento.
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45.1  Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios-X (EDX)

A técnica de espectroscopia por energia dispersiva de raios-X (EDX) se baseia na
emissao de raios-X sobre a amostra, sendo que cada elemento da tabela apresenta um angulo
diferente de dispersdo na reflexdo dos raios-X. Desta forma, é possivel determinar
qualitativamente e semi quantitativamente os elementos presentes na amostra.

A andlise dos polimeros sintetizados foi realizada no acessério de EDX (HITACHI,
modelo SwiftED3000) acoplado ao microscopio eletronico de varredura HITACHI TM300,
no qual foram realizadas as anélises de MEV. A tensdo aplicada sobre a amostra foi de 15 kV

durante 20 s, sendo realizada uma andlise pontual.

45.2  Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

A espectrometria de infravermelho fundamenta-se nas mudancas de estados
energeéticos vibracionais causados pela interagdo féton-matéria na regido do infravermelho
(10000 a 100 cm™), baseando-se na absorcéo da radiacdo de diferentes frequéncias. ldentifica
grupos funcionais em amostras organicas ou inorganicas, a partir dos valores peculiares de
absorcdo de cada elemento.

As anélises dos suportes poliméricos foram realizadas em um espectrémetro da marca
Shimadzu (Modelo IR Prestige-21), alocado no Departamento de Materiais da Escola de
Engenharia de Lorena (DEMAR/EEL-USP). Foi utilizado o método de transmissao na regido
espectral de 4500 a 450 cm™, com resolugdo de 4 cm™, sendo as amostras preparadas em

cristais de KBr.

453  Espectroscopia Raman

As amostras foram analisadas por espectroscopia Raman em um equipamento
Renishaw 2000, equipado com laser de argbnio, operando com um comprimento de onda de
514,5 nm na regido de 1800 a 250 cm™.

Por se tratar de uma analise ndo destrutiva e direta, ndo foi necessario realizar qualquer
tratamento na amostra. O equipamento encontra-se alocado no Laboratorio de Materiais do
Instituto Tecnoldgico da Aeronautica — LABMAT / ITA.
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454  Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-
OEYS)

A técnica de ICP-OES € baseada na inducdo da amostra por uma fonte de plasma de
argonio (entre 7000 e 10000 K), que por sua vez, foi totalmente ionizada pelos acidos no
processo da digestdo. Antes de ser injetada no plasma, a amostra passa por uma camara de
nebulizagdo, e ao entrar em contato com o mesmo, os elétrons dos metais presentes na
amostra sdo induzidos a excitacdo, emitindo radiagdo em comprimentos de ondas especificos.
Os dados obtidos sdo comparados aos padrdes e a concentracdo € determinada de acordo com
a calibragéo do equipamento.

Para a realizacdo desta analise foi utilizado um espectrdmetro da marca PerkinElmer
Precisely (Modelo Optima 7300DV), alocado no Departamento de Engenharia Quimica da
EEL-USP, no Laboratorio de Caracterizacdo Analitica e Tratamento de Efluentes.

O equipamento foi calibrado com padrbes de diferentes concentracfes de Fe. Foram
utilizadas duas curvas de calibragdo, uma de concentragdo elevada (1-5 mg Fe. L) e outra de
concentracdo baixa (1-100 mg Fe.L). Antes das andlises, as amostras poliméricas foram
digeridas empregando duas metodologias:

1) Agua-régia: foram adicionados & um baldo volumétrico, 6 mL de de 4cido cloridrico
(HCI), 2 mL de acido nitrico (HNOs3) e avolumado para 50 mL com agua deionizada,
permanecendo sob agitacdo por cerca de 10 minutos;

2) Agua-régia + HF: em um baldo volumétrico foram adicionados 6 mL de de acido
cloridrico (HCI), 2 mL de &cido nitrico (HNOz), 2 mL de &cido fluoridrico (HF) e avolumado

para 50 mL com agua deionizada, permanecendo sob agitacdo por 10 minutos.

455 Difratometria de Raios-X (DRX)

A identificacdo das fases presentes nos suportes foi realizada através da difratometria de
raios-x (DRX), utilizando um difratbmetro da marca Malvern Panalytical (Modelo
Empyrean), alocado no Departamento de Materiais da Escola de Engenharia de Lorena
(DEMAR/EEL-USP).
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Os parametros da analise foram 20 entre 10° e 90°, tempo por passo de 25 s e passo de
0,026°. A identificacdo das fases foi conduzida no software Highscore 3.0 da marca
Panalytical.

45.6  Determinacdo da curva de magnetizacao (Histerese)

Para verificar as propriedades magnéticas dos suportes sintetizados, as particulas
poliméricas foram analisadas em um Magnetbmetro de Amostra Vibrante (VSM) modelo
PAR4500, alocado no Departamento de Materiais da Escola de Engenharia de Lorena
(DEMAR/EEL-USP).

A curva de magnetizacdo (curva de histerese) é gerada a partir de um grafico obtido
experimentalmente, que relaciona a inducdo magnética com a intensidade do campo
magnético, indicando a saturacdo de magnetizacdo do material analisado. O campo magnético

aplicado foi de: -90,0<|H|<90,0 kOe, sob temperatura ambiente.

45.7  Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) mede fluxos de calor associados aos
eventos térmicos verificados em materiais ao longo de uma varredura de temperatura. Tais
medidas fornecem informacBes qualitativas e quantitativas sobre transformacdes fisicas e
quimicas que envolvem processos endo ou exotérmicos, incluindo transi¢bes vitreas,
mudancas de fase, fusdo, cristalizacdo e pureza de materiais. O pardmetro investigado esta
relacionado com as variacGes de energia que ocorrem em cada processo, ou seja, tem-se um
registro da energia fornecida a amostra em funcdo do tempo.

As analises de DSC para os diferentes copolimeros sintetizados foram realizadas na
balanca termogravimétrica DSC-TGA da marca TA Instruments (Modelo Q600 SDT),
alocada no Laboratério de Combustdo e Captura de Carbono da Universidade Estadual
Paulista - Faculdade de Engenharia de Guaratingueta (LCs/UNESP/FEG), na faixa de
temperatura de 30 a 600°C. As amostras foram submetidas a uma taxa de aquecimento de 10

°C/minuto, sob um fluxo de 100 mL/min de nitrogénio.
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45.8  Andlise termogravimétrica (TGA)

Na analise termogravimétrica, a variacdo de massa resultante em funcdo da
temperatura, fornece informacdes sobre a composicdo e a estabilidade térmica da amostra
inicial, dos compostos intermediarios, bem como do composto final. E possivel determinar
quantitativamente e estudar os processos de desidratacdo, decomposicdo térmica e oxidativa,
assim como acompanhar diferentes reacdes, transicdes de fase e transformacges fisico-
quimicas.

As amostras poliméricas também foram caracterizadas na balanga termogravimétrica
DSC-TGA da marca TA Instruments (Modelo Q600 SDT), alocada no LC3/UNESP/FEG,
empregando as mesmas condicdes da analise de DSC.

45.9  Angulo de contato

A analise goniométrica permite determinar caracteristicas hidrofilicas e hidrofobicas
de materiais sélidos. O angulo de contato entre o fluido e o sélido foi determinado com
auxilio de uma camera de 20.7 Mpx e lente com abertura /2.0 de modelo Sony IMX214
Exmor RS, do tipo CMOS com LED, operada em condi¢cGes ambientes de temperatura e
pressao.

Uma gota de agua deionizada (10 pL) foi depositada na superficie da amostra e 0
angulo formado a partir do contato da gota com a superficie do solido foi calculado até
completa absorcdo da agua pelo material. As imagens foram capturadas a cada 5 min e

analisadas no programa ImageJ.

45.10 Densidade

45.10.1 Densidade Relativa de Solidos (Ds)

A densidade relativa dos suportes (Ds) foi determinada utilizando heptano como
solvente em um baldo volumétrico de 10 mL. As massas e 0s volumes dos copolimeros e do

solvente foram calculados a partir das Equacdes 7 a 9 (TEIXEIRA et al., 2017).
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d _mlheptano E 30 7
heptano™ 1 ( quacao )
heptano
m2heptan0= Myota — (mpolimer0+ Mpa130 Vazio) (Equa(;éo 8)
m r
_ __*Hpolimero ~
DS_ dpolimero_ M2 heptano (Equagao 9)
Vtotal- ( d )]
heptano

Em que: dpeprano = densidade do heptano (g-mLY); M4 orano= MasSSa do heptano no baléo

volumeétrico de 10 mL (g); Vlhepmnozlo mL (volume do solvente no baldo volumétrico);

Miorqr= Massa do baldo vazio (Mpqis0 vazio) + Massa do suporte (Myeiimero) + Massa do
heptano (m, hepmno) (2); Viotar= 10 mL e Ds = densidade relativa do polimero.

45.10.2 Densidade Aparente (Da)

A determinacdo da densidade aparente (em massa seca), consiste na medida do
volume e da massa de uma determinada amostra sélida, através da razdo entre as duas
grandezas. Esta analise foi realizada para os diferentes copolimeros sintetizados, utilizando

também um baldo volumétrico de 10 mL aferido.

45.11 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O microscopio eletronico de varredura (MEV) é um equipamento capaz de produzir
imagens de alta ampliacéo e resolugdo. O principio de funcionamento do MEV consiste na
emissdo de feixes de elétrons por um filamento capilar de tungsténio (eletrodo negativo),
mediante a aplicacdo de uma diferenca de potencial, que permite a aceleracdo dos elétrons. O
feixe de elétrons é atraido pelo eletrodo positivo e alinhado em diregéo a abertura da objetiva.

As micrografias das superficies dos suportes magnéticos foram realizadas utilizando
microscopio eletrénico de varredura HITACHI TM3000, com sistema de microanalise EDS,
alocado no Departamento de Materiais da Escola de Engenharia de Lorena (DEMAR/EEL-

USP), aplicando ampliagdes de 100x. N&ao foi necessario a metalizacdo das amostras.

4512 Microscopio Optico Comum (MOC)
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O microscopio Optico comum (MOC) é um equipamento capaz de produzir imagens
de alta ampliacdo, utilizando a refracdo da luz oriunda de uma série de lentes, dotadas, ou n&o,
de filtros multicoloridos e/ou ultravioleta. E constituido por uma parte dptica, para ampliagdo
das imagens, e uma parte mecanica, para realizar a focagem da amostra.

As micrografias das superficies dos suportes magnéticos foram realizadas utilizando
microscopio 6éptico comum da marca Opton Microscopios (Modelo TNB-01T-INF-LED),

alocado no Laboratorio de Engenharia de Microalgas.

4.5.13 Andlise Textural pelo Método de BET por multiplos pontos (Braunauer, Emmet
e Teller)

O analisador BET (BRUNAUER; EMMETT; TELLER, 1938) pode realizar medidas
de area superficial, micro e mesoporosidade, distribui¢do de tamanho de poros, densidade por
absorcdo fisica e caracterizacdo de catalisadores por adsorcdo quimica.

Neste trabalho, os copolimeros magnéticos foram caracterizados quanto a sua area
superficial, didametro e volume de poros empregando a técnica de adsorcdo-dessorcao fisica de
nitrogénio. Essa técnica consiste na passagem de uma mistura de N2 (g) e He (g) sobre a
amostra solida a pressdes relativas. O nitrogénio adsorvido em cada pressao parcial, causa
alteracdo na composicao do gas de saida, que é detectada por condutividade térmica. Apés a
adsorcdo, o N2 (g) € dessorvido pelo aquecimento da amostra, provocado pela retirada do
frasco contendo nitrogénio liquido, sendo registrados os picos de adsorcdo e dessorcdo. As
amostras foram pré-tratadas a 105 °C, visando eliminar possiveis tracos de solventes e outros
volateis.

A andlise foi realizada no equipamento Quantachrome Instruments - Anton Paar
(NOVA, Modelo 4200), alocado na Central Analitica da Universidade de Campinas.

4.5.14 Determinacdo do Grau de Intumescimento (GI %)

A determinacdo do Grau de Intumescimento (Gl %) foi realizada com o intuito de
verificar a capacidade dos diferentes suportes sintetizados em absorver um determinado

solvente.
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Para a realizacédo do teste foram utilizados 10 mL de heptano e 0,5 g de suporte seco.
Apo0s 24 h da imersdo do suporte em heptano sob temperatura ambiente, o mesmo foi filtrado,
sendo registrado o valor de sua massa intumescida (M;). Posteriormente, o suporte foi seco em
estufa a 100 °C por 24 h e, apos resfriado, o valor de sua massa seca (Ms) foi determinado.

O GI % foi calculado de acordo com a Equagéo 10 (SOUTO-MAIOR et al., 2008):

G1 %= (M Ms/MS) %100 (Equaco 10)

Em que: M; é a massa do suporte intumescida e Ms € a massa do suporte seco.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram realizados testes para a sintese dos 4 diferentes tipos de suportes
poliméricos magnetizados com magnetita modificada com acido oléico: (CP1) copolimero
magnetizado de estireno e dimetacrilato de etilenoglicol (STY-EGDMA-M), (CP»)
copolimero magnetizado de estireno e dimetacrilato de trietilenoglicol (STY-TEGDMA-M),
(CP3) copolimero magnetizado de estireno e triacrilato de trimetilpropano (STY- TMPTA-M)
e (CP4) copolimero magnetizado de estireno e divinilbenzeno (STY-DVB-M) (Figura 10).
Estas polimerizacGes iniciais foram baseadas em trabalhos anteriores desenvolvidos pelo
grupo de pesquisa (BENTO, 2015; BENTO et al., 2017; SILVA, 2017; SILVA et al., 2018b),
de acordo com a Tabela 10.

A Tabela 11 apresenta os rendimentos totais de polimerizacdo (nwta) Obtidos para os

diferentes copolimeros sintetizados.

Tabela 10: CondicBes experimentais utilizadas para os testes das diferentes polimerizagdes.

Condiges experimentais

Volume reacional ~ 500 mL
Tempo total 360 min
Tempo sob atmosfera inerte 120 min
Agitacédo 310 rpm
Altura da haste 25¢cm
Reticulante/Mondmero base 50/50 (%)
Solvente/N&o solvente 50/50 (%)

1 % sobre a massa dos

Iniciador (AIBN) MONBMEros

Fase aquosa (agua UP) 400 mL

Agente de suspensdo (PVA) 1 % da fase aquosa

Fonte: (SILVA, 2017).
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Figura 10: Copolimeros magnetizados a base de estireno: (CP1) STY-EGDMA-M, (CP2) STY-TEGDMA-M,
(CP3) STY-TMPTA-M e (CP,) STY-DVB-M.

Fonte: Préprio Autor

Tabela 11: Rendimentos totais obtidos para os diferentes copolimeros magnéticos sintetizados.

Copolimero Ntotal (%0)
STY-EGDMA-M 65,80
STY-TEGDMA-M 55,10
STY-TMPTA-M 80,30
STY-DVB-M 78,45

Fonte: Proprio autor.

Como observado na Tabela 11, nota-se que em todas as combinagfes testadas de
monémero e reticulante ocorreu a formacdo de particulas poliméricas, obtendo-se
rendimentos que variaram na faixa de 55 a 80 %. Dessa forma, dando continuidade ao
trabalho e com o intuito de elevar o rendimento das polimerizacdes e obter particulas com
tamanho entre 80 a 24 mesh (n pu), consideradas adequadas para a imobiliza¢do de enzimas,
foi realizada uma série de ensaios utilizando a ferramenta do planejamento experimental
(Método de Taguchi), sendo empregado um arranjo ortogonal completo — L9.

Essa faixa granulométrica foi selecionada baseada em estudo realizado por Bento
(2015), que verificou que o tamanho das particulas de STY-DVB-M nas faixas: 34-24, 42-35
e 80-42 mesh, ndo influenciava o rendimento de imobilizacdo da lipase de Candida rugosa e

tdo pouco nos valores das atividades hidroliticas obtidos.
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5.1 EMPREGO DA METODOLOGIA DE PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DE
ARRANJO ORTOGONAL COMPLETO (L9 -TAGUCHI)

Visando verificar e analisar a influéncia de alguns fatores na polimerizacdo em
suspensdo dos diferentes copolimeros magnetizados sintetizados (STY-DVB-M, STY-
EGDMA-M, STY-TEGDMA-M e STY-TMPTA-M), foram realizados planejamentos
experimentais de arranjo ortogonal completo (L9 — Taguchi). Os fatores analisados foram:
(A) % de massa dos mondmeros (STY+ Reticulante) na mistura mondmero/ solvente (m/m);
(B) % de reticulante na massa total de monémeros (STY+ Reticulante) (m/m); (C) % de
solvente com elevada afinidade/ solvente com baixa afinidade na mistura (massa toluol/
massa heptano) e (D) % de magnetita em relacdo a massa total de monémeros (STY+
Reticulante) (m/m). Foram estabelecidas duas variaveis respostas: rendimento total de
polimerizagdo (N twta %), que € a razdo entre a massa de polimero total sintetizado
(descontando-se a massa média de magnetita inserida) sobre a massa total de monémeros
utilizada, e o rendimento das particulas uteis ( pu %), definida como a razdo entre a massa de
particulas poliméricas sintetizadas classificadas entre de 80-24 mesh em relacdo a massa total

de mondmeros utilizada.

5.1.1 Influéncia dos fatores A, B, C e D no rendimento total de polimerizacéo dos

copolimeros magnetizados

Os resultados de rendimento de polimerizacao obtidos a partir dos arranjos ortogonais
empregando os diferentes reticulantes estdo apresentados na Tabela 12.

Em todos os ensaios realizados houve formacdo de particulas poliméricas
magnetizadas, apresentando rendimentos na faixa de 38 a 89 %, dependo das condiges
empregadas. A partir desses dados foram realizadas as andlises de variancia (ANOVA),
apresentadas na Tabela 13. As analises foram realizadas com 95% de confianga, sendo o

Feritico tabelado apresentando valor igual a 19.



Tabela 12: Rendimentos de polimerizacao total obtidos para os copolimeros em cada ensaio do planejamento experimental dos arranjos ortogonais (L9 — Taguchi).

0L

Ensaio Nivel codificado Nivel decodificado (%0) 1 total (%0)
C D A B C D STY-DVB-M STY-EGDMA-M STY-TEGDMA-M STY-TMPTA-M
1 1 1 1 1 30 30 40 10 58,80 40,15 38,22 54,92
2 1 2 2 2 30 45 50 15 70,99 58,14 49,37 73,56
3 1 3 3 3 30 60 60 20 78,10 88,72 53,83 84,37
4 2 1 2 3 40 30 50 20 75,55 56,56 54,32 79,61
5 2 2 3 1 40 45 60 10 83,41 64,42 49,22 83,58
6 2 3 1 2 40 60 40 15 82,76 74,79 50,84 82,09
7 3 1 3 2 50 30 60 15 83,05 59,79 55,84 80,41
8 3 2 1 3 50 45 40 20 84,55 74,54 50,86 83,99
9 3 3 92 1 50 60 50 10 85,50 87,15 51,31 86,10

Fonte: Préoprio autor.
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Tabela 13: Analises de varidncia (ANOVA) para os rendimentos de polimerizagdo total (1 wta) Obtidos para

0s copolimeros a partir dos arranjos ortogonais (L9 — Taguchi).

ANOVA dos Fatores

Fonte de variacao SQ GL SMQ F
A 368,66 2 184,33 17,05
s B 15089 2 7544 698
@ C 59,15 2 2957 2,74
g D 21,63 - - -
N Erro=SQD 21,63 2 10,81 -
SQT 600,32
A 21399 2 107,00 233
<§t B 1487,02 2 74351 16,21
g C 91,74 - - -
‘.j D 16945 2 8472 1,85
E Erro = SQC 01,74 2 4587 i
SQT 1962,20
A 50,71 2 2535 4,49
<§'( B 11,28 - - -
2 C 6693 2 3347 5093
F_% D 7984 2 3992 7,08
,Z Erro=SQB 11,28 2 5,64 -
[7p)
SQT 208,76
A 27739 2 138,69 3,05
<§.E B 24798 2 12399 2,72
e C 12944 2 6472 142
E. D 91,04 - - -
E Erro=SQD 91,04 2 4552 -
SQT 745,85

Fonte: Préprio autor.
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Como ndo existem graus de liberdade disponiveis para calcular o Erro, e
observando que o fator D é irrelevante para os resultados obtidos para o STY-DVB-M
(Tabela 13), visto que apresenta o menor valor de SQ (soma quadratica dos efeitos), este
foi adotado como erro e utilizado para a analise da ANOVA. Os valores de F obtidos para
os fatores s&o menores que 0 Feritico, demonstrando que ndo sdo significativos para o
processo, na faixa estudada. No entanto, os valores de F para os fatores A, B e C séo
maiores que 2, considerados relevantes ao processo de polimerizacdo. Destaque especial
deve ser dado ao fator A (17,05), evidenciando uma maior influéncia da proporcao entre 0s
solventes na obtencédo dessas particulas polimericas.

Para 0 STY-EGDMA-M (Tabela 13), foi utilizado o fator C como Erro, para a
analise da ANOVA. Os valores de F para os fatores A, B e D sdo menores que 0 Feritico
(19), e portanto ndo significativos, porem maiores que 2, sendo analisados para a sintese
desse copolimero. O fator B merece especial atencdo, pois seu valor de F (16,21) €
préximo ao Feritico, € @ razdo mondémero/ reticulante é de grande importancia, ja que o grau
de reticulacdo tem influéncia direta na porosidade do suporte, fator determinante para a
imobilizacdo de enzimas (ANGELICA; NEVES; DIAS, 1997).

O fator B foi utilizado como Erro para a anadlise ANOVA da sintese do STY-
TEGDMA-M. Os fatores A, C e D, apresentaram valores de F superior a 2, e portanto
exercem influéncia relevante no rendimento de polimerizagdo, embora estatisticamente,
ndo sejam considerados significativos. Nesse caso, destaca-se a proporcdo de magnetita
sobre a massa total de mondémero (fator D), devido seu valor de F (7,08). Entende-se que a
adicdo da magnetita no inicio da sintese influencia diretamente no rendimento total de
polimerizacdo, visto que, quanto mais 6xido de ferro for adicionado, mais Fe serd inserido
na matriz, aumentando a massa final obtida das particulas poliméricas.

Para a sintese do STY-TMPTA-M (Tabela 13), o fator D apresentou o menor valor
de SQ (soma quadratica dos efeitos), sendo portanto, usado como erro para a analise da
ANOVA. Nesse estudo os fatores A e B apresentaram valores de F pouco superiores a 2,
demonstrando uma minima interferéncia sobre a sintese das particulas magnetizadas.

As Figuras de 11 a 14 apresentam os graficos dos efeitos principais sobre a média
da variavel resposta. Cada fator foi analisado separadamente para avaliar o efeito que cada

um deles exerceu sobre o rendimento de polimerizacéo total.
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Figura 11: Grafico dos efeitos principais sobre as médias dos fatores em relagdo ao 1 tora (%) para o STY-
DVB-M.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 12: Gréfico dos efeitos principais sobre as médias dos fatores em relagdo ao 1 o (%) para o STY-
EGDMA-M.
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Figura 13: Grafico dos efeitos principais sobre as médias dos fatores em relagdo ao N o (%) para o STY-
TEGDMA-M.
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Figura 14: Grafico dos efeitos principais sobre as médias dos fatores em relagdo ao M tora (%) para 0 STY-
TMPTA-M.
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Fonte: Proprio autor.

Analisando os graficos dos efeitos é possivel determinar a condicdo de melhor
ajuste para o processo de polimerizacdo, visando o rendimento total das particulas, que

seria, para todos os copolimeros, no nivel maximo para os 4 fatores estudados (3333).
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A indicacdo no nivel méximo para todos os fatores, pode ser explicada tomando por
base o efeito que cada um dos fatores estudados pode causar no rendimento de
polimerizacéo.

O efeito da porcentagem da massa dos mondmeros na mistura mondémero/solvente
(A) pode ser explicado em fungdo da velocidade da reacdo, visto que, quanto maior a
concentracdo de reagentes (nesse caso, de mondmeros), maior a velocidade da reagéo,
podendo resultar em uma maior quantidade de polimero sintetizado.

Para o fator que relaciona a porcentagem de reticulante na massa total de
monémeros (B), o efeito pode ser explicado em funcéo do grau de reticulagdo do polimero
sintetizado, visto que, quanto maior a proporcdo de agente reticulante na polimerizagéo,
mais reticulado serd o polimero, aumentando a proporcdo da fracdo gel do polimero e
reduzindo as cadeias sollveis. Shim et al. (2004) obtiveram resultados similares variando a
propor¢do de reticulante, durante a polimerizacdo do estireno e divinilbenzeno.
Empregando 10 % (mol/mol) de divinilbenzeno observaram rendimento de polimerizagéo
de aproximadamente 25 %. Esse rendimento foi aumentado gradativamente, conforme o
aumento da proporcdo de reticulante, chegando a 63,5 % de rendimento com 75 %
(mol/mol).

O fator (C) estuda a porcentagem de solvente com elevada afinidade/ solvente com
baixa afinidade na mistura (massa toluol/ massa heptano), e como o heptano é o solvente
com menor afinidade pelo meio reacional, quando esta presente em grande quantidade, ele
dificulta a solvatacdo das cadeias poliméricas. Assim, o nivel maximo desse fator (maior
proporcéo de toluol), acarreta um maior rendimento de polimerizacéo.

O efeito do fator da porcentagem de magnetita em relagdo a massa total de
mondmeros (D), conforme dito anteriormente, pode ser explicado pela incorporacdo da
magnetita ao copolimero durante a polimerizacdo, portanto maiores proporgdes de
magnetita, resultardo em mais massa de FesOs inserida & matriz do copolimero,
proporcionando um maior rendimento em massa das particulas, a menos que exista um
ponto de saturacdo. Essa questdo foi analisada e sera apresentada no Item 5.2.4.

Visto que o ajuste indicado (3333), ndo faz parte da matriz experimental
inicialmente proposta, julgou-se necessario a realizacdo de novos experimentos para

confirmacéo deste apontamento (Item 5.1.3).
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5.1.2 Influéncia dos fatores A, B, C e D no rendimento das particulas uteis (80-24

mesh) dos copolimeros magnetizados

A Tabela 14 mostra os resultados de rendimento das particulas tuteis na faixa de 80-
24 mesh para os diferentes copolimeros estudados, de acordo com os arranjos ortogonais.

Em todos os ensaios realizados houve formagdo das particulas tteis, apresentando
rendimentos que variaram de 15 a 85 %, dependendo das condi¢des empregadas. A partir
desses dados foram realizadas as andlises de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela
15. As analises foram realizadas com 95% de confianca, sendo o F4ico tabelado
apresentando valor igual a 19.

Para a sintese das particulas tuteis dos copolimeros (Tabela 15), os valores de F dos
fatores apresentaram-se menores que 0 Fyiico, mostrando que ndo sdo significativos para a
faixa estudada, com exce¢do da sintese do copolimero STY-EGDMA-M, em que o fator A
mostrou-se superior ao Fic. Para este copolimero o fator razdo mondmero/solvente
apresentou valor de F igual a 47,28, demonstrando grande influéncia sobre o rendimento
das particulas uteis, sendo observado que a menor propor¢do de mondmero resultou em
maior rendimento.

Vale ressaltar que os fatores que apresentaram os menores valores de SQ foram

adotados como erro para anadlise da ANOVA dos seus respectivos planejamentos.



Tabela 14: Rendimentos de polimerizagdo das particulas Uteis (npu) obtidos para os copolimeros em cada ensaio do planejamento experimental dos arranjos ortogonais (L9 —
Taguchi).

Nivel codificado Nivel decodificado (%6) 1 ru (%)

Ensaio » B ¢ Db A B C D STY-DVB-M STY-EGDMA-M STY-TEGDMA-M STY-TMPTA-M
1 1 1 1 1 30 30 40 10 66,26 83,01 15,72 79,54
2 1 2 2 2 30 45 5 15 75,25 85,61 73,60 71,46
3 1 3 3 3 30 60 60 20 72,99 69,90 73,29 72,53
4 2 1 2 3 40 30 50 20 75,08 64,38 56,24 24,51
5 2 2 3 1 40 45 60 10 81,55 74,23 15,20 78,24
6 2 3 1 2 40 60 40 15 81,51 64,63 72,62 69,31
7 3 1 3 2 50 30 60 15 77,39 52,54 63,96 70,31
8 3 2 1 3 50 45 40 20 61,61 56,71 48,47 76,11
9 3 3 2 1 5 60 50 10 79,85 24,96 68,75 77,79

Fonte: Proprio autor.

Ll
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Tabela 15: Andlises de variancia (ANOVA) para os rendimentos em particulas Uteis (n puy) obtidos para os
copolimeros a partir dos arranjos ortogonais (L9 — Taguchi).

ANOVA dos Fatores

Fonte de variacao SQ GL SMQ F
A 10542 2 5271 249
= B 5532 - - -
g C 104,84 2 5242 248
|>; D 107,17 2 5358 253
n Erro=SQB 55,32 2 27,66 -
SQT 372,75
A 2040,74 2 1020,37 47,28
<§t B 61004 2 30502 14,13
2 C 19558 2 97,79 453
9 D 4316 - - -
U,%) Erro = SQD 4316 2 21,58 -
SQT 2889,53
s A 251,97 - - -
< B 120752 2 603,76 4,79
% C 949,66 2 47483 3,77
L D 249343 2 1246,72 9,90
> | Erro=SQA 251,97 2 125,99 -
@ SQT 4902,59
A 596,54 2 29827 1,13
<§t B 526,34 - - -
N C 541,80 2 27090 1,03
E. D 659,50 2 329,75 1,25
E Erro=SQB 52634 2 26317 i
SQT 2324,18

Fonte: Préprio autor.
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As Figuras de 15 a 18 apresentam os graficos dos efeitos principais sobre a média da
variavel resposta rendimento de particulas tuteis (n pu %), bem como a superficie de contorno
para todos os copolimeros sintetizados, indicando a tendéncia de maximizacdo do rendimento.

Analisando-se a Figura 15 observa-se que a condicdo de melhor ajuste para a sintese
das particulas Gteis do STY-DVB-M ¢ a (2332), em que os fatores A e D seriam ajustados no
nivel nominal e os fatores B e C no nivel maximo.

A condicdo mais adequada para maximizar o rendimento das particulas na faixa 80-24
mesh de STY-EGDMA-M ¢ a (1212), na qual os fatores A, B e D devem ser ajustados no
nivel minimo (1) e o fator C no nivel nominal (2) (Figura 16).

Para a obtencdo do melhor rendimento das particulas Uteis do STY-TEGDMA-M
(Figura 17) a condicéo ideal, de acordo com o grafico de efeitos, é a (3322), em que os fatores
A e B devem ser ajustados no nivel maximo (3) e os fatores C e D no nivel nominal (2).

De acordo com a Figura 18, a condicdo que proporciona a obtencdo do maior
rendimento das particulas de STY-TMPTA-M na faixa de tamanho selecionada é a (3231), na
qual os fatores A e C devem ser ajustados no nivel maximo (3), o fator B no nivel nominal (2)

e o fator D no nivel minimo (1).

Figura 15: Grafico dos efeitos principais sobre as médias dos fatores em relacdo ao rendimento em particulas
Uteis (n pu) para o STY-DVB-M e representacdo da superficie de contorno.
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Figura 16: Gréfico dos efeitos principais sobre as médias dos fatores em relacdo ao rendimento em particulas
Gteis (n pu) para o STY-EGDMA-M e representacdo da superficie de contorno.
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Figura 17: Grafico dos efeitos principais sobre as médias dos fatores em relacdo ao rendimento em particulas
Uteis (n pu) para 0 STY-TEGDMA-M e representacdo da superficie de contorno.
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Figura 18: Grafico dos efeitos principais sobre as médias dos fatores em relacdo ao rendimento em particulas
uteis (n pu) para o STY-TMPTA-M e representa¢do da superficie de contorno.
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Diferentemente do que foi observado para o rendimento total de particulas, na qual

todos os copolimeros apresentaram a mesma condicdo experimental ideal (3333), para o
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rendimento em particulas Uteis, estas condi¢des foram distintas para cada tipo de copolimero.
Esse fato pode estar relacionado a interacdo do PVA (agente de suspensdo utilizado) com as
diferentes composicdes das gotas durante as polimerizacGes, o que influencia a coagulacédo
das particulas durante a sintese.

Para um melhor entendimento de como a interacdo desses fatores interfere no tamanho
das particulas, seria necessaria uma analise mais detalhada, como por exemplo realizar um
estudo da distribuicdo do tamanho de particulas (ndo investigado no presente trabalho).

Similarmente ao rendimento total de polimerizacdo, também foram realizados novos
ensaios para a confirmacdo da indicacdo estatistica para o rendimento das particulas Gteis (80-
24 mesh) dos diferentes copolimeros.

5.1.3  Experimentos de confirmacao das indicaces das melhores condicdes de sintese

dos copolimeros, de acordo com a metodologia experimental (Taguchi — L9)

Visando confirmar as condi¢des ideais apontadas pela andlise estatistica, novos
ensaios foram realizados, tanto para maximizagdo do rendimento total de polimeriza¢do (n
total) COMO para a maxima obtengdo das particulas uteis (n pu), sendo 0s resultados obtidos

apresentados na Tabela 16 e 17, respectivamente.

Tabela 16: Confirmagdo da indicacdo do método estatistico para varidvel resposta rendimento total (1 o) €
comparativo com os melhores resultados obtidos na matriz experimental inicialmente proposta (Taguchi — L9).

Condicgo Melhor Condicdo
experimental da rotal (%6 experimental 1 twtal (%) obtido
Suporte Matriz Taguchi M ot { _) indicada na confirmacao
da Matriz
A B C D Taguchi A B C D
STY-DVB-M 3 2 1 3 84,55 3 3 3 3 87,27
STY-EGDMA-M 1 3 3 3 88,72 3 3 3 3 86,15
STY-TEGDMA-M 2 1 2 3 54,32 3 3 3 3 66,35
STY-TMPTA-M 1 3 3 3 84,37 3 3 3 3 87,65

Fonte: Préprio autor.
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Analisando a Tabela 16, observa-se que o0s ensaios realizados na condi¢do
experimental indicada pela andlise estatistica, de forma geral, foram superiores aos obtidos
pela matriz inicialmente proposta, comprovando o apontamento do Método de Taguchi. Nota-
se que apenas o copolimero de STY-EGDMA-M apresentou uma leve queda no rendimento

total de polimerizacdo, considerada irrelevante, visto que esses valores sdo proximos a 90 %.

Tabela 17: Confirmacéo da indicacdo do método estatistico para variavel resposta rendimento de particulas Uteis
(m pu) e comparativo com os melhores resultados obtidos na matriz experimental inicialmente proposta (Taguchi
- L9).

Condicgao Melhor Condicao

. . n ru (%0)
experimental da (%) experimental
Suporte Matriz Taguchi Ml PUAS indicada obtido na
A B Cc p @Mtz TeeTh  confirmago
Taguchi ¢
STY-DVB-M 2 2 3 1 81,55 2 3 3 2 75,34
STY-EGDMA-M 1 1 1 1 88,01 1 2 1 2 85,41
STY-TEGDMA-M 1 2 2 2 83,60 3 3 2 2 73,02
STY-TMPTA-M 1 1 1 1 79,54 3 2 31 85,10

Fonte: Préoprio autor.

Por outro lado, os resultados obtidos para a confirmacdo das condicBGes experimentais
indicadas pela andlise estatistica para maximizar o rendimento das particulas Gteis dos
copolimeros (Tabela 17), mostraram-se inferiores aos obtidos pela matriz L9 inicialmente
proposta, exceto para o STY-TMPTA-M. Estas constatagdes, provavelmente estéo
relacionadas a outros fatores que podem influenciar o rendimento dessas particulas Uteis,
como por exemplo a agitacdo empregada durante a polimerizacdo (fator ndo analisado no
presente trabalho).

Dessa forma, para dar continuidade ao trabalho, foram selecionadas as condiges
experimentais nas quais obtiveram-se 0s maiores rendimentos de particulas (Uteis,
independentemente se obtidas a partir da matriz L9 ou da confirmacé&o da indicag&o estatistica
(Tabela 18).
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Tabela 18: Condicdes experimentais selecionadas para a obtencdo dos melhores rendimentos em particulas Uteis
(80-24 mesh) para os diferentes copolimeros magnéticos sintetizados.

Suporte Condicao experimental selecionada 1 ru (%)
STY-DVB-M (2231) 81,55
STY-EGDMA-M (1111) 88,01
STY-TEGDMA-M (1222) 83,60
STY-TMPTA-M (3231) 85,10

Fonte: Préprio autor

5.1.4 Influéncia do tipo de agente iniciador no rendimento das particulas Uteis dos

copolimeros magnéticos

Com o intuito de verificar o comportamento de um outro agente iniciador, o peroxido
de benzoila (BPO), no rendimento das particulas Uteis dos copolimeros em estudo no presente
trabalho, foram realizados novos testes. Os resultados encontrados foram comparados com
aqueles obtidos quando se empregou o iniciador azobis(isobutironitrila) (AIBN) e s&o
apresentados na Figura 19.

Destaca-se que as condi¢cdes experimentais utilizadas para cada copolimero, foram as
estabelecidas na Tabela 18, no entanto, o fator D (% de magnetita em relacdo a massa total de
monbémeros) foi ajustado para o nivel méaximo. Dessa forma, os copolimeros foram
sintetizados empregando 20 % de magnetita, visando a obtencdo de uma maior insercdo do

oxido de ferro ao suporte. Detalhes adicionais deste estudo sdo apresentados no Item 5.2.4.

Figura 19: Comparacédo dos rendimentos em particulas Gteis obtidos empregando-se AIBN e BPO como agente
iniciador, para a sintese dos diferentes copolimeros.
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O AIBN, amplamente utilizado como agente iniciador, ¢ um material auto-reativo
tipico. Por ser um composto azo, apresenta uma decomposi¢do acelerada. Essa caracteristica
faz com que sejam gerados muitos radicais livres durante a polimerizacao, resultando em
cadeias poliméricas menores. O BPO ¢ um forte agente oxidante altamente instavel e
inflamavel, também muito utilizado como iniciador em sinteses poliméricas. Materiais
obtidos a partir desse iniciador apresentam cadeias poliméricas maiores, pois se decompde de
forma mais lenta (AGUIAR et al., 2014; LI; WANG; KOSEKI, 2008; WANG et al., 2017).

Embora os agentes iniciadores apresentem diferentes caracteristicas, estas nao
influenciaram o rendimento de polimerizagdo em particulas uteis, visto que, de modo geral, os
resultados obtidos foram semelhantes para cada copolimero, independentemente do iniciador
empregado na sintese (Figura 19). No entanto, diferencas mais acentuadas podem ser
observadas em outros aspectos das matrizes poliméricas, como morfologia, porosidade etc. A

discussdo sobre esses parametros sera apresentada nos Itens 5.2.11, 5.2.13 ¢ 5.2.14.

5.2 CARACTERIZACAO DOS COPOLIMEROS MAGNETIZADOS
SINTETIZADOS

Com o intuito de estabelecer critérios comparativos, para as analises de caracterizacao
dos copolimeros, foram selecionadas as particulas Uteis obtidas nos experimentos de
confirmacao para maximizacao do rendimento total, ou seja, sintetizadas no nivel maximo
para todos os fatores analisados. Entretanto, para as andlises de MEV, MOC, BET e Grau de
Intumescimento, foram empregados os copolimeros obtidos nas melhores condigdes de
rendimento em particulas uteis, empregando os dois agentes iniciadores avaliados no presente

trabalho.

5.2.1 Espectroscopia por Energia Dispersiva de Raios-X (EDX)

A partir das andlises obtidas pela técnica de espectroscopia por energia dispersiva de
raios-X, foi possivel obter os espectros das composi¢des dos copolimeros sintetizados (Fig.

20), comprovando a incorporagdo da magnetita nas matrizes sintetizadas.
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Figura 20: Espectros obtidos pela analise de EDX dos copolimeros de STY-DVB-M (a), STY-EGDMA-M (b),
STY-TEGDMA-M (c) e STY-TMPTA-M (d), empregando AIBN como iniciador na polimerizagdo em
suspenséo.
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Fonte: Proprio autor.

Nota-se que o pico principal referente ao ferro no STY-DVB-M (Fig. 20a) é mais
intenso que nos demais copolimeros. Esta observacédo é devida a baixa quantidade de oxigénio
presente na matriz polimérica (proveniente da magnetita e/ou presenca de umidade), j& que 0s
monodmeros que constituem esse suporte (estireno: CgHg e divinilbenzeno: CigHio), ndo
possuem oxigénio em sua composicao.

Os demais espectros apresentados na Figura 20, sdo compostos por carbono (C),
hidrogénio (H) oxigénio (O) e ferro (Fe), visto que os demais reticulantes utilizados para a
sintese dos copolimeros apresentam oxigénio em sua composi¢do (EGDMA: Ci1oH1404,
TEGDMA: C14H2:06 € TMPTA: C15H2006). Vale destacar, que esta técnica ndo detecta o
hidrogénio presente na matriz polimérica.

Como os copolimeros de STY- EGDMA-M, STY-TEGDMA-M e STY-TMPTA-M
possuem maiores teores de oxigénio em suas composicdes, a distribuicdo das porcentagens
atdbmicas dos elementos, gera a impressdo de que a quantidade de magnetita incorporada foi

reduzida, enquanto que, na realidade o que ocorreu foi uma normatizacgao desses teores.



86

5.2.2  Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR)

As andlises de Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR),
técnica que auxilia a caracterizacdo dos grupos funcionais presentes na superficie de um
material através da vibracdo das moléculas, também proporcionaram a constatacdo da
insercdo da magnetita aos copolimeros sintetizados, bem como a identificagdo da presenca
dos diferentes agentes reticulantes testados.

Os espectros de FT-IR da magnetita sintetizada e dos copolimeros magnetizados sao

apresentados nas Figuras 21 e 22, respectivamente.

Figura 21: Espectro de FT-IR da magnetita pura.
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Figura 22: Espectros de FT-IR dos diferentes copolimeros magnetizados: STY-DVB-M (preto), STY-EGDMA-
M (vermelho), STY-TEGDMA-M (azul) e STY-TMPTA-M (magenta), empregando AIBN como iniciador na
polimerizagdo em suspens&o.
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O espectro da magnetita pura (Fig. 21) apresenta um pico caracteristico com
comprimento de onda a =570 cm™, referente a ligacdo Fe-O, levemente deslocado a direita
(GAUTAM et al., 2015). Como dito anteriormente, a magnetita € tratada com acido oleico,
o0 que justifica a presenca de picos de baixa intensidade em C=0 (v 1700 cm™) e C-O (v
1212 cm™), além de bandas de estiramento de CH2 (5 2846 cm™ e v 2912 cm™), indicando
tracos residuais do &cido.

No espectro referente ao copolimero de STY-DVB-M (Fig. 22 - preto), pode ser
observada a presenca da magnetita, justificada pela banda caracteristica da ligacdo Fe-O
(=550 cm™?). As bandas do estireno (STY) podem ser observadas em =~ 1446 cm™
(dobramento -C-H), 759 cm® (=C-H dobramento) e 697 cm™ (dobramento -C-H
aromatico) (PANIGRAHI; SRIVASTAVA, 2015). As bandas entre 1940 — 1700 cm™ e
1600 — 1400 cm™ sdo referentes as ligacBes substituidas dos anéis aromaticos do
divinilbenzeno (DVB).

A banda caracteristica da magnetita (ligacdo Fe-O) no espectro do copolimero STY -
EGDMA-M (Fig. 22 - vermelho) apresenta-se um pouco deslocada (em 490 cm™). Nota-se
também as bandas do STY em = 1458 cm™ (dobramento -C-H), 759 cm? (=C-H
dobramento) e 697 cm™ (dobramento -C-H aromatico), além da banda de estiramento de
C-H (v 2943 cm™?) (PANIGRAHI; SRIVASTAVA, 2015; PREMARATNE et al., 2014). As
bandas 1720 cm™* (C=0), 1640 cm™ (C=C), 1275 cm™ (C-O-C) e 1155 cm™ (C=0) sdo
referentes ao reticulante empregado (ZHU et al., 2015).

O espectro do copolimero de STY-TEGDMA-M, apresentado na Figura 22 (azul),
possui muita semelhanca com o espectro obtido do copolimero de STY -EGDMA-M, como
a presenca da banda da magnetita em 540 cm™; das bandas caracteristicas do STY em =
1457 cm* (dobramento -C-H), 753 cm™ (=C-H dobramento) e 697 c¢cm™ (dobramento -C-H
aromatico) (PANIGRAHI; SRIVASTAVA, 2015; SMITH, 1979), além da banda de
estiramento de C-H (v 2943 cm™ e 1400 cm™) (PREMARATNE et al., 2014). As bandas
1727 cm™ (C=0), 1613 cm™ (C=C), 1259 cm™ (C-O-C) e 1135 cm™ (C=0) séo referentes
ao reticulante empregado (ZHU et al., 2015).

A Figura 22 (magenta) mostra o espectro do copolimero de STY-TMPTA-M, e
assim como o0s demais copolimeros analisados, apresenta bandas caracteristicas da
magnetita (ligacdo Fe-O) em 550 cm™; bandas caracteristicas do STY em ~ 1457 cm

(dobramento -C-H), 759 cm™ (=C-H dobramento), 697 cm (dobramento -C-H aromatico)
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e a banda de estiramento de C-H (v 2964 cm™, 1457 cm™ e 1393 cm™) (PANIGRAHI;
SRIVASTAVA, 2015; SMITH, 1979).

Em funcdo dos agentes reticulantes EGDMA, TEGDMA e TMPTA apresentarem 0s
mesmo grupamentos quimicos em sua composicao, 0s espectros gerados a partir de seus
copolimeros sdo bastante semelhantes, mostrando bandas em 1737 cm™ (C=0), 1602 cm™
(C=C), 1262 cm™ (C-O-C) e 1145 cm™ (C=0) (ZHU et al., 2015).

O alargamento das bandas em =~ 3700 — 2700 cm™ (estiramento O-H), observado em
todos os espectros, pode ser atribuido a presenca de umidade nos copolimeros e no sal de KBr

utilizado para confeccionar a pastilha, técnica empregada para preparacao das amostras.

5.2.3  Espectroscopia Raman

As amostras poliméricas foram analisadas por espectroscopia Raman, de forma a
complementar as anélises de FT-IR, visto que tratam-se de técnicas correlacionadas e esses
espectros podem ser vistos na Figura 23.

Figura 23: Espectros obtidos por Raman para os copolimeros de STY-DVB-M (preto), STY-EGDMA-M
(vermelho), STY-TEGDMA-M (azul) e STY-TMPTA-M (magenta), empregando AIBN como iniciador na
polimerizacdo em suspensao.
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Fonte: Proprio autor

Em ambas as analises é possivel perceber bandas caracteristicas dos constituintes dos
materiais em estudo (Fig. 23), principalmente do monémero base (estireno), identificado
como S no espectro, (= 1000, 1600 cm™) (SEARS; HUNT; STEVENS, 1981), e da banda
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caracteristicas da magnetita (M) (= 250 cm™) (SHEBANOVA; LAZOR, 2003), reafirmando a

insercdo da magnetita as matrizes poliméricas.

5.2.4  Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-
OES)

Para a determinagdo mais precisa da porcentagem de Fe presente em cada tipo de
copolimero, foi utilizada a técnica de espectrometria de emissao atdbmica por plasma acoplado
indutivamente (Tabela 19).

As amostras dos copolimeros foram digeridas empregando duas metodologias (&dgua
régia e agua régia + HF), conforme descritas no Item 4.5.4, a fim de solubiliza-las para

possibilitar a analise no ICP-OES.

Tabela 19: Teor de Fe obtido pela analise de ICP-OES para os copolimeros sintetizados, empregando AIBN
como iniciador na polimerizagéo em suspenséo.

Copolimero Digestao % m/m (Fe)
Agua-régia 6,838
STY-DVB-M
Agua-régia + HF 5,612
Agua-régia 5,355
STY-EGDMA-M
Agua-régia + HF 4,597
Agua-régia 8,145
STY-TEGDMA-M | | )
Agua-régia + HF 7,206
Agua-régia 5,737
STY-TMPTA-M i
Agua-régia + HF 5,100

Fonte: Préprio autor.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 19, observa-se uma pequena
diferenca no percentual de ions de Fe obtido entre os dois métodos de digestdo testados.
Embora nédo significativa, este fato deve estar associado a quantidade de massa polimérica

presente na solucdo, visto que, a digestdo utilizando a agua régia, ataca somente a superficie
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do polimero, enquanto que, o emprego de agua régia+tHF gera a decomposi¢do total da
amostra. Dessa forma, os ions de ferro estardo mais diluidos na solugdo resultante do segundo
método (agua régia+HF), apresentando menor porcentagem de ferro.

Vale ressaltar que em todas as formulagdes dos copolimeros analisados, foi empregado
20% de magnetita em relacdo a massa total de mondémero (condigcdo 3333), constatando que
grande parte da magnetita ndo estd sendo inserida & matriz magnetizada, visto que a
porcentagem de Fe presente nos copolimeros é, em média, de apenas 6 % (m/m).

Dessa forma, julgou-se necessario avaliar se a magnetita adicionada no momento da
polimerizagdo, ndo estava em uma quantidade excessiva para total solubilizacdo na fase
organica, que corresponde a uma parte, no total de oito (razdo de 1.8 entre fase
organica/aquosa). Para esta finalidade foram realizadas novas sinteses, empregando 10 e 15%
de magnetita durante a polimerizacdo do STY-DVB-M, mantendo os demais fatores fixos no
nivel maximo.

As amostras foram digeridas empregando-se agua-régia + HF e analisadas por ICP-
OES. Os resultados obtidos foram comparados com aqueles encontrados na condi¢do (3333) e
séo apresentados na Tabela 20.

Nota-se que em média, apenas 35 a 40% de toda a magnetita adicionada na fase
organica durante a sintese do copolimero € inserida a composicdo do suporte,
independentemente da quantidade empregada. Assim, a maior quantidade de magnetita
adicionada durante a polimerizacdo, proporcionara a maior massa de ions de ferro inserida na

matriz polimérica.

Tabela 20: Teor de Fe obtido no copolimero de STY-DVB-M pela andlise de ICP-OES, utilizando diferentes
porcentagens de magnetita adicionada durante a polimerizacdo, empregando AIBN como iniciador.

Porcentagem de Teor de ions de Fe Teor de
Condicio magnetita obtido pela andlise de  T€or de magnetita ‘magnetita
de si adicionada na ICP-OES presente no suporte* inserida no
e sintese o _ ok
polimerizagéo (%) (%M fons Fe/M total) (% Mmagnetita /M total) suporte
(%)
3333 20 6,83 8,65 43,26
3332 15 4,27 5,93 39,53
3331 10 2,56 3,56 35,56

* calculado a partir do teor de ions de ferro (ICP-OES) presente na composicado da magnetita.
** magnetita efetivamente incorporada ao suporte em relagdo a massa total adicionada na polimerizagéo.

Fonte: Proprio autor
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A determinagdo desses valores foi conseguida a partir de célculos baseados na massa
molar da magnetita (FeszOs, igual a 231,5 g/mol), que contém aproximadamente 72 % de ions
férricos da massa total e dos dados obtidos pelas analises de ICP-OES.

Baseado nesses resultados, considerou-se que a adicdo de 20% de FesO4 € ideal para a
magnetizacdo das matrizes poliméricas, visto que, o intuito do presente trabalho é a obtencéo
de suportes magnéticos para imobilizacdo de enzimas, que possam ser recuperados e
separados do meio reacional a partir da utilizacdo de um campo magnético externo. Assim,
acredita-se que quanto mais Fe for inserido na matriz, provavelmente maior sera sua atracdo

por um ima.

5.2.5 Difratometria de Raios-X (DRX)

A identificacdo das fases da magnetita presentes nos suportes foi realizada através de
difratometria de raios-x (DRX) e conduzida no software Highscore 3.0 da marca Panalytical.
Os materiais com parcelas cristalinas apresentam difratogramas contendo picos e reflexdes
bem definidas. Por outro lado, materiais com caracteristicas amorfas ndo apresentam um
arranjo cristalino regular, e portanto, ndo exibem difratogramas com reflexdes definidas
(CULLITY; COHEN, 1978).

Em geral, a matriz polimérica ndo expressa uma resposta sensivel a analise, visto que
apresenta uma grande parcela amorfa em sua composicdo. Assim, o sinal capturado € do
oxido de ferro que foi incorporado aos copolimeros durante as sinteses.

A fase do oOxido de ferro observada nas amostras foi determinada como sendo
magnetita, por apresentar os graus de difracdo caracteristicos para a fase FezOs, como
registrado pelo JCPDS N° 00-019-0629 (EL GHANDOOR et al., 2012; MIJONE, 2014,
RUSIANTOA et al., 2015; SWANSON et al., 1967). Os padroes de difragéo para as amostras,
em 20 (grau), correspondem ao plano (hkl) em uma rede cristalina, como apresentado na

Tabela 21.
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Tabela 21: Angulos de difragio (2 6) e o respectivo plano (hkl) para os picos difratados pela magnetita.
20(° Plano (hkl)

18,3 (111)
30,1 (220)
355 (311)
37,0 (222)
43,0 (400)
53,4 (422)
56,9 (511)
62,7 (440)

Fonte: Proprio autor

Fazendo uso do software Highscore 3.0, foi possivel gerar o difratograma para cada
um dos 4 copolimeros analisados (Fig. 24). Todos os difratogramas apresentaram 0 pico
caracteristico de difragdo em 20 = 35,5 ° como o mais intenso, que corresponde a fase
espinela das particulas de FezO4 e podem ser comparados ao difratograma de referéncia para
magnetita (Fig. 25).

A largura dos picos esta associada a parcela amorfa da matriz e ao tamanho do cristal
formado. Como pode ser observado na Figura 24, as amostras mostram picos largos,

indicando a natureza ultrafina e o pequeno tamanho dos cristalitos das particulas.

Figura 24: Difratogramas dos copolimeros de STY-DVB-M (preto), STY-EGDMA-M (vermelho), STY-
TEGDMA-M (azul) e STY-TMPTA-M (magenta).

gt sy _STY-TMPTA-M

M “W
Mk A A it

h%
h ! STY-TEGDMA-M
'uﬂmwdwwmu%hﬁ¢u~hﬂﬁwwmvHumwmq

w\n‘
A e e STY-EGDMA-M

Intensidade (u.a.)

Pl i W,

% STY-DVB-M
st tnpimged

T T T T T T T T T

10 20 30 40 50 60 70
2 Theta

Fonte: Proprio autor



93

Figura 25: Curva de difracdo de raio-X da ficha catalografica da magnetita referenciada no Joint Committee of
Powder Difraction Standards (JCPDS N° 00-019-0629).
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Fonte: (SWANSON et al., 1967)

De acordo com a equacédo de Scherrer (CULLITY; COHEN, 1978; EL GHANDOOR
et al., 2012; SWANSON et al., 1967), o tamanho do cristalito (Deristalito) para a amostra € dado
pela Equacdo 11.

Desistatito = < 7‘/ B.cos 0 (Equacéo 11)
Em que: D cristalito € 0 tamanho do cristalito; k € a constante do fator de forma, igual a 0,89; A ¢
o comprimento de onda da radiagdo do K-aCu, igual a 0,15405 nm; P ¢ a largura-meia altura
(FWHM) do pico de maior intensidade e 6 é a metade do &ngulo do pico de maior intensidade

considerado no célculo do FWHM.

Os tamanhos dos cristalitos obtidos para os diferentes copolimeros magnéticos sao
apresentados na Tabela 22, constatando-se a obtencdo de cristais em escala picométrica (8 -
12).
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Tabela 22: Tamanho dos cristalitos da magnetita inserida nos copolimeros magnéticos obtidos a partir da
Equacdo de Scherrer.

Suporte 0(° FWHM D (nm)
STY-DVB-M 17,77 0,7488 0,010
STY-EGDMA-M 17,76 0,9984 0,008
STY-TEGDMA-M 17,73 0,6240 0,012
STY-TMPTA-M 17,76 0,9984 0,008

Fonte: Proprio autor

5.2.6  Determinacgdo da curva de magnetizacdo (Histerese)

Para verificar as propriedades magnéticas dos materiais sintetizados, foi realizada a

analise de Histerese (Fig. 26).

Figura 26: Curvas de Histerese obtidas para os copolimeros de STY-DVB-M (a), STY-EGDMA-M (b), STY-
TEGDMA-M (c) e STY-TMPTA-M (d), empregando AIBN como iniciador na polimerizagdo em suspenséo.
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Foi constatado que os copolimeros apresentam retentividade quase nula, caracteristica

de materiais superparamagnéticos, como as ferritas (ZHAO; ZHANG; FENG, 2012).
Os copolimeros sintetizados apresentaram saturacdo de magnetizacdo entre 4 e 7
emu.g, que apesar de ndo ser muito expressiva, é suficiente para permitir a atragdo do

copolimero por um campo magnético externo.

5.2.7  Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A andlise de calorimetria exploratéria diferencial mede a variacdo de entalpia,
comparando uma amostra a uma referéncia, no decorrer de um processo de
aquecimento/resfriamento (BERNAL et al., 2002). Os resultados de DSC para o0s copolimeros
de STY-DVB-M, STY-EGDMA-M, STY-TEGDMA-M e STY-TMPTA-M estdo
apresentados na Figura 27 (a-d).

A decomposicdo dos copolimeros é observada nos eventos endo e exotérmicos ao final
de cada corrida, podendo ocorrer também outros eventos no decorrer do aquecimento, o que
pode ser atribuido a presenca de solventes ou monbémeros residuais nos poros dos
copolimeros, ou ainda a oxidacdo da magnetita presente nas particulas poliméricas.

A curva apresentada na Figura 27a, mostra o deslocamento da linha de base, podendo
assim ser obtida a temperatura de transicdo vitrea (tg) do copolimero de STY-DVB-M,
ocorrida a 85,68 °C. A transicdo vitrea (tg) para o STY-EGDMA-M (Fig. 27b) ocorreu a
84,68 °C. Vale destacar que a decomposicdo deste copolimero ocorreu em duas etapas, € sera
melhor discutida no item 5.2.8. A tg para o0 STY-TEGDMA-M (Fig. 27c) e para 0 STY-
TMPTA-M (Fig. 27d) ocorrem a 84,63 °C e 85,25 °C, respectivamente.

Como observado, todos os copolimeros apresentaram apenas uma temperatura de
transicdo vitrea, concluindo-se que a sintese polimérica ocorreu de maneira eficiente, ndo
sendo identificados mondmeros residuais ou polimerizacdo de homopolimero. Além disso,
ndo foi observado nenhum evento de fusdo, podendo-se afirmar, que os copolimeros
sintetizados sdo amorfos (PRENNER; CHIU, 2011).



Figura 27: Curvas de DSC para os copolimeros de: a) STY-DVB-M, b) STY-EGDMA-M, c) STY-TEGDMA-M e d) STY-TMPTA-M, empregando AIBN como iniciador na

polimerizagdo em suspenséo.
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5.2.8  Analise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica acompanha a perda de massa do material por acdo da
energia térmica. Dessa forma, o comportamento térmico dos copolimeros sintetizados foi
estudado, visando obter a temperatura de inicio (T onset), temperatura de degradagéo (Tpico) €
temperatura de término (T endset) dO evento térmico. As curvas termogravimétricas (TG) dos
copolimeros e suas respectivas derivadas (DTG) séo apresentadas na Figura 28 (a-d).

De maneira geral, nota-se que os copolimeros sdo resistentes a decomposicao térmica,
visto que, 0s termogramas mantém-se constantes até temperaturas superiores a 300°C, dando
inicio a decomposicao. Observa-se também que, com excec¢do ao STY-EGDMA-M, as DTGs
possuem apenas um pico relevante, que é referente a degradacdo dos materiais poliméricos.

A DTG para o STY-EGDMA-M (Fig. 28b) apresentou dois picos referentes a
degradacdo do material, sendo a decomposi¢do ocorrida em duas etapas. A primeira Tpico
ocorreu a 348,85 °C e a segunda a 405,63 °C, demonstrando a presenca de um provavel
contaminante.

A Tabela 23 mostra as temperaturas Tonset, Tpico € Tendset Para cada um dos copolimeros

analisados.

Tabela 23: Dados termogravimétricos obtidos para os diferentes copolimeros avaliados.

Suporte T onset (OC) Tpico (OC) Tendset (OC)
STY-DVB-M 406,66 435,79 458,55
STY-EGDMA-M 348,85 384,36 420,23
STY-TEGDMA-M 328,24 366,63 400,68
STY-TMPTA-M 407,54 430,14 442,76

Fonte: Préprio autor.



Figura 28: Curvas TGA e DTGA para os copolimeros de: a) STY-DVB-M, b) STY-EGDMA-M, ¢) STY-TEGDMA-M e d) STY-TMPTA-M, empregando AIBN como

iniciador na polimerizacdo em suspensdo.
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Nota-se que os copolimeros de STY-DVB-M e STY-TMPTA-M sdo 0s mais
resistentes, visto que apresentam inicio de degradacdo térmica em 406,66 e 407,54 °C,
respectivamente. Com relagdo as particulas de STY-DVB-M, esta observacdo provavelmente
é devido ao empacotamento dos anéis aromaticos presentes no divinilbenzeno, que as tornam
mais resistentes, tanto quimica como termicamente (THEODORO, 2018).

Shim e colaboradores (2004) atestaram que a T onset das particulas de poli(estireno-co-
divinilbenzeno) sintetizadas pela técnica de polimerizacdo em emulséo, foi de 313 e 340 ° C,
respectivamente, quando empregado 2 e 10 % em mol de divinilbenzeno. Esse estudo mostra
que quanto maior o teor de reticulante na matriz polimérica, mais elevada tende ser a T onset.
Dessa forma, visto que o copolimero sintetizado no presente trabalho possui 50 % (m/m) de
DVB, é compreensivel que sua T onset Seja proxima a 400 °C.

Ja as particulas de STY-TMPTA-M, apresentam cadeias mais fechadas em funcédo da
estrutura do agente reticulante, tornando-as também resistentes termicamente, visto que
quanto mais reticulado o copolimero, maior a resisténcia do material (THEODORO, 2018).

Os suportes poliméricos de STY-EGDMA-M e STY-TEGDMA-M apresentam
caracteristicas semelhantes, em funcdo da similaridade de suas estruturas quimicas. No
entanto, 0 TEGDMA possui uma cadeia maior e com mais grupos ésteres, tornando as
particulas de STY-TEGDMA-M menos resistentes termicamente, quando comparado ao
copolimero formado com EGDMA (THEODORO, 2018).

Em outros trabalhos, também foram obtidas T engset Proximas as obtidas no presente
estudo, como em Yan e Texter (2007) e Achilias, Karabela e Sideridou (2010), que

encontraram valores de T endset €m torno de 400 °C para ambos os reticulantes.

5.2.9  Angulo de contato

Esta analise permite determinar caracteristicas de hidrofilicidade e/ou hidrofobicidade
de materiais solidos. Estas caracteristicas sdo parametros de grande interesse quando a
aplicabilidade do material € em meio liquido.

O angulo de contato medido foi aquele formado entre a superficie do solido e uma das
tangentes da superficie da gota que passa por um ponto que separa 0s trés estados do sistema,
ou seja, sélido, liquido e gasoso (Fig. 29). O liquido utilizado para esta analise foi agua
destilada, sendo o volume da gota de 10uL. As imagens foram capturadas assim que a gota
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entrou em contato com a superficie do copolimero, cronometrando-se o tempo total para

absorcao do liquido, como observado na Tabela 24.

Tabela 24: Relacdo entre o angulo de contato inicial entre a gota e a superficie da amostra e o tempo total para
absorgdo do liquido.

Suporte Angulo inicial (°) Tempo total (min)
STY-DVB-M 75,96 55
STY-EGDMA-M 106,39 70
STY-TEGDMA-M 101,00 63
STY-TMPTA-M 98,13 59

Fonte: Proprio autor

Figura 29: Imagens da gota de agua sobre as superficies das amostras no instante zero até a completa adsorcéo
pelo material: STY-DVB-M (a), STY-EGDMA-M (b), STY-TEGDMA-M (c) e STY-TMPTA-M (d).
Copolimeros sintetizados empregando AIBN como iniciador.
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Fonte: Proprio autor
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A partir da variacdo dos angulos de contato iniciais e dos tempos para total absor¢ao
da gota, € possivel constatar que o agente reticulante empregado, interfere nos parametros de
molhabilidade nos diferentes copolimeros analisados.

De acordo com a Tabela 24, o copolimero de STY-EGDMA-M, foi o que apresentou
tanto o maior angulo inicial (106,39 °), como também o que levou mais tempo para absorver a
gota de dgua (70 min), demonstrando o carater mais hidrofébico entre os demais. Esta
caracteristica também foi observada pelos copolimeros de STY-TEGDMA-M e STY-
TMPTA-M, apresentando tempos de absor¢ao de 63 e 59 min, respectivamente.

O copolimero de STY-DVB-M foi o material que apresentou o menor angulo de
contato (75,96 °) e o menor tempo para completa absor¢do da gota (55 min), demonstrando
menor caracteristica hidrofobica dentre os copolimeros magnéticos sintetizados no presente
trabalho.

O perfil de molhabilidade ¢ um parametro importante para o processo de imobilizagao
de enzimas, tanto com relagdo ao meio no qual a enzima serd imobilizada (organico ou
aquoso), como na escolha do método (adsor¢do, ligagdao covalente, encapsulamento) e ao tipo
de enzima, visto que diferentes interagdes enzima/suporte sao realizadas durante o processo
de imobiliza¢do. Em se tratando de lipases, sabe-se que essas enzimas apresentam elevadas
atividades cataliticas quando imobilizadas em suportes com determinado grau de

hidrofobicidade (SVENDSEN, 2016).

5.2.10 Densidade

5.2.10.1 Densidade Relativa de Sélidos (Ds) e Aparente (Da)

No presente trabalho a densidade relativa (Ds) dos suportes poliméricos magnéticos,
sintetizados utilizando AIBN como agente iniciador, foi realizada adotando o heptano como
solvente, visto que este ¢ o mesmo solvente utilizado no momento da imobilizacdo de
enzimas neste suporte. A densidade aparente (D,) das matrizes poliméricas também foi
calculada, empregando a razdo entre a massa ¢ o volume do suporte (considerando o vazio
dos poros dos copolimeros).

A Tabela 25 apresenta os valores de densidade relativa e aparente, determinadas

empiricamente, para todos os copolimeros magnetizados sintetizados.
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Tabela 25: Densidades relativas e aparentes para os diferentes copolimeros magnéticos sintetizados com AIBN
como iniciador.

Suporte Densidade

o Relativa (Ds) Aparente (Da)
(agente iniciador AIBN)

g-mL? g-mL?

STY-DVB-M 1,2720 0,8012
STY-EGDMA-M 1,2225 0,5746
STY-TEGDMA-M 1,2386 0,6919
STY-TMPTA-M 1,1537 0,5692

Fonte: Proprio autor.

Os dados obtidos mostram que o STY-DVB-M ¢é o mais denso entre os copolimeros,
seguido pelo STY-TEGDMA-M, STY-EGDMA-M e finalmente pelo STY-TMPTA-M.

Este resultado ja era esperado, visto gque, visualmente no momento da realizacdo do
teste, as particulas de STY-DVB-M quando misturadas ao heptano, mantinham-se no fundo
do baldo, totalmente imersas no solvente. Adicionado a este fato, tem-se a conformacdo das
cadeias poliméricas deste material, que é a mais compacta entre os demais copolimeros

estudados, devido as caracteristicas do reticulante (DVB).

5.2.11 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os copolimeros sintetizados (STY-DVB-M, STY-EGDMA-M, STY-TEGDMA-M e
STY-TMPTA-M) foram caracterizados quanto sua morfologia por microscopia eletrdnica de
varredura, em microscépio da marca HITACHI, modelo TM3000.

A Figura 30 apresenta as micrografias das particulas sintetizadas empregando AIBN
como iniciador, com aumento de 100 vezes. E possivel observar o formato esférico e
homogéneo das particulas poliméricas, independentemente do agente reticulante utilizado.
Resultados semelhantes foram encontrados por Shim et al. (2004), que estudando a sintese de
particulas de poli (estireno-co-divinilbenzeno), compostas por diferentes concentragdes de
divinilbenzeno (5 a 75%) e estireno como mondmero base, observaram que em concentragdes

mais elevadas de divinilbenzeno, as particulas se apresentavam mais esféricas.
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Os aglomerados de magnetita (Fig. 30) podem ser percebidos na superficie do material
polimérico, demonstrando como o Oxido esté distribuido e aderido aos copolimeros. As zonas
brancas visiveis nas micrografias séo as areas de maior concentracao de ferro.

A Figura 31 ilustra as particulas poliméricas sintetizadas empregando BPO como
agente iniciador. No entanto, diferentemente do constatado nas particulas sintetizadas com
AIBN, estas apresentam-se disformes, ndo esféricas, lembrando “esferas ocas”. Essa
observacao provavelmente esta relacionada as interacdes dos copolimeros (sintetizados com
os diferentes iniciadores) com os solventes utilizados na sintese e ao processo de secagem
dessas particulas.

A cadeia polimérica iniciada com BPO, ao ser solvatada, aprisiona goticulas maiores do
solvente heptano, quando comparado aos copolimeros sintetizados com AIBN, visto que
apresenta uma decomposicdo mais lenta, formando cadeias mais longas do que aquelas
iniciadas com AIBN, que sdo mais reticuladas (AGUIAR et al., 2014; THEODORO, 2018).
Durante a secagem das particulas, no momento em que o solvente ainda aprisionado na matriz
é eliminado, pode ocorrer o colapso da estrutura polimérica. O colapso dessa estrutura porosa
¢ atribuido as forcas de coesdo quando as cadeias poliméricas solvatadas se aproximam,
devido a perda de solvente. Este evento € mais propicio nas particulas iniciados pelo BPO,

visto que o “vazio” originado pela evaporagdo do solvente € maior (OKAY, 2000).

Figura 30: Micrografias dos copolimeros & base de estireno empregando AIBN como iniciador com aumento de
100 X obtidas pelo MEV: STY-DVB-M: (a), STY-EGDMA-M (b), STY-TEGDMA-M (c) e STY-TMPTA-M

(d).

Fonte: Proprio autor.
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Figura 31: Micrografias dos copolimeros a base de estireno empregando BPO como iniciador, com aumento de
100 X obtidas pelo MEV: STY-DVB-M: (a), STY-EGDMA-M (b), STY-TEGDMA-M (c) e STY-TMPTA-M
(d).

Fonte: Proprio autor.

5.2.12 Microscopia 6ptica comum (MOC)

Com o intuito de complementar as analises realizadas pela microscopia eletrdnica de
varredura, os diferentes copolimeros sintetizados também foram caracterizados quanto sua
morfologia por microscopia Optica comum, em microscépio da marca OPTON
MICROSCOPIOS, modelo TNB-01T-INF-LED.

Assim como nas micrografias obtidas pelo MEV, é possivel notar o formato esférico e
homogéneo das particulas poliméricas empregando AIBN como iniciador (Fig. 32), e o
aspecto disforme da matriz obtida quando empregou-se BPO (Fig. 33). As maiores
concentragbes de magnetita podem ser percebidas nas zonas vermelho escuro nas

micrografias.
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Figura 32: Micrografias dos copolimeros a base de estireno obtidas pelo MOC: STY-DVB-M (a), STY-
EGDMA-M (b), STY-TEGDMA-M (c) e STY-TMPTA-M (d), utilizando AIBN como agente iniciador.

Fonte: Proprio autor.

Figura 33: Micrografias dos copolimeros a base de estireno obtidas pelo MOC: STY-DVB-M (a), STY-
EGDMA-M (b), STY-TEGDMA-M (c) e STY-TMPTA-M (d), utilizando BPO como agente iniciador.
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Fonte: Préprio autor.
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Nota-se pelas micrografias das Figuras 31d e 33d que as particulas de STY-TMPTA-
M exibem formas mais esféricas dentre os copolimeros sintetizados com BPO. Esta
observacao pode ser explicada pelo fato deste copolimero ser o mais reticulado dentre os
demais, dispondo de menos espacos “vazios” entre as cadeias poliméricas. 1sso torna sua
estrutura menos suscetivel as forcas de coesdo durante o processo de secagem, colapsando
menos, mantendo o formato esférico das particulas (AGUIAR et al., 2014; OKAY, 2000).

5.2.13 Analise Textural pelo Método de BET (Braunauer, Emmet e Teller)

Os copolimeros magnéticos foram caracterizados quanto a sua area superficial,
diametro e volume de poros empregando a técnica de adsorcdo-dessor¢éo fisica de nitrogénio.
Essa técnica consiste na passagem de uma mistura de N2 (g) e He (g) sobre a amostra solida a
pressdes relativas.

As isotermas obtidas para os diferentes copolimeros empregando AIBN e BPO como
agente iniciador, sdo mostradas nas Figuras 34 e 35, respectivamente. Observa-se que todas as
isotermas apresentam histerese do tipo H3 (Fig. 36), em que a curva da adsor¢édo € proxima a
curva de dessorcdo. Dessa forma, € possivel determinar que 0s poros desses suportes

apresentam formatos de cunhas, cones e/ou placas paralelas (RODELLA, 2001).

Figura 34: Isotermas de adsorcdo e dessorcdo obtidas para os copolimeros de STY-DVB-M (preto), STY-
EGDMA-M (vermelho), STY-TEGDMA-M (azul) e STY-TMPTA-M (magenta), empregando AIBN como
agente iniciador.
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Figura 35: Isotermas de adsorcdo e dessorcdo para os copolimeros de STY-DVB-M (preto), STY-EGDMA-M
(vermelho), STY-TEGDMA-M (azul) e STY-TMPTA-M (magenta), empregando BPO como agente iniciador.
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Fonte: Préprio autor

Figura 36: Histereses mais frequentes em isotermas de adsorcéo e sua relagdo com o formato dos poros.
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Fonte: (RODELLA, 2001)

Os resultados referentes a area superficial, didmetro e volume de poro dos copolimeros

sintetizados empregando AIBN e BPO como iniciador, sdo apresentados na Tabela 26.
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Tabela 26: Resultados obtidos pela analise de BET para os copolimeros magnéticos.

Area Diametro

Suporte Superficial de poro p;/rools Efn?/z)
(m?/g) (nm)
- STY-DVB-M 437 59 0,64
% STY-EGDMA-M 114 8,8 0,25
}% STY-TEGDMA-M 44 13,8 0,15
E STY-TMPTA-M 87 9,9 0,22
o STY-DVB-M 65 5,4 0,088
% STY-EGDMA-M 36 9,5 0,085
,-‘-E STY-TEGDMA-M 5 9,5 0,0115
£ STY-TMPTA-M 41 9,6 0,098

Fonte: Proprio autor

Nota-se que o STY-DVB-M apresentou a maior area superficial, quando comparada
aos demais copolimeros sintetizados com o mesmo agente iniciador. Esta observacdo esta
associada ao tipo de estrutura que a reticulacdo do divinilbenzeno proporciona a matriz
polimérica, visto que o crescimento das cadeias ocorre de forma mais préxima umas das
outras, permitindo o aprisionamento de um maior numero de goticulas de heptano com
tamanhos menores, elevando a porosidade dessa matriz (OKAY, 2000; THEODORO, 2018).

Todos os materiais obtidos podem ser classificados como mesoporosos, visto que
possuem poros com diametros entre 2 e 50 nm. Nota-se também que o iniciador ndo interferiu
de forma marcante nos tamanhos dos diametros dos poros, que mantiveram-se na faixa de 5 a
10 nm. No entanto, a area superficial e o volume dos poros apresentaram diferencas
expressivas, sendo estes valores, diminuidos em cerca de 7 vezes, quando foi empregado o
iniciador BPO nas polimerizacdes.

As diferencas texturais observadas nas particulas poliméricas pela utilizacdo dos dois
tipos de iniciadores, podem ser explicadas em funcdo de suas velocidades de decomposigéo
(formacéo de radicais livres) em uma determinada temperatura e solvente utilizados durante a
polimerizacdo, além do comportamento obtido durante o processo de secagem (AGUIAR et
al., 2014; OKAY, 2000).
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Estudos relataram perda de porosidade de esferas poliméricas obtidas por estireno
associado ao DVB, quando solvatadas em tolueno antes de serem secas em temperaturas
elevadas. Esta perda de porosidade foi justificada devido ao colapso dos poros durante o

processo de secagem das particulas (OKAY, 2000).

5.2.14 Grau de Intumescimento

O Grau de intumescimento foi realizado a fim de se determinar o grau de absor¢ao de
um fluido (heptano) pelas particulas poliméricas. A densidade das reticulagcdes ou a
quantidade de ligagdes cruzadas ¢ um dos fatores que mais influencia o intumescimento de
polimeros. Quanto maior o grau de reticulagdo e mais compacta a conformacao das cadeias,
menor sera o “inchago” das particulas na presenca de um fluido, quando comparado a
polimeros com menores graus de reticulagdo (OKAY, 2000; SANTOS, 2015).

Nota-se (Fig. 37) que o agente iniciador praticamente ndo interferiu nas caracteristicas
de intumescimento dos copolimeros estudados, visto que os valores de grau de
intumescimento variaram consideravelmente apenas em func¢ao dos diferentes reticulantes
testados. No entanto, percebe-se um discreto aumento no grau de intumescimento das
particulas sintetizadas com AIBN, provavelmente porque os copolimeros sintetizados com
este iniciador, apresentaram, de modo geral, maior area superficial e volume de poros (Item

5.2.13), facilitando a absorcao do solvente.

Figura 37: Grau de intumescimento dos copolimeros sintetizados empregando AIBN e BPO como iniciadores.
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Os materiais que apresentaram os maiores graus de intumescimento foram STY-
EGDMA-M (415,85 %) e STY-TEGDMA-M (258,19 %), ou seja, as particulas desses
copolimeros absorveram maiores quantidades do solvente, sendo o STY-EGDMA-M o que
apresenta possivelmente a maior afinidade pelo heptano. O baixo grau de intumescimento
observado pelos suportes de STY-DVB-M e de STY-TMPTA-M, em relagdo aos demais ja
era esperado, visto que sdo matrizes mais reticuladas (OKAY, 2000; SANTOS, 2015).

Uhl e colaboradores (2001) sintetizaram copolimeros a base de metacrilato de metila e
DVB como agente reticulante em diferentes proporcdes, e o melhor resultado foi obtido para
o copolimero com 40 % de DVB, que apresentou grau de intumescimento de 300 %,

empregando tetra-hidrofurano como solvente para o teste.

5.3 CARACTERISTICAS DOS BIOCATALISADORES SINTETIZADOS

5.3.1 Atividade enzimatica dos biocatalisadores sintetizados

Visando determinar a adequacdo das matrizes poliméricas sintetizadas para
imobilizacdo de enzimas, foram realizados testes de imobiliza¢do da lipase B de Candida
antarctica (CALB) por adsor¢do fisica nos diferentes copolimeros obtidos. Foram
empregados os copolimeros de STY-DVB-M, STY-EGDMA-M, STY-TEGDMA-M e STY-
TMPTA-M sintetizados nas melhores condi¢des experimentais (determinadas no Item 5.1.3) e
empregando AIBN e BPO, totalizando 8§ suportes.

O poder catalitico dos biocatalisadores foi avaliado pela hidrdlise do butirato de metila
(HBM) e pela esterificagdo do acido oleico e etanol (EOE). Os valores das atividades
hidroliticas e sintéticas sdo apresentados na Tabela 27.

Quando se trata de imobilizacdo de enzimas, um fator muito importante ¢ encontrar o
conjunto ideal enzima/suporte/substrato. A partir dos resultados apresentados na Tabela 27,
nota-se que todos os biocatalisadores sintetizados foram capazes de expressar atividades
cataliticas em ambos os substratos empregados, demonstrando a adequagdo dos suportes

sintetizados para a aplicacdo almejada.
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Tabela 27: Atividades enzimaticas dos biocatalisadores obtidas a partir da hidrélise do butirato de metila (HBM)
e da esterificagdo do acido oleico e etanol (EOE).

HBM EOE
‘A‘g‘e nte Suporte Atividade Atividade
iniciador 1 1
U-g”) U-g?)
STY-DVB-M 115+ 16 1881
AIBN STY-EGDMA-M 570 £ 48 202+ 1
STY-TEGDMA-M 710+9 199 + 1
STY-TMPTA-M 540 £ 15 183+ 1
STY-DVB-M 150 +41 48 +1
BPO STY-EGDMA-M 397 £ 59 233 +1
STY-TEGDMA-M 866 +77 235+1
STY-TMPTA-M 299 + 32 113+1

Fonte: Proprio autor

Os derivados imobilizados obtidos pelos suportes de STY-EGDMA-M e STY-
TEGDMA-M apresentaram os valores mais elevados de atividades hidrolitica e sintética, para
os dois agentes iniciadores. Esses resultados corroboram com os dados de grau de
intumescimento apresentados no Item 5.2.14, ou seja, quanto maior o grau de intumescimento
do suporte, maior a possibilidade da adsorcao da lipase nas particulas poliméricas durante o
processo de imobilizagdo, que ocorreu em meio heptano.

Resultados semelhantes foram obtidos por Silva (2017), que encontrou atividades
proximas a 120 U.g™' para a lipase de Candida rugosa (LCR) imobilizada em suporte similar

ao STY-DVB-M sintetizado com AIBN, a partir da esterificacdo do oleato de etila.

5.3.2 Estabilidade térmica dos biocatalisadores selecionados

A estabilidade térmica dos biocatalisadores obtidos pela imobilizagao da lipase CALB
nos suportes de STY-EGDMA-M e STY-TEGDMA-M foi avaliada, visto que apresentaram

as atividades cataliticas mais expressivas, dentre todos os derivados imobilizados testados.
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A atividade hidrolitica residual foi quantificada a partir da hidrélise do butirato de
metila, apds a incubagdo dos biocatalisadores em meio heptano a 50 °C por até 240 min. Os
valores obtidos foram comparados com o da lipase livre.

Os coeficientes de desativagao térmica (kg) e tempos de meia-vida (t;;) sdo

apresentados na Tabela 28 e a comparacao das atividades residuais é mostrada na Figura 38.

Tabela 28: Constante de desativacdo térmica (ky) e tempo de meia-vida (t;,) para a lipase CALB livre e
imobilizada nos copolimeros de STY-EGDMA-M e STY-TEGDMA-M, sintetizados empregando AIBN como
agente iniciador.

kd t 15
(b (h)

CALB imobilizada em STY-EGDMA-M 3,18 x 102 21,60 0,890

Biocatalisador Corr

CALB imobilizada em STY-TEGDMA-M 5,64 x 102 12,33 0,973
CALB livre 0,43 1,60 0,987

Fonte: proprio autor.

A lipase CALB imobilizada no STY-EGDMA-M apresentou um valor de K4 14 vezes
superior ao obtido pela sua forma livre, revelando um t,, de 21,60 h. Quando imobilizada no
STY-EGDMA-M o valor de K, foi 8 vezes maior que o da lipase livre e o tempo de meia-vida
obtido foi de 12,33h. Ambos os derivados imobilizados mantiveram cerca de 96-97% da sua

atividade inicial ap6s 4h a 50 ° C.

Figura 38: Decaimento da atividade enzimatica dos biocatalisadores avaliados e ajuste linear dos dados, em
fungdo do tempo de incubagao a 50°C.
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Os valores obtidos foram superiores aos encontrados por outros autores, que avaliaram
a estabilidade térmica de diferentes enzimas imobilizadas em suporte polimérico de estireno
divinilbenzeno magnetizado. A lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizada apresentou
um tempo de meia-vida de 3,12h (SILVA et al., 2016) e a de Burkholderia cepacia de 11,36
h (BENTO, 2015).

Os resultados indicam que o processo de imobilizagdo forneceu maior estabilidade
térmica a enzima, elevando consideravelmente seu tempo de meia-vida, confirmando uma das
principais vantagens da técnica de imobilizagdo (BENTO et al., 2017; GUISAN, 2006;
RODRIGUES et al., 2019; VENDITTI et al., 2015).

5.4. COMPARACAO DOS DIFERENTES SUPORTES SINTETIZADOS

Essa secdo tem como objetivo compilar as informacdes referentes aos diferentes
copolimeros magnéticos sintetizados a partir do desenvolvimento do trabalho experimental
realizado, incluindo as condigdes operacionais de manufatura dos copolimeros, rendimentos
de polimerizagdo, propriedades morfologicas, térmicas e magnéticas. Adicionalmente serdo
inseridas as propriedades cataliticas dos biocatalisadores obtidos pela imobiliza¢ao da lipase

B de Candida antarctica nos suportes sintetizados.

Essas informacgdes serdo fornecidas em forma de ficha técnica, apresentadas nos
Quadros de 1 a 4, e tem como finalidade a orientacao para utilizagdo dos suportes sintetizados
em diferentes aplicagdes, dando continuidade aos estudos que vém sendo realizados nessa

linha de pesquisa.

Dessa forma, conclui-se que, dentre os copolimeros obtidos no presente trabalho, o
STY-EGDMA-M e STY-TEGDMA-M, sintetizados com AIBN como agente iniciador, sdo
considerados os mais adequados para a imobilizagdo de lipases, visto que além de
apresentarem os melhores rendimentos de sintese, demonstraram maior grau de
intumescimento, resultando na obten¢ao dos valores mais eclevados de atividades cataliticas,
quando imobilizados com a lipase CALB. Esses resultados sdo muito promissores no que
tange a busca por novos materiais que possam ser utilizados como suportes para imobilizagao
de enzimas, devido a escassez de dados na literatura referentes a copolimeros magnéticos a

base de estireno que empregam agentes reticulantes diferentes do divinilbenzeno.
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Quadro 1: Condigdes de sintese e propriedades fisicas e quimicas do copolimero de estireno-divinilbenzeno
magnetizado (STY-DVB-M)

Propriedades

Nomenclatura STY-DVB-M
Morfologia da particula Esférica, mesoporosa
Matriz Poly(Sty-co-DVB) magnetizada
Agente iniciador AIBN
Condigao de sintese (total)* 50% M/ 50% S; 60% R /40% E; 60% T / 40% H; 20% Ma*
Condicao de sintese (PU)* 40% M/ 60% S; 45% R / 55% E; 60% T / 40% H; 20% Ma*

*|:>H%—CH2—H —CH —CH,T

Estrutura quimica n
HC—CH,—H?—CHZT

i

Rendimento de sintese (M tota1) % 87,27
Rendimento de sintese (1 py) % 60,88
Umidade da particula % Max 10
Densidade relativa da particula gmL’ 1,272
Densidade aparente da particula g-mL'1 0,8012
Angulo de contato (agua) ° 75,69
Tempo de absorgao de 1 gota (agua) min 55
Area superficial m>-g’ 437
Volume médio de poros mL-g" 0,64
Diametro médio de poros nm 5.9
Grau de intumescimento % 2,51
Tonset de decomposigao °C 417,6
Tpico de decomposigdo °C 4359
Tendgset de decomposicao °C 4539
Temperatura de transi¢do vitrea (Tg) °C 85,7
Atividade da CALB na HBM Ug! 115+ 16
Atividade da CALB na EOE U.g’ 188 + 1

*M = mondmeros, S = solventes (heptano+toluol), R = reticulante, E = estireno, T = toluol, H = heptano, Ma =
magnetita

Fonte: Proprio autor
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Quadro 2: Condigodes de sintese e propriedades fisicas e quimicas do copolimero de estireno-dimetacrilato de

etilenoglicol magnetizado (STY-EGDMA-M)

Propriedades

Nomenclatura STY-EGDMA-M
Morfologia da particula Esférica, mesoporosa
Matriz Poly(Sty-co-EGDMA) magnetizada

Agente iniciador

AIBN

Condig¢ao de sintese (total)* 50% M/ 50% S; 60% R /40% E; 60% T / 40% H; 20% Ma*
Condicao de sintese (PU)* 30% M /70% S; 30% R/ 70% E; 40% T / 60% H; 20% Ma*

Estrutura quimica

Rendimento de sintese (1 tota1)
Rendimento de sintese (1 py)
Umidade da particula

Densidade relativa da particula
Densidade aparente da particula
Angulo de contato (dgua)

Tempo de absor¢do de 1 gota (agua)
Area superficial

Volume médio de poros

Diametro médio de poros

Grau de intumescimento

Tonset de decomposi¢cao

Tpico de decomposicdo

Tendset de decomposicao
Temperatura de transigdo vitrea (Tg)
Atividade da CALB na HBM
Atividade da CALB na EOE

H —CH,— CH2 —HC—CH;
Q
O
C—CHZ—H —CHT

% 86,15

% 90,56

% Méx 10
g-mL™? 1,223
g-mL’ 0,5746
° 106,39

min 70
m2g’ 114
mL-g" 0,25
nm 8,8

% 5,16

°C 369,3

°C 384,4

°C 400,7

°C 84,7
U.g! 570 + 48
U.g’ 202 + 1

*M = mondmeros, S = solventes (heptano+toluol), R = reticulante, E = estireno, T = toluol, H = heptano, Ma =

magnetita

Fonte: Proprio autor
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Quadro 3: Condigdes de sintese e propriedades fisicas e quimicas do copolimero de estireno-dimetacrilato de
trietilenoglicol magnetizado (STY-TEGDMA-M)

Propriedades

Nomenclatura STY-TEGDMA-M
Morfologia da particula Esférica, mesoporosa
Matriz Poly(Sty-co-TEGDMA) magnetizada
Agente iniciador AIBN
Condigao de sintese (total)* 50% M /50% S; 60% R /40% E; 60% T / 40% H; 20% Ma*
Condicao de sintese (PU)* 30% M /70% S; 45% R/ 55% E; 50% T / 50% H; 20% Ma*

TH%—CHJ_%:CHZ —H?—CH,
o
n

Estrutura quimica

o
C—CH,—HC—CH;

Rendimento de sintese (1 tota1) % 66,35
Rendimento de sintese (1 py) % 85,00
Umidade da particula % Max 10
Densidade relativa da particula g-mL’ 1,239
Densidade aparente da particula g-mL’ 0,6919
Angulo de contato (agua) ° 101,00
Tempo de absorc¢ao de 1 gota (agua) min 63
Area superficial m>g’ 44
Volume médio de poros mL- g'1 0,15
Diametro médio de poros nm 13,8
Grau de intumescimento % 3,58
Tonset de decomposigao °C 349,1
Tpico de decomposigdo °C 366.,9
Tendgset de decomposicao °C 385,5
Temperatura de transi¢do vitrea (Tg) °C 84,6
Atividade da CALB na HBM U.g’ 710+ 9
Atividade da CALB na EOE U.g’ 199 + 1

*M = mondmeros, S = solventes (heptano+toluol), R = reticulante, E = estireno, T = toluol, H = heptano, Ma =
magnetita

Fonte: Proprio autor
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Quadro 4: Condicdes de sintese e propriedades fisicas e quimicas do copolimero de estireno-triacrilato de
trimetilolpropano magnetizado (STY-TMPTA-M)

Propriedades
Nomenclatura STY-TMPTA-M
Morfologia da particula Esférica, mesoporosa
Matriz Poly(Sty-co-TMPTA) magnetizada
Agente iniciador AIBN
Condicao de sintese (total) 50% M/ 50% S; 60% R /40% E; 60% T / 40% H; 20% Ma*
Condic¢ao de sintese (PU) 50% M /50% S; 45% R/ 55% E; 60% T / 40% H; 20% Ma*
o ci-nd—cni-
o7 YL
Estrutura quimica “:C\”lf\C o o \n/i{lc\c”:/c&
R Yy, A By
L A
Rendimento de sintese (1) total) % 87,65
Rendimento de sintese (1 py) % 44,67
Umidade da particula % Max 10
Densidade relativa da particula g-mL™ 1,1537
Densidade aparente da particula g~mL'1 0,5692
Angulo de contato (dgua) ° 98,13
Tempo de absorc¢do de 1 gota (4gua) min 59
Area superficial m>g’ 87
Volume médio de poros mL-g 0,22
Diametro médio de poros nm 9,9
Grau de intumescimento % 1,76
Tonset de decomposi¢ao °C 418,1
Tpico de decomposicdo °C 429.8
Tendset de decomposicao °C 4431
Temperatura de transi¢ado vitrea (Tg) °C 85,3
Atividade da CALB na HBM U.g’ 540+ 15
Atividade da CALB na EOE U.g! 183+ 1

*M = mondmeros, S = solventes (heptano+toluol), R = reticulante, E = estireno, T = toluol, H = heptano, Ma =
magnetita

Fonte: Proprio autor
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6 CONCLUSOES

Os resultados sugerem que os copolimeros magnetizados obtidos no presente trabalho
possuem potencial para aplicagdo como suporte para a imobilizagao de lipases, visto que
apresentaram propriedades morfoldgicas, térmicas e magnéticas adequadas, além dos
biocatalisadores, obtidos pela imobilizacdo da lipase B de Candida antarctica, terem
expressado atividades enzimaticas consideraveis. A partir dos estudos realizados foi possivel
verificar que:

e O rendimento total de polimerizacao foi favorecido quando todos os fatores foram
empregados nos niveis mais elevados; j4 para a mdxima obtencdo em particulas uteis, as
condi¢des foram diferentes para cada copolimero, atingindo rendimentos superiores a 80%;

e A incorporacdo da magnetita nas matrizes poliméricas foi constatada pelas
analises de EDX, FT-IR, Raman, ICP-OES, DRX e Histerese, na qual os espectros de FT-IR
apresentaram bandas caracteristicas de 6xido de ferro, comprovado pelos espectros de DRX,
como sendo magnetita (Fe;0y);

e A anilise de FT-IR também comprovou a formacgdo dos copolimeros, sendo
observada a presenca de bandas caracteristicas do mondmero base (STY) e de cada agente
reticulante empregado;

e Por meio da andlise de ICP-OES foi possivel notar que em média, apenas 35 a
40% de toda a magnetita adicionada ao processo de sintese foi incorporada a matriz
polimérica, sendo considerada ideal a adicdo de 20% de Fe;O4 para a magnetizacao dos
copolimeros, fixando-se o fator D (% de magnetita em relagdo a massa total de monomeros)
no nivel 3.

e As andlises de TGA e DSC atestaram que os copolimeros sdo estaveis
termicamente, apresentando decomposicao a temperaturas superiores a 300 °C e temperaturas
de transi¢ao vitrea entre 84 ¢ 85 °C;

e As micrografias (MEV e MOC) constataram que o agente iniciador promove
alteracdes na morfologia do material, sendo as particulas sintetizadas com AIBN as mais
adequadas, visto que apresentam-se mais esféricas e homogeéneas;

e A partir das analises de BET pode-se perceber que tanto o agente reticulante como
o iniciador influenciaram as propriedades texturais (rugosidade) das particulas poliméricas,
destacando-se as sintetizadas com AIBN, visto que apresentaram maiores areas superficiais e

volumes de poros;
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e Em relagdo a molhabilidade e grau de intumescimento, os copolimeros de STY -
EGDMA-M e STY-TEGDMA-M mostraram-se os mais hidrofoébicos e com maior capacidade
de absorcao do solvente heptano, caracteristicas importantes para o processo de imobilizacao
de lipases;

e Dentre os biocatalisadores obtidos pela imobilizagdo da lipase B de Candida
antarctica nos diferentes copolimeros magnéticos, os constituidos pelos suportes de STY-
EGDMA-M e STY-TEGDMA-M apresentaram os valores mais elevados de atividade
catalitica, tanto na hidrélise do butirato de metila como na esterificacdo do oleato de etila;

e A estabilidade térmica dos derivados imobilizados que expressaram as melhores
atividades enzimaticas (obtidos pelos suportes de STY-EGDMA-M e STY-TEGDMA-M) foi
avaliada, sendo constatadas atividades residuais da ordem de 97% apds incubacdo por 4 h a
50°C. A CALB imobilizada em STY-EGDMA-M demonstrou um tempo de meia-vida
superior a 20 h, tornando-a cerca de 14 vezes mais estavel que a enzima livre, comprovando o

sucesso do processo de imobilizagao.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados alcangados ¢ possivel vislumbrar a continuidade dos estudos
para a aplicacdo de biocatalisadores obtidos a partir dos copolimeros magnéticos sintetizados

no presente trabalho em diversas reacdes de sintese. Para esta finalidade, sugere-se:

e Estudar a sintese dos copolimeros utilizando BPO como agente iniciador, visto
que os resultados atingidos e as caracteristicas observadas da matriz polimérica podem ser
melhorados;

e Avaliar o desempenho de biocatalisadores obtidos pela imobilizagdo de outras
lipases, como Thermomyces lanuginosus ¢ Penicillium camemberti nos diferentes
copolimeros sintetizados;

e Aplicar os biocatalisadores obtidos pela imobilizacdo da lipase B de Candida
antarctica nos suportes de STY-EGDMA-M e STY-TEGDMA-M na sintese de ésteres
emolientes, como por exemplo: oleato de 2-etil-hexila, oleato de butila e oleato de cetila.

e Verificar a capacidade de adsor¢do do glicerol nas matrizes poliméricas de STY-
EGDMA-M e STY-TEGDMA-M, visto que foram os suportes mais hidrofobicos, visando
avaliar sua adequagdo para aplicacdo na sintese de biodiesel a partir da transesterificacdo

enzimatica de 6leos e gorduras.
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