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RESUMO

A necessidade de se desenvolver processos limpos que
possibilitem a obtencdo de produtos livres de residuos toxicos, tanto
para aplicacdo na area farmacéutica quanto alimenticia, possibilitou que
processos de polimerizagdo mediados por enzimas em fluidos
pressurizados se tornassem atrativos. A policaprolactona (PCL) é um
polimero biocompativel, biodegradavel e bioreabsorvivel, com
aplicagOes nas industrias alimenticia, farmacéutica e biomédica. Sendo
assim, este trabalho objetiva estudar a producdo de policaprolactona
pelo mecanismo de abertura do anel da e-caprolactona (e-CL) por via
enziméatica em fluidos pressurizados visando a definicdo das melhores
condigbes para a reacdo de polimerizagdo. Para tal, foram realizados
experimentos em didxido de carbono (CO,) e gas liquefeito de petrdleo
(GLP), avaliando-se a influéncia da pressdo de operacéo (120-280 bar),
da razdo solvente/mondmero (razdo méassica 2:1-1:2) e da porcentagem
de enzima (5-15%) com relagdo ao ménomero sobre o rendimento de
reacdo, massa molecular numérica média (M,), massa molecular
ponderal média (M,,) e indice de polidispersdo (IP). O uso de um reator
de volume variavel permitiu a avaliacdo independente da pressdo e da
razdo solvente/monémero. Os resultados destes experimentos foram
utilizados para definir as condi¢bes para obtencdo das cinéticas de
polimerizagdo. As cinéticas foram realizadas avaliando-se a influéncia
da porcentagem de enzima (1%, 3%, 5% e 15%) e da temperatura (50°C
e 60°C) nas reacGes em CO; e a influéncia da porcentagem de enzima
(3% e 5%) e da presséo (25 bar, 50 bar e 120 bar) nas reacdes em GLP.
Os polimeros obtidos nas reacBes que compdem as cinéticas de
polimerizacdo foram avaliados em termos de rendimento de reacdo, M,
My, [P, produtividade, temperatura de fusdo (T.) e grau de
cristalinidade (X.). Este estudo também avaliou a possibilidade de retso
da enzima para diminuicdo do impacto do custo da enzima sobre o custo
do processo. Os resultados obtidos por analise estatistica ANOVA
mostraram que a pressdo ndo é uma variavel significativa para nenhum
das variaveis de processo selecionadas. Além disso, para 0 CO,, 0s
melhores resultados para rendimento, M, e M,, foram obtidos para a
razdo de solvente/mondmero de 1:2, enquanto para o GLP a razdo
solvente/monémero 2:1 proporciona melhores resultados. Como
esperado, 0 aumento da porcentagem de enzima resultou em aumento do
rendimento para ambos o0s solventes. Para 0 CO, houve também



aumento de M,, M, e IP. Nas cinéticas de reacdo foram obtidos
rendimento de até 90%, M, de até 13.700 Da e M, de até 22.200 Da,
para 0 CO, com 15% de enzima e rendimento de até 81%, M, de até
15.000 da e M,, de até 23.000 Da para 0 GLP com 5% de enzima. Os
indices de polidispersdo variaram de 1,2 a 1,7. Levando-se em
consideragdo os célculos de produtividade as condi¢des escolhidas para
realizacho dos ensaios de reuso foram 120 bar, razéo
solvente/monémero de 1:2, 3 % de enzima, 65°C e 12 horas de reacéo
para 0 CO; e 25 bar, razdo solvente/mondmero de 2:1, 3 % de enzima,
65°C e 8 horas de reagdo para 0 GLP. Quando se aplicou a enzima em
ciclos de reuso, observou-se uma diminuigdo abrupta dos rendimentos
para 0 CO, devido ao seu efeito deletério sobre a atividade da enzima.
Para 0 GLP esta diminuicdo foi progressiva. As massas moleculares
obtidas apresentaram reducdo a cada ciclo. Na comparagdo dos
resultados de rendimento, massa molecular e produtividade dos
polimeros obtidos com o0 uso de CO,, GLP e sem 0 uso de solvente, o
GLP é a opcéo que mais se destaca devido aos bons resultados obtidos.
Além disso, apresenta custo inferior e pressdo de operagdo mais amena
do que com o uso de CO,. O uso do GLP, um solvente previamente nao
abordado pela literatura na producdo de poliésteres, e 0 aspecto inovador
da utilizacdo de um reator de volume varidvel que permite a analise
independente da influéncia da pressdo, temperatura e da razdo
solvente/monbémero séo os diferenciais deste trabalho.

Palavras-chave: polimerizacéo, s-caprolactona, Novozym 435, dioxido
de carbono, gas liquefeito de petrdleo.



ABSTRACT

Lipase catalyzed polymerizations in pressurized fluids are becoming
more attractive due to the need for development of cleaner processes
able to yield products free of residues for pharmaceutical and food
applications. Polycaprolactone is a biocompatible, biodegradable and
bioresorbable polymer, is applied in a wide variety of structures for use
in biomedical, food and pharmaceutical industries. Therefore, this thesis
aims to study the enzymatic production of polycaprolactone using
pressurized fluids as solvents in order to define the best conditions for
the polymerization reaction. For this purpose, experiments were
performed to evaluate the influence of the operating pressure (120-280
bar), the solvent/monomer mass ratio (2:1-1:2) and the percentage of
enzyme related to monomer (5-15%) over the reaction yield, number-
average molecular weight (M,), weight-average molecular weight (M)
and polydispersity index (PI) using liquefied petroleum gas (LPG) and
carbon dioxide (CO,)as solvents. The use of a variable-volume reactor
allowed an independent evaluation of pressure and solvent/monomer
ratio. Results from these experiments defined the conditions for carrying
out the polymerization kinetics. The kinetics assays were performed by
assessing the influence of the percentage of enzyme (1%, 3%, 5% and
15%) and temperature (50 ° C and 60 ° C) in the CO, reactions, and the
influence of the percentage of enzyme (3 % and 5%) and pressure (25
bar, 50 bar and 120 bar) in the LPG reactions. Kinetic samples were
evaluated by means of reaction yield, M,, M, PI, productivity, melting
temperature and crystallinity degree. In order to reduce the impact of
enzyme cost over overall process cost, the possibility of enzyme reuse
was also studied. The results for ANOVA analysis showed that pressure
is not a significant variable for any of the selected parameters.
Regarding solvent/monomer ratio, best results for yield, M,, and M,, for
CO, reactions were obtained for the solvent/monomer ratio of 1:2,
whereas for LPG the solvent/monomer ratio of 2:1 provided the
optimum results. Increasing the percentage of enzyme resulted in yield
increase, higher molecular mass and higher polydispersity indexes.
Reaction kinetics was performed using different percentages of enzyme
and temperatures. Reaction yields up to 90%, M, up to 13,700 Da and
M,, of up to 22,200 Da were obtained for CO, using 15 wt% enzyme.
Reaction yields up to 81%, M, up to 15,000 Da and M,, of up to 23,000
Da were obtained for LPG using 5 wt% of enzyme. The polydispersity



index varied from 1.2 to 1.7. Taking into account the productivity
calculations, the conditions chosen to perform the reuse assays were 120
bar, solvent/monomer ratio of 1:2, 3 wt% of enzyme, 65°C and 12 hours
of reaction for CO, assays and 25 bar, solvent/monomer ratio of 2:1, 3
wt% of enzyme, 65°C and 8 hours of reaction for LPG assays. When the
enzyme was applied in reuse cycles, it showed a sharp decrease in
reaction yields for CO, assays probably due to its deleterious effect on
the enzyme activity. For LPG the reaction vyield decrease was
progressive. The molecular masses obtained decreased with each cycle
for both solvents. Comparing the results of yield, productivity and
molecular mass of polymers obtained with the use of CO,, LPG and
without the use of solvent, LPG is the option that stands out because of
the good results obtained. Moreover, it has lower cost and milder
operating pressure when compared to the use of CO,. The use of LPG, a
solvent not previously reported in the production of polyesters and the
innovative aspect of using a variable-volume reactor which allows
independent analysis of the influence of pressure, temperature and the
solvent/ monomer ratio are the highlights of this work.

Keywords: polymerization, e-caprolactone, Novozym 435, carbon
dioxide, liquefied petroleum gas.
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rendimento para a produgdo de policaprolactona com o uso de 3% de
enzima a 65°C em trés condi¢des: sem solvente a pressdo ambiente,
utilizando GLP como solvente na razdo de solvente/mondmero de 1:2 e
pressdo de 120 bar, utilizando CO, como solvente na razao
solvente/mondmero de 2:1 e pressdo de 25 bar.Erro! Indicador ndo
definido.

Figura 6.2 -. Comparacéo dos resultados da cinética em termos de M,
para a producdo de policaprolactona com o uso de 3% de enzima a 65°C
em trés condigfes: sem solvente a pressao ambiente, utilizando GLP
como solvente na razdo de solvente/monémero de 1:2 e pressao de 120
bar, utilizando CO, como solvente na razdo solvente/monémero de 2:1 e
pressao de 25 bar. ......ccccevvveveicicceieenn, Erro! Indicador ndo definido.
Figura 6.3 Comparacao dos resultados da cinética em termos de M,y para
a producéo de policaprolactona com o uso de 3% de enzima a 65°C em
trés condicOes: sem solvente a pressdo ambiente, utilizando CO, como
solvente na razao de solvente/monémero de 1:2 e pressdo de 120 bar,



utilizando GLP como solvente na raz&o solvente/monémero de 2:1 e
pressao de 25 bar.......c.ccoeeevevieveciecneenna, Erro! Indicador ndo definido.
Figura 6.4 - Comparagao dos resultados da cinética de variacao de
produtividade para a producdo de policaprolactona com o uso de 3% de
enzima a 65°C em trés condi¢des: sem solvente a pressdo ambiente,
utilizando GLP como solvente na razdo de solvente/mondmero de 1:2 e
pressdo de 120 bar, utilizando CO, como solvente na razao
solvente/monbémero de 2:1 e pressdo de 25 bar....... Erro! Indicador néo
definido.



LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1 - Niveis das varidveis investigadas nos planejamentos
EXPEITMENTAIS. ...ttt sttt see s 84
Tabela 3.2 - CondicOes de pressdo, razdo massica solvente/ monémero,
guantidade de enzima, temperatura e tempo investigadas nas cinéticas de
polimeriza¢do com CO,, GLP e sem 0 uso de solvente. ...........ccccoueee. 84
Table 4.2.1- Results of reaction yield (), Mn, My, and PI for two hour
reactions of lipase-catalyzed poly(e-caprolactone) production in CO, at
65 °C for each condition of pressure (P), enzyme content ([E]) and
solvent/monomer mass ratio (S/M) and phase type (PT). 112
Table 4.2.2 - Yield rate (YR) and maximum yield rate time (ty) obtained
with the SAS for windows software for the results at the conditions of
120 bar, 1:2 solvent/monomer ratio, 65°C and enzyme contents of 1
Wt%, 3 Wt%, 5 W% and 15 WEY0 ......ooveieiieiiceeeee e 118
Table 4.2.3 - Melting temperature (Tr,) and crystallinity degree (X)
results for the polymer samples obtained at the reaction times of 1h, 6 h
and 20 h at the conditions of 3 wt% enzyme, 120bar, solvent/monomer
ratio 0f 1:2 and B5°C. .....oovoieiceceecc e 123
Table 5.1 - Results of reaction yield (Y), M,, My, and PI for two- hour
reactions of lipase-catalyzed poly(e-caprolactone) production in LPG at
65 °C for each condition of pressure (P), enzyme content ([E]) and
solvent/monomer mass ratio (S/M) .

Erro! Indicador ndo definido.

Table 5. 2 - Yield rate and maximum yield rate time obtained with the
SAS for windows software for the results at the conditions of 3 wt%
enzyme/25 bar, 5 wt% enzyme/50 bar and 5 wt% enzyme/120 bar with
solvent/monomer ratio of 2:1 at 65°C. ....Erro! Indicador néo definido.
Table 5.3 - Melting temperature (Tr,) and crystallinity (X) results for
the polymer samples obtained at the reaction times of 1h, 6 hand 20 h at
the conditions of 3 wt% enzyme, 25 bar, solvent/monomer ratio of 2:1
and 65°C. ..., Erro! Indicador n&o definido.
Table 5.4 - Productivity rate (PR) and maximum productivity rate time
(tp) obtained with the SAS for windows software for the results at the
conditions of 3 wt% enzyme/25 bar, 5 wt% enzyme/50 bar and 5 wt%
enzyme/120 bar with solvent/monomer ratio of 2:1 at 65°C............ Erro!
Indicador n&o definido.

Tabela 6.1 - Velocidade de rendimento de reacdo (yr), e tempo de
velocidade de rendimento de reacéo (ty) obtidos com o uso do software



SAS para os resultados das cinéticas de rendimento de producdo de
policaprolactona com o uso de 3% de enzima a 65°C. ...................
Erro! Indicador ndo definido.



CAPITULO 1: INTRODUGCAO

A necessidade de se desenvolver processos limpos que
possibilitem a obtencdo de produtos livres de residuos toxicos, tanto
para aplicacdo na area farmacéutica quanto alimenticia, possibilitou que
processos de polimerizacdo mediados por enzimas se tornassem
atrativos. Enquanto os processos tradicionais de polimerizagéo utilizam
compostos metalicos toxicos como catalisadores que podem deixar
residuos nos produtos e aumentar a poluicdo ambiental, as enzimas,
notadamente na forma imobilizada, se apresentam como uma alternativa
limpa aos catalisadores convencionais.

Além de serem derivadas de fontes renovaveis, as enzimas atuam
geralmente em condi¢des brandas de temperatura, pressdo e pH. Ainda,
as enzimas nao requerem a exclusdo da agua ou ar quando usadas como
catalisadores na sintese de poliésteres (VARMA et al, 2005) porque a é
essencial para sua atividade. A polimerizacdo via rota quimica
tradicional, por outro lado, exige a utilizagdo de mondmeros puros, de
atmosfera inerte, de condigdes anidro e de iniciadores organometalicos.
Estes metais devem ser completamente separados dos polimeros para o
uso em aplicacbes biomédicas (AL-ALZEMI et al, 2002). Outra
vantagem da utilizacdo das enzimas para polimerizacdo é que ao
contrario da polimerizacéo catalisada por metais, enzimas tendem a ser
enantiosseletivas, ou seja, ha producdo preferencial de um dos
enantidmeros do polimero (AL-AZEMI; KONDAVERTI; BISHT, 2002;
DUXBURY et al, 2007; HANS; KEUL; MOELLER, 2009; SCHULZE;
WUBBOLTS, 1999). Além disso as enzimas apresentam
quimiosseletividade (IGLESIAS; BALDESSARI; GROS, 1996;
SCHULZE; WUBBOLTS, 1999) e a reacdo ocorre seletivamente em um
grupo quimico levando & formacéo do produto correspondente. Elas séo
também regiosseletivas (SCHULZE; WUBBOLTS, 1999). Uma reacdo
regiosseletiva é aquela em que uma direcdo de formacao de ligagdo ou
quebra de ligacdo ocorre preferencialmente em detrimento de todas as
outras dire¢des possiveis (IUPAC, 2011).

O emprego de enzimas para a producdo de polimeros
biodegradaveis vem sendo estudado pela comunidade académica em
aplicacdes envolvendo diversos monémeros como e-caprolactona, -
propiolactona, B-butirolactona, y-butirolactona, &-valerolactona, 1,5-
dioxepan-2-ona, octanolideo, 12-dodecanolideo, 15-pentadecanolideo,
além de lactideos e dicarbonatos ciclicos (ALBERTSSON;
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SRIVASTAVA, 2008). Dentre estes cabe destacar a e-caprolactona por
sua aplicacdo em uma vasta variedade de estruturas para fins biomédicos
e alimenticios como nanoesferas (LEE et al, 2003), nanofibras (MAVIS,
et al, 2009), espumas (MARRAZZO; MAIO; IANNACE, 2008), malhas
e scaffolds (LUCIANI et al, 2008; HUANG et al, 2007, ZEIN et al,
2002). Estas ultimas, sdo estruturas desenvolvidas para permitir o
crescimento de células, com aplicacdo em implantes para substituir
partes de tecido 6sseo.

A policaprolactona foi um dos primeiros polimeros sintetizados
em 1930 pelo grupo de pesquisa liderado por Wallace Carothers (VAN
NATTA; HILL; CARRUTHERS, 1934 apud WOODRUFF;
HUTMACHER, 2010), um quimico americano, cientista da DuPont’, a
quem foi creditado a invencdo do nylon. Materiais como a
policaprolactona, definidos como bioreabsorviveis, apresentam a
caracteristica de serem completamente eliminados do corpo humano por
produtos e subprodutos de degradagdo (compostos de baixa massa
molecular) sem efeitos colaterais residuais (VERT et al, 1992).

Segundo WOODRUFF e HUTMACHER (2010), o grande
desenvolvimento de polimeros considerados absorviveis deu-se nas
décadas de 1970 e 1980. Nesta época, a policaprolatona e seus
copolimeros foram amplamente empregados em dispositivos para
liberacdo de medicamentos. Esta aten¢do se deveu a inimeras vantagens
frente a outros polimeros em uso no momento. A policaprolactona
apresenta facilidade de moldagem e fabricacdo. Além disso tem
propriedades mecénicas e cinética de degradacdo adequadas para
conduzir tecido em crescimento e para liberagdo controlada de farmacos
contidos dentro de sua matriz. Ainda, a policaprolactona permite que
grupos funcionais sejam adicionados ao polimero para torna-lo mais
adesivo, hidrofilico ou biocompativel, favorecendo as respostas
celulares (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

Atualmente a policaprolactona voltou a ser amplamente estudada.
Isso se deu a partir do nascimento do campo da engenharia de tecidos e

L A DuPont é uma empresa sediada em Wilmington, Dinamarca, que atua nos
segmentos agricola, quimico, petroquimico, automobilistico, grafico e nas areas
de embalagens, polimeros industriais, eletrdnica, construcdo, decoracao,
seguranca, papel, celulose, produtos domésticos e biotecnologia (DUPONT,
2012).
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da percepcdo de que a policaprolactona é um material viscoel&stico,
excelente para aplicacdo nesta area. Além disso, as rotas de producéo da
PCL sdo relativamente baratas em comparagdo com outros poliésteres
alifaticos. Outro fator importante, segundo Woodruff e Hutmacher
(2010), é que dispositivos de liberacdo de medicamentos fabricados com
PCL ja apresentam aprovagéo do FDA (Food and Drug Administration)
e registo de marca (CE Mark) permitindo uma via de saida mais rapida
para o mercado. Varios produtos com policaprolactona em sua
composicdo estdo comercialmente disponiveis, dentre eles, o
contraceptivo de longa duracdo Capronors® (NAIR; LAURENCIN,
2006; NAIR; LAURENCIN, 2007), as fibras copoliméricas para sutura,
chamadas de Monacryl®, o veiculo de liberacéo de drogas denominado
SynBiosys® (NAIR; LAURENCIN, 2007), o implante no formato de
cogumelo utilizado para preencher furos craniais de nome comercial
Osteoplug® (LOW et al, 2009) e o Resilon®, um copolimero
termoplastico utilizado para preenchimento do canal da raiz do dente
(JIA, 2003; JIA; TROPE; ALPERT, 2005; JIA, 2005).

Labet e Thielemans (2009) apresentam uma completa revisdo
sobre a producéo da policaprolactona, citando os diferentes solventes e
iniciadores utilizados. Os autores apontam também que a polimerizacdo
enzimatica de PCL em dioxido de carbono supercritico € um tema
recente de estudo com trabalhos de Loeker et al (2004), Nakaoki, Kitoh
e Gross (2005) e Thurecht et al (2006).

O didxido de carbono supercritico é barato, ndo é toxico, ndo é
inflamavel (KUMAR; MADRAS; MODAK, 2004) e apresenta
propriedades de transporte que podem acelerar a transferéncia de massa
em reagdes enzimaticas (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2000). De forma
geral, os fluidos supercriticos ou pressurizados, como o diéxido de
carbono (gases em C.N.T.P.%), podem ser facilmente separados do
produto final por despressurizacdo do sistema e por isso podem ser
reutilizados no processo. Dentre as pesquisas relativas & polimerizagdo
enzimatica com solventes pressurizados ndo foram encontrados estudos
com o Gas Liquefeito de Petroleo (GLP). O GLP tem como principais
componentes 0 propano € 0 n-butano, substancias que apresentam
baixos valores de constante dielétrica, similares ao do didxido de

? C.N.T.P — Condigdes Normais de Temperatura e Press&o.
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carbono. O uso do GLP apresenta algumas vantagens com relacdo ao
CO, como o custo inferior e a possibilidade de operacdo em pressdes
mais amenas.

Desta forma, este trabalho focard no estudo da produgdo de
policaprolactona por via enzimatica em meio pressurizado empregando-
se tanto o dioxido de carbono como o GLP.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é investigar a producdo de poli (e-
caprolactona) utilizando lipases como catalisador enzimatico em CO, e
GLP para determinar as melhores condi¢Oes de operacao,

1.1.2  Objetivos Especificos

a) Construir um reator de volume varidvel com visualizacéo para
realizacdo dos experimentos de polimerizacao.

b) Escolher uma lipase com bom desempenho dentre as
comumente utilizadas para produgdo de poliésteres, para atuar
como catalisador na producéo de policaprolactona.

c) Avaliar estatisticamente o efeito da pressdo de operacdo, da
concentracdo da lipase selecionada e da raz8o maéssica entre
solvente e mondmero no rendimento de reacdo, massa
molecular numérica média (M,), massa molecular ponderal
média (M) e indice de polidispersdo (IP) do polimero obtido
na polimerizacdo de e-caprolactona em meio pressurizado
utilizando CO, e GLP.

d) Awvaliar o efeito da porcentagem de enzima com relacdo & massa
de mondmero na cinética de polimerizacdo da e-caprolactona
em termos de rendimento de reacdo, M,, My, e IP dos polimeros
obtidos utilizando CO, e GLP em meio pressurizado e avaliar o
efeito da temperatura de operacdo sobre o rendimento de reagio
da cinética de polimerizagéo da e-caprolactona.

e) Awvaliar o efeito da pressdo de operacdo sobre o rendimento de
reagdo, M,, My, e IP nas cinéticas realizadas com o uso de GLP
como solvente.
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f) Avaliar por DSC (Differential Scanning Calorimetry) o grau de
cristalinidade (X.) e a temperatura de fusao (T,) dos polimeros
obtidos na cinética de polimerizacéo.

g) Determinar a atividade enzimatica da enzima comercial
utilizada (Novozym 435®) cem CO, com a finalidade de
verificar o impacto das condi¢Bes reacionais sobre a enzima
indicando a possibilidade de relso.

h) Definir as melhores condigdes de processo: temperatura,
pressdo, porcentagem de enzima, razdo solvente/monémero e
tempo de reacdo para os ensaios de reiso em CO, e GLP.

i) Avaliar o nimero de ciclos em que a enzima pode ser
reutilizada no processo de polimerizag&o.

j) Comparar os resultados de rendimento, M,, My, X e T4 dos
polimeros obtidos a alta pressdo com o uso de CO, e GLP e a
baixa pressdo sem o uso de solvente.

1.2. ESTRUTURA DO DOCUMENTO

Este trabalho encontra-se organizado da seguinte forma: o
Capitulo 1 apresenta a introducdo e os objetivos do trabalho. No
Capitulo 2 é apresentada a Revisdo Bibliografica que discorre sobre
alguns conceitos relacionados aos polimeros. Na sequéncia sdo tratados
os biopolimeros, com especial atencdo para a e-caprolactona e suas
caracteristicas. As enzimas e sua atuacao nas reacdes de abertura de anel
também sdo temas abordados nesse capitulo. As especificidades deste
tipo de reacdo sdo discutidas, bem como o papel dos fluidos
pressurizados e sua influéncia sobre as enzimas. No Capitulo 3 sdo
apresentados 0s materiais e métodos utilizados nas reacGes de
polimerizacdo e nas medidas de atividade enzimatica e caracterizacdo
dos polimeros obtidos. O Capitulo 4 trata da construgdo de unidade de
reacdo no Laboratério de Termodindmica e Extracdo Supercritica da
UFSC (Universidade Federal de Santa Catarina). Os Capitulos 4 ¢ 5
apresentam, na forma de artigos, os resultados produzidos nesta tese,
sendo que: o Capitulo 5 refere-se aos resultados dos experimentos em
CO,, avaliando estatisticamente os efeitos de pressdo, contelido de
enzima e razdo solvente/mondmero sobre rendimento de reacdo, massa
molecular e indice de polidispersdo e as cinéticas de polimeriza¢do em
termos de rendimento de reacdo, M, M,, IP e produtividade em
diversas condi¢Oes de porcentagem de enzima com relagdo ao substrato
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e temperaturas, assim como um estudo sobre o retso da enzima e sobre
a temperatura de fuséo e grau de cristalinidade dos polimeros obtidos. O
Capitulo 6 trata da avaliagéo estatistica dos resultados dos experimentos
em GLP assim como proposto previamente para CO,, apresenta também
as cinéticas de polimerizacdo em termos de rendimento de reacdo, My,
My, IP e produtividade em diversas condicdes de porcentagem de
enzima com relacdo ao substrato e diversas pressdes de operagdo, assim
como um estudo sobre 0 rediso da enzima e sobre a temperatura de fusdo
e grau de cristalinidade dos polimeros obtidos. Finalmente, é
apresentada no Capitulo 7 uma comparacdo entre os resultados obtidos
para as rea¢fes com o uso de CO, e GLP a alta pressdo e as reagdes a
baixa pressdo sem o uso de solvente. As Conclusbes deste trabalho e
sugestdes de trabalhos futuros sdo apresentadas no Capitulo 8. O
Apéndice | apresenta o0 projeto da estrutura para abrigar o reator, o
Apéndice Il apresenta os calculos da espessura do reator, enquanto o
Apéndice 1l traz os projetos do reator de volume variavel. No Apéndice
IV apresenta-se a rotina implementada para determinacdo das
velocidades de reacdo, e os relatérios obtidos pelo software SAS for
Windows. Os gréaficos de Pareto que fazem parte das analises estatisticas
dos Capitulos 4 e 5 sdo apresentados no Apéndice V. A patente relativa
a produgcdo de policaprolactona utilizando GLP como solvente é
apresentada no Apéndice VI. A lista as publicacdes j& realizadas como
resultado do presente trabalho no Apéndice VII.
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CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 POLIMEROS

Os polimeros sdo compostos quimicos de elevada massa
molecular resultantes de reacGes quimicas de polimerizacdo. S&o
macromoléculas formadas pela repeticdo de unidades quimicas
chamadas meros ou unidades monoméricas. A polimerizagdo é uma
reacdo em que as moléculas menores (mondmeros) se combinam
quimicamente (por valéncias principais) para formar moléculas longas,
mais ou menos ramificadas com a mesma composigdo centesimal. As
cadeias poliméricas podem ser classificadas quanto a estrutura em:
linear, onde os meros sdo ligados entre si formando uma unidade
continua; ramificada, quando possui cadeias laterais; reticulada,
contendo ligagBes cruzadas entre cadeias adjacentes; ou em rede, em que
suas unidades estdo conectadas de forma tridimensional formando redes.
Séo classificadas também quanto aos tipos de meros que o compde:
homopolimeros, se formados por um Unico mero, e copolimeros, se
formados por mais de um tipo de mero (AKCELRUD, 2007).

Outra forma de classificar os polimeros foi proposta por
Carothers em 1929. De acordo com a classificacdo de Carothers os
polimeros sdo divididos em duas categorias: polimeros de condensagéo e
polimeros de adicdo. Os polimeros de condensacdo sdo formados por
reacbes com eliminagdo de pequenas moléculas como &gua, &cido
cloridrico ou metanol. J& os polimeros de adi¢éo sdo formados sem que
haja saida de moléculas, sendo a estrutura da unidade repetitiva idéntica
aquela do monbémero. A classificagcdo proposta por Flory em 1953 leva
em conta 0 mecanismo de reacdo, apresentando duas classes:
polimerizacdo em etapas e polimerizacdo em cadeia. A polimerizacdo
por etapas inclui todos os polimeros de condensacgéo e aqueles formados
por meio de etapas definidas. Em contrapartida, a polimerizacdo em
cadeia ¢ a classe atribuida as reacGes que requerem a formacéo de um
centro ativo ao qual as moléculas de mondmero adicionam-se para
formar o polimero final (AKCELRUD, 2007).

2.1.1 Massa molecular e sua distribui¢ao

Sendo os polimeros formados pela repeticio de um grande
nlimero de unidades quimicas que sdo ligadas entre si por meio de
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reacOes de polimerizacéo, sabe-se que durante tais reac6es sdo formadas
cadeias de tamanhos diferentes, ou seja, misturas polidispersas.
Portanto, a massa molecular de um polimero é expressa como massa
molecular média. Existem varias maneiras segundo as quais a massa
molecular média pode ser definida. Alguns autores como Lucas, Soares
e Monteiro (2001) classificam a massa molecular média em: peso
molecular numérico médio (M,) e peso molecular ponderal médio (M,).
No entanto, 0 uso da palavra peso para definir massa molecular soa
inadequado e é derivado da traducéo do inglés molecular weight. Assim,
visando evitar o emprego de uma terminologia inadequada, neste
trabalho foram adotados os seguintes termos: massa molecular numérica
média e massa molecular ponderal média, referentes aos seguintes
simbolos M, e M,,, respectivamente. Salienta-se ainda que, apesar de a
massa molecular e a massa molar terem 0 mesmo valor humérico para
uma dada substancia monodispersa, a unidade de medida de massa
molecular é a unidade de massa atdmica (u) (MILLS et al., 1993) ou
dalton (Da) enquanto a massa molar é definida em gramas por mol
(g/mol) (MILLS et al., 1993).

A Equacdo 2.1 é a representacdo do conceito classico de massa
molecular numérica média (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).

o ZNiM,
"TTIN,

onde M; representa a massa molecular média da faixa de tamanho i, e N;
representa o nimero total das cadeias que se encontram dentro da faixa
de tamanho correspondente.

Callister (2002) apresenta uma definicdo simplificada e concisa
de M, “A massa molecular numérica média, M,, é obtida pela
classificac@o das cadeias em uma série de faixas de tamanhos, seguida
pela determinacdo da fracdo das cadeias que se encontram dentro de
cada faixa de tamanho”. A massa molecular numérica média pode ser
calculada pela Equacéo 2.2, equivalente & Equagéo 2.1:

(21)

M, = inmi (2.2)
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onde M; representa a massa molecular média da faixa de tamanhos i, e x;
representa a fracdo do numero total das cadeias que se encontram dentro
da faixa de tamanhos correspondente.

Segundo Lucas, Soares e Monteiro (2001) para calculo do M, sdo
utilizados métodos de analise de grupo terminal e de propriedades
coligativas que fornecem o nimero de moléculas por grama de material.

A Equacdo 2.3 é a representacdo do conceito classico de massa
molecular ponderal média (LUCAS; SOARES; MONTEIRO, 2001).

_ XN M?
YENM,

(23)

onde M; representa a massa molecular média da faixa de tamanho i, e N;
representa o nimero total das cadeias que se encontram dentro da faixa
de tamanho correspondente.

Callister (2002) também apresenta uma definicdo simplificada e
concisa de My,: “A massa molecular média pela massa, My, se baseia na
fracdo em massa das moléculas que se encontram dentro das varias
faixas de tamanho”. O valor de M,, pode ser calculado pela Equacéo 2.4,
que é equivalente a Equacéo 2.3:

M,, = Z w; M (24)

onde M; representa a massa molecular média dentro de uma faixa de
tamanho, enquanto w; representa a fracdo em massa das moléculas
dentro do mesmo intervalo de tamanhos.

O indice de polimerizacdo ou grau de polimerizacéo (GP) é o
nimero de unidades monoméricas que se repetem ao longo da cadeia
polimérica. O valor de GP pode ser calculado em funcéo de M, ou My, e
¢ dado pelas Equagdes 2.5 e 2.6, dependendo do tipo massa molecular
considerada. Quando maior o grau de polimerizagdo maior o tamanho da
molécula.

M, = GP.m, (25)
M,, = GP.m, (2.6)

onde m, é massa molecular do mero.
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A dispersdo da massa molecular, ou indice de polidisperséo (IP),
¢ determinada pela razdo entre a massa molecular ponderal média e a
massa molecular numérica média (Equacdo 2.7). Para amostras
monodispersas, ou seja, com indice de polidispersao (IP) muito proximo
de um, os valores de M, e M,, sdo praticamente idénticos (LUCAS;
SOARES; MONTEIRO, 2001).

p=_" 2.7

2.1.2 Policaprolactona
2.1.2.1 Propriedades e aplicacdes

A policaprolactona (PCL), poliéster sintético de cadeia linear,
também é conhecida como poli(6-hidroxihexanoato) (P(6-HH)). Ela faz
parte do grupo de polimeros definidos como absorviveis ou
bioreabsorviveis. Estes sdo materiais que tem a caracteristica de serem
completamente eliminados do corpo humano através de produtos e
subprodutos de degradacdo (compostos de baixa massa molecular), sem
efeitos colaterais residuais (VERT et al, 1992). Dentre diversos
poliésteres alifaticos abordados na literatura, a policaprolactona e seus
copolimeros tém demonstrado ¢&timas propriedades como alta
flexibilidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade, além de néao
toxicidade. Estes atributos favoraveis conferem a PCL a caracteristica de
ser a classe mais atrativa e Util de poliésteres biodegradaveis (PITT;
MARKS; SCHINDLER, 1980 apud HARRANE et al, 2006).

A Figura 2.1 mostra a estrutura quimica do mondmero -
caprolactona (SIGMA-ADRICH, 2011), do qual é formado o polimero
poli(e-caprolactona), também apresentado na Figura 2.1, pela reacéo de
polimerizacdo por abertura do anel empregando-se monémero de e-
caprolactona.

Segundo Nair e Laurecin (2007) a policaprolactona é um poliéster
hidrofobico e semi-cristalino. Possui temperatura de transicdo vitrea
(Tg) de -60°C e ponto de fusdo cristalina variando entre 59°C e 64°C
(WOODRUFF; HUTMACHER, 2010). A explicacdo para existir uma
faixa de temperaturas para fusdo de um polimero vem do fato de na
regido cristalina do polimero existir cristais de diferentes tamanhos,
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portanto, a temperatura em que a fusdo se inicia é diferente da
temperatura em que ela é concluida (CANAVEROLO, 2001). A
policaprolactona é solivel em cloroférmio, diclorometano, tetracloreto
de carbono, benzeno, tolueno, cicloexanona e 2-nitropropano em
temperatura ambiente; possui baixa solubilidade em acetona,
dimetilformamida e acetonitrila e é insoltvel em alcool, éter de petroleo
e éter etilico (COULEMBIER et al, 2006).

(a) (b)

Figura 2.1 - Estrutura quimica da e-caprolactona e poli(e-caprolactona). (a) e-
caprolactona na sua forma ciclica, anel de sete membros com férmula molecular
CeHi0O,. (b) Unidade monomérica repetitiva da poli(e-caprolactona), e-
caprolactona com o anel aberto.

Fonte: Sigma-Aldrich (2011).

A policaprolactona possui muitas vantagens frente a outros
polimeros empregados em dispositivos de liberagcdo de medicamentos/
vacinas de longa duragdo, e em materiais de sutura que degradam
lentamente (Maxon®) (NAIR; LAURENCIN, 2007; WOODRUFF;
HUTMACHER, 2010). A degradagdo da PCL tem um ritmo mais lento
(2-3 anos) do que outros polimeros absorviveis como polilactideos e
poliglicolideos e possui alta permeabilidade a muitas drogas. Permite
que grupos funcionais sejam adicionados ao polimero para torna-lo mais
adesivo, hidrofilico ou biocompativel. Além disso, as rotas de producéo
da PCL sdo relativamente baratas em comparacdo com outros poliésteres
alifaticos. A policaprolactona também é adequada para aplicagdo no
campo da engenharia de tecidos pois apresenta facilidade de moldagem
e fabricacdo, cinética de degradacdo adequada, tamanhos de poros e
propriedades mecanicas propicias para conduzir tecido em crescimento
(WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

Atualmente a e-caprolactona é empregada em uma vasta
variedade de estruturas para aplica¢fes biomédicas e alimenticias como

39



nanoesferas (LEE et al, 2003), nanofibras (MAVIS, et al. 2009),
espumas (MARRAZZO; MAIO; IANNACE, 2008), malhas e scaffolds
(LUCIANI et al,2008; HUANG et al,2007; ZEIN et al,2002).

A Figura 2.2 apresenta um osso fémur (identificado pelo nimero
1) ao lado de um scaffold (nimero 2). Os scaffolds sdo estruturas
tridimensionais desenhadas para abrigar o crescimento de células,
permitindo a regeneracdo de tecidos. Estas estruturas tem sua aplicacéo
principalmente como coadjuvante na regeneracdo de tecidos 0sseos e
cartilagens (WILLIAMS et al, 2005) substituindo partes de tecido
danificado e permitindo seu crescimento a medida que o polimero se
degrada.

4%

#J';;f

‘feq.

Figura 2.2 - Parte do osso fémur (1) e scaffold customizado (2).
Fonte: Naing et al (2005).

Dentre os produtos desenvolvidos, especialmente da area médica,
e que empregam a caprolactona em sua composi¢do, pode-se citar o
contraceptivo de longa duragdo Capronors® que contém levonorgestrel
(NAIR; LAURENCIN, 2006 apud NAIR; LAURENCIN, 2007) e fibras
copoliméricas para sutura, formadas por e-caprolactona com glicolideo,
chamadas de Monacryl®. Além destes ha o SynBiosys®, um copolimero
multibloco bioabsorvivel composto de e-caprolactona, glicolideo,
lactideo e polietilenoglicol usado como velculo de liberacdo de drogas
(NAIR; LAURENCIN, 2007), o Osteoplug®, um implante no formato de
cogumelo utilizado para preencher furos craniais realizados para
drenagem de hematomas subdurais crénicos (LOW et al, 2009), e o
Resilon®, um material termopléstico que contém de 25% a 40% de
policaprolactona e de 3% a 10% de dimetacrilatos e é utilizado para
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preenchimento do canal da raiz do dente em substituicdo ao Gutta-
percha (JIA, 2003; JIA; TROPE; ALPERT, 2005; JIA, 2005).

2.1.2.2 Biodegradabilidade

A American Standard for Testing and Methods estabelece que
polimeros biodegradaveis sdo aqueles nos quais a degradacéo resulta
primariamente da ag¢do de micro-organismos tais como bactérias, fungos
e algas de ocorréncia natural (ASTM-D-883, 2011).

A policaprolactona na condi¢do de poliéster sofre um processo
hidrolitico de decomposi¢do mediante o ataque de micro-organismos as
ligagOes éster alifaticas de sua estrutura (TAN et al, 2007; NAIR;
LAURENCIN, 2007), portanto pode ser classificada como um polimero
biodegradavel.

Apesar de as PCLs serem biodegradadas por organismos Vivos
(bactérias e fungos), ndo sdo biodegradaveis em corpos de animais ou
humanos por causa da falta de enzimas adequadas (VERT, 2009).
Assim, o processo de bioreabsor¢do/absorcéo é mais lento, propagando-
se via degradagdo hidrolitica.

As enzimas podem catalisar tanto as reacdes de abertura de anel
quanto de hidrolise. Portanto, diversos autores se dedicaram ao estudo
da biodegradabilidade da policaprolactona (SIGMA-ADRICH, 2011)
com enzimas (MATSUMURA; OSANAI; TOSHIMA, 2006;
SIVALINGAM; CHATTOPADHYAY; MADRAS, 2003). Matsumura,
Osanai e Toshima (2006) realizaram um estudo de degradacdo de
policaprolactona comercial de 110.000 Da e obtiveram oligdmeros de
1100 Da utilizando 10 % em massa de lipase de Candida antarctica em
20 mL de tolueno com 7,5 mL de agua durante 6 horas a 70°C.
Sivalingam, Chattopadhyay e Madras (2003) estudaram a degradacédo da
policaprolactona com Novozym 435 e Lipolase em diversos solventes
como acetona, tolueno, benzeno, alcool benzilico e misturas de agua e
acetona. Os pesquisadores perceberam que a velocidade de degradacéo
cresceu com o aumento da polaridade do solvente. Ambas as enzimas se
mostraram sensiveis a presenca de &gua mostrando o pico de degradagéo
para a concentracdo de 8,7 % de agua em acetona.
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2.2 ENZIMAS

A catalise in vitro é caracterizada pelo uso de enzimas isoladas de
organismos vivos, como bactérias, e aplicadas em agua ou até mesmo
em meios organicos para promover reagOes especificas (GEUS, 2007).

Na natureza, as enzimas podem ser divididas em seis classes:
oxido-redutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases. As
hidrolases sdo as enzimas mais investigadas na sintese in vitro, pois
incluem as lipases nesta categoria, que sdo usadas para a hidrdlise de
ésteres graxos na natureza. As lipases sdo enzimas ativas na interface
agua- gordura nas células portanto, tem a caracteristica de catalisar
reacbes em meio organico. Elas atuam tanto em reag¢fes de hidrolise
como de condensagdo. Podem ser wusadas para reacOes de
policondensacédo e politransesterificacdo, polimerizagdes de abertura do
anel e reacbes de modificacdo do polimero sem o uso de co-catalisador
(GEUS, 2007).

Enzimas sdo  consideradas  catalisadores  ndo-tdxicos
(THURECHT et al, 2006) e biocompativeis (KOBAYASHI; UYAMA;
KIMURA, 2001; VARMA et al, 2005). As polimerizacdes enzimaticas
podem ser realizadas em condi¢des brandas de pressdo, temperatura e
pH (GEUS, 2007). Apesar de o alto custo da enzima ser o principal
empecilho & sua utilizagdo em processos comerciais, 0S avangos
tecndlogicos que incluem o estudo da utilizacdo de lipases solvente
tolerantes e de lipases imobilizadas, permitindo a reutilizacdo do
catalisador, tornaram possivel o desenvolvimento de sistemas de baixo
custo (FUKUDA; KONDO; NODA, 2001).

A Novozym 435 é uma lipase produzida pela empresa
Novozymes S/A. Segundo Geus (2007), a Novozym 435 é um
catalisador altamente wversatil, com imobilizacdo termoestavel e com
atividade sobre uma grande variedade de substratos diferentes em varios
solventes organicos. Nos Ultimos anos, a Novozym 435 tem sido
aplicada também na quimica de polimeros, na sintese de monémeros e
de polimeros, assim como a modificacdo e a degradacéo de polimeros
(AL-AZEMI; KONDAVETI; BISHT, 2002; BINNS et al,1999; HANS
et al, 2006; KEREP; RITTER, 2006; KOBAYASHI; UYAMA,
KIMURA, 2001; KUNDU et al, 2011; LOEKER et al, 2004; MEI;
KUMAR; GROSS, 2003; SIVALINGAM; MADRAS, 2004,
THURECHT et al, 2006).
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A utilizagdo de enzimas como catalisadores na polimerizagéo por
abertura de anel é uma alternativa bem vista pela comunidade cientifica
(THURECHT et al, 2006; LOEKER et al, 2004). A polimerizacdo
ocorre em condi¢cBes de temperatura mais amenas comparado com
reacOes de polimerizacdo utilizando catalisadores metalicos. Em geral,
as reacOes catalisadas por enzima ocorrem na temperatura Otima da
enzima, o que possibilita economia energética ao processo. Além disso,
ndo ha o emprego de compostos metalicos toxicos. Desta forma, devido
a auséncia de residuos tdxicos do catalisador no produto final é possivel
seu uso em aplicacBes voltadas as éareas médicas, farmacéuticas e
alimenticias.

2.3. REACAO DE POLIMERIZAGAO

A rota mais empregada para producdo de policaprolactona e de
seus copolimeros é a polimerizacdo por abertura de anel de ésteres
ciclicos (lactonas, lactideos e gligolideos) mediante a utilizagdo de uma
variedade de catalisadores anibnicos, catibnicos e de coordenacdo
(PITT; MARKS; SCHINDLER, 1990). Para a sintese da PCL, varios
compostos metélicos incluindo estanho (KADOKAWA et al, 2002;
KRICHELDORF; KREISER-SAUNDERS, 2000), aluminio (MIOLA et
al, 1997), zinco (DUDA et al, 2002; WALKER et al, 2003) e outros
metais (TORTOSA et al, 2001; YAMASHITA et al, 1996) tém sido
utilizados como catalisadores.

A Policaprolactona e outros poliésteres alifaticos como
polilactideos e poliglicolideos possuem duas rotas de producéo distintas:
(i) a polimerizacgdo por etapas ou policondensacdo, e (ii) a poliadi¢do de
abertura do anel (polimerizacdo em cadeia). A técnica de polimerizacdo
por etapas promove a condensacdo de hidroxi-acidos ou misturas de
diacidos e didis. As principais desvantagens deste mecanismo de
polimerizacdo sdo as altas temperaturas e os longos tempos de reacdo
envolvidos que favorecem a formacéo de subprodutos devido as reacdes
secundérias. No entanto, a polimerizacdo por abertura de anel est4 livre
destas limitagdes (JEROME; LECOMTE, 2008). Por este mecanismo
pode se preparar poliésteres de alta massa molecular em condigdes
brandas apartir de lactonas de diferentes tamanhos de anel (LOU,;
DETREMBLEUR; JEROME, 2003).

Uma vez que neste trabalho a policaprolactona é produzida a
partir do monbémero ciclico e-caprolactona, a rota de producdo é a
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poliadi¢cdo ou polimerizacdo por abertura do anel que é explicada em
detalhes na secéo 2.3.1.

2.3.1 Mecanismo da polimerizacéo por abertura do anel

O primeiro exemplo de e-ROP (Enzymatic Ring-Opening
Polymerization) in-vitro foi publicado em 1993 quando Knani, Gutman
e Kohn (1993) e Uyama e Kobayashi (1993) publicaram
independentemente trabalhos sobre a abertura do anel para
polimerizacdo de e-CL catalisada por lipase. A massa molecular da PCL
obtida foi baixa (Mn <2000 Da) e a polidispersdo excedeu a 5. Desde
entdo, vérias lipases foram estudadas na e-ROP, transesterificacdo e
policondensacdo. Uma revisdo extensa das lipases investigadas para
polimerizagfes enzimaticas foi publicada por Kobayashi, Uyama e
Kimura (2001) e Gross, Kumar e Kalra (2001) e atualizada por Varma et
al (2005). A Novozym 435 tem sido a enzima mais aplicada nas
polimerizagbes enzimaticas por abertura de anel de lactonas
(ALBERTSSON; SRIVASTAVA, 2008). A Novozym 435 é uma
Lipase de Candida antarctica fracio B (CALB), comercialmente
disponivel imobilizada em uma resina macroporosa reticulada de
metacrilato de metila (Lewatit VP OC 1600, Bayer) (MEI et al, 2003).
Dentre as diversas lactonas abordadas na literatura para polimerizacdo
enziméatica por abertura de anel (e-caprolactona (e-CL), y-caprolactona
(y-CL), 6-caprolactona (5-CL), B-propiolactona (B-PL), B-butirolactona
(B-BL), y-butirolactona (y-BL), &-valerolactona (5-VL), dentre outras
(ALBERTSSON; SRIVASTAVA, 2008)) a e-CL é a mais estudada
polimerizacdo catalisada por lipases de diversas origens uma vez que é
facilmente disponivel e que o polimero obtido é facil de caracterizar
(SIVALINGAM; MADRAS, 2004).

O mecanismo de abertura do anel de polimerizagdo enzimética (e-
ROP) é derivado de um mecanismo da transesterificacdo enzimatica
como apresentado na Figura 2.3 e que foi proposto por Geus (2007) a
partir dos trabalhos de Henderson, Svirkin e Gross (1996) e Uyama et al
(1995).
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Figura 2.3 — Mecanismo de transesterificagdo enzimatica.
Fonte: Geus (2007).

Como apresentado na Figura 2.3, o sitio ativo da lipase,
catalisador da reacdo de transesterificacdo, é formado por serina (Ser),
histidina (His) e aspartato (Asp), uma triade catalitica. No mecanismo e-
ROP apresentado na Figura 2.3, um éster (grupo quimico presente na &-
caprolactona) sofre um ataque nucleofilico do grupo alcool primario de
serina no sitio ativo da enzima (I), formando uma espécie intermediaria
(). Na transesterificacdo, o grupo alcoxi original (R,.OH) entdo é
liberado (111), formando um complexo monémero-enzima ativado
(MEA), do inglés enzyme activated monomer complex (lII). No caso de
uma reagdo de polimerizacdo por abertura do anel, o grupo alcdxi ndo
sera liberado uma vez que a caprolactona € ciclica. O nucletfilo, que na
Figura 2.3 é representado por um alcool primério (Rs-OH), ataca esta
espécie MEA (lll) formando uma espécie intermediaria (IV). Entéo, o
produto final, um polimero de cadeia curta (PCL), € liberado da enzima

Na polimerizacdo por abertura do anel, o nucleéfilo Rs-OH, que é
necessario para regenerar a enzima e criar o polimero, pode ser
considerado como o iniciador da polimerizacdo. O anel aberto, formado
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apos um ciclo catalitico tem em sua estrutura uma molécula-hidroxila de
um lado e o iniciador-funcional no outro. Desta forma & possivel
identificar o iniciador que deu origem a molécula. Quando o iniciador é
a agua forma-se um acido w-hidréxi-carboxilico. Diversos nucleofilos ja
foram utilizados tais como alcoois e aminas (HENDERSON; SVIRKIN;
GROSS, 1996; UYAMA; SUDA; KOBAYASHI, 1998) ou ainda
iniciadores bifuncionais (GEUS et al, 2005) e agua (MEI; KUMAR,;
GROSS, 2003; THURECHT et al, 2006). No entanto, uma vez que a
enzima necessita de agua para manter sua estrutura, a utilizacdo de
outros nucledfilos resulta em produtos onde fracGes das cadeias
produzidas foram iniciadas por agua resultando em uma mistura de
cadeias com diferentes grupos terminais (HENDERSON; SVIRKIN;
GROSS, 1996).

A etapa de propagacdo da reacdo da-se pelo crescimento da
cadeia do acido w-hidroxi-carboxilico quando esta faz sucessivos
ataques nucleofilicos aos complexos MEA (ALBERTSSON;
SRIVASTAVA, 2008) gerando complexos chamados cadeia polimérica
enzima ativada (CPEA). Albertsson e Srivastava (2008) apresentaram o
mecanismo de polimerizacdo em etapas de lactonas ciclicas por abertura
de anel tendo como iniciador a agua, como apresentado na Figura 2.4.
Nesta Figura, observa-se que na etapa de iniciagdo ocorre a ruptura do
anel do mondémero formando o complexo MEA. Na sequéncia o
complexo sofre ataque pela agua (iniciador), liberando a lipase e
originando um polimero de cadeia curta, 0 acido w-hidroxi-carboxilico.
Durante a etapa de propagacdo o acido w-hidroxi-carboxilico ou uma
cadeia maior formada previamente, faz sucessivos ataques nucleofilicos
aos complexos ativos formados.

As polidispersdes obtidas na polimerizacio por abertura de anel
variam tipicamente de 1,4 a 3,2 e a formagdo de polimero ciclico por
transesterificacdo intramolecular tem sido reportada na literatura
(CORDOVA et al, 1998; MATSUMURA; EBATA; TOSHIMA, 2000).
Uma vez que a funcdo da enzima é ativar ligacBes éster, ela pode
escolher ativar o grupo éster dos monémeros ou dos polimeros presentes
no meio reacional, dependendo da afinidade da enzima com um ou com
outro (KUMAR; GROSS, 2000). A transesterificacdo ocorre quando um
nucledfilo ataca a Cadeia Polimérica Enzima Ativada (CPEA), causando
a transferéncia de cadeia ou a formacdo de anel, como mostrado na
Figura 2.5 (GEUS, 2007).
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Fonte: Geus (2007).
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A Figura 2.5 apresenta as reacOes de transesterificacdo possiveis
no mecanismo apresentado na Figura 2.3. A ativacdo (Item | da Figura
2.3) pode ocorrer em qualquer grupo carboxilico. Da mesma forma, as
cadeias poliméricas formadas possuem uma terminacdo hidroxila
resultante da atuacdo da agua como nucledfilo na etapa de abertura do
anel, portanto as estas cadeias também podem atuar como nucledfilo
(Item 11l da Figura 2.3). Portanto, dependendo do local exato da
ativacdo, no final da cadeia de polimero ou ao longo da cadeia, e do tipo
de nucleofilo que reage com essas espécies CPEA, diferentes espécies
de polimeros podem ser obtidos por transesterificacdo: se um grupo
carboxilico final de uma cadeia polimérica é ativado (1), e
nucleofilicamente atacado pelo grupo hidroxila final da mesma cadeia
(A), 4gua ou iniciador serd liberado e uma cadeia de polimérixa ciclica
serd formada. Este tipo de transesterificacdo intramolecular é chamada
de condensacdo end-to-end. Quando o grupo carboxilico final de uma
cadeia polimérica ¢ ativado (1) e atacado pelo grupo hidroxila final de
uma outra cadeia polimérica (B), novamente iniciador ou agua €
formado, mas agora uma cadeia polimérica linear sera formada, que
pode ser considerada como uma cadeia extensa. Se uma carbonila na
cadeia de polimero é ativada (2), reacdes semelhantes acontecem.
Quando esta cadeia polimérica enzima-ativada é atacada pelo grupo
hidroxila final do mesmo polimero (A), serd formada uma cadeia ciclica
e uma cadeia polimérica linear com menor massa molecular. Quando a
carbonila ativada é atacada por um grupo hidroxila final de outra cadeia
polimérica (B), duas cadeias serdo criadas, geralmente uma menor do
que as cadeias originais, e outra mais longa. (GEUS, 2007, p. 20,
traducdo nossa).

Relata-se que o controle sobre a quantidade de &gua no meio
reacional tem papel crucial no tamanho das cadeias obtidas pela e-ROP
(MEI; KUMAR; GROSS, 2002). O contetido de agua presente no meio
reacional afeta a polimerizacdo e a degradacdo da policaprolactona
(DONG et al, 1999; SIVALINGAM; CHATTOPADRAY; MADRAS,
2003). Observa-se que com contedos maiores de agua ocorre a
hidrélise das ligacGes éster alifaticas das cadeias de policaprolactona
(MATSUMURA,; OSANAI; TOSHIMA, 2006; THURECHT et al,
2006). No entanto, a 4gua tem um papel importante na conformacéo e
flexibilidade das enzimas (SIVALINGAM; CHATTOPADRAY;
MADRAS, 2003) e atua como iniciador da reacdo (ALBERTSSON;
SRIVASTAVA, 2008). A agua também tem um papel importante na
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estabilidade da enzima (ADLERCREUTZ, 1991; ZAKS; KLIBANOQOV,
1988). Fica claro que a quantidade correta de dgua é um fator chave
tanto para a estabilidade da enzima quanto para a obtencéo de cadeias de
polimero de alta massa molecular.

As enzimas contém &gua em trés diferentes niveis. O estado de
hidratacdo primario é de &gua ligada, ndo disponivel para trocas. Refere-
se a agua que estabiliza a conformagdo ativa da enzima, hidratando
todos os grupos polares e i6nicos. O segundo estado representa a agua
fracamente ligada a enzima. Supde-se que esta adgua faz a cobertura
completa dos locais de ligagéo de hidrogénio e forma uma monocamada
em todas as superficies ndo-polares. Esta agua se liga fracamente a
enzima e portanto pode ser trocada com a agua no terceiro estado, a
agua "livre". A &gua do terceiro estado, isto € a fracamente ligada ou
agua “livre”, sem funcdo especifica (GEUS, 2007, p. 23, traducdo
nossa).

Além da &gua, a temperatura do sistema e o0 solvente empregado
na reacdo de polimerizacdo tem um papel importante na qualidade do
produto final (LOEKER et al, 2004; MEI; KUMAR; GROSS, 2002).
Loeker et al (2004) estudaram a polimerizagdo da caprolactona em
dioxido de carbono supercritico e obtiveram menores indices de
polidispersdo quando comparados aos obtidos com solventes
convencionais como o tolueno. Mei, Kumar e Gross (2002) estudaram a
polimerizacdo de caprolactona catalisada pela lipase Novozym 435 para
temperaturas entre 20 e 108 °C e estabeleceram relag¢6es de influéncia
entre o contelldo de &gua da enzima e a temperatura da reacdo no
namero de cadeias de polimeros obtidas e na cinética de reacao.

2.3.2 Uso de fluidos pressurizados na polimerizacdo

As preocupagdes ambientais tém alertado a comunidade cientifica
no sentido de investigar novas maneiras de diminuir o uso de solventes
organicos volateis. Para este efeito, o uso de fluidos supercriticos
aparece como uma alternativa interessante (JEROME; LECOMTE,
2008). Fluidos supercriticos tém recebido grande atencéo porque podem
permitir velocidades de reacdo mais altas do que os solventes
convencionais. A facilidade de se manipular as propriedades fisicas dos
fluidos supercriticos permite melhor controle das condicdes de reagéo e
facilita a remocéo do solvente ap6s a reacdo (REZAEI; TEMELLI;
JENAB, 2007). Fluidos supercriticos apresentam propriedades como
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densidade, difusividade e viscosidade com valores intermediarios aos
apresentados por liquidos e gases. A difusividade superior a de gases € a
viscosidade inferior a de liquidos facilita a transferéncia de massa e de
calor e torna os fluidos supercriticos atrativos como solventes em
reacbes quimicas (RUSSELL; BECKMAN, 1991; SAVAGE et al,
1995).

Entre os fluidos supercriticos disponiveis, o dioxido de carbono
supercritico (scCO,) é um dos mais empregados devido a sua baixa
toxicidade, baixo custo, ndo inflamabilidade e parametros criticos de
facil acesso (Tc = 31,4 ° C, Pc = 73,8 bar). Além disso, o CO, é
amplamente disponivel em alta pureza a partir de fontes comerciais e
industriais e também pode ser reutilizado (JEROME; LECOMTE,
2008).

O CO, é altamente compressivel nas vizinhancas do seu ponto
critico. Assim, proximo desta regido, a sua densidade, e por
consequéncia os pardmetros de solubilidade e de constante dielétrica
podem ser alteradas manipulando-se as condi¢cBes de pressdo e de
temperatura (HABULIN; KNEZ, 2001) (Figura 2.6). A possibilidade de
alterar o estado fisico do CO,, de fluido supercritico para gas,
modificando as condi¢cBes de pressdo e/ou temperatura é bastante
interessante para separacdo de produtos reacionais além de possibilitar a
auséncia de solvente no produto da reacdo (THURECHT et al, 2006),
permitindo sua reutilizagdo em processos industriais. Além disso, as
caracteristicas decorrentes do estado supercritico podem aumentar a
velocidade de reacéo e a seletividade do processo (LEITNER, 2000).

Por estas razBes a contribuicdo do CO, supercritico para a e-ROP
de lactonas e lactideos e seu processamento tem sido muito estudada nos
Gltimos anos (JEROME; LECOMTE, 2008).

A baixa solubilidade de muitos polimeros, incluindo poliésteres
alifaticos, em scCO, pode ser uma desvantagem. No entanto, em
presenca de CO,, a temperatura de transi¢do vitrea e a temperatura de
fuséo da caprolactona séo alteradas. 1sso ocorre devido a sor¢do do CO,
no polimero que em geral aumenta com o aumento da pressdo
(FANOVICH; JAEGER, 2012; TAl et al , 2007). Em atmosfera de CO,
uma amostra de policaprolactona de 74.000 Da a 15 MPa funde em
temperaturas abaixo de 40°C (FANOVICH; JAEGER, 2012) enquanto
em condigBes atmosféricas a policaprolactona possui ponto de fuséo
cristalina variando entre 59°C e 64°C. (WOODRUFF; HUTMACHER,
2010). Ao efeito de reducéo da temperatura de transi¢cdo do polimero déa-

51



se 0 nome de plastificacdo (TAI et al, 2007). A plastificacdo, por causar
a reducdo da viscosidade da policaprolactona, auxilia na polimerizacéo
uma vez que facilita a difusdo do iniciador (neste estudo a agua) e do
mondmero para a fase polimérica.
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Figura 2.6 - Representacdo gréfica da variagau ua uensiuaue uu LU, puro.
Fonte: Jacobs (2005)

Vérios solventes pressurizados podem ser utilizados como
solventes para a polimerizagcdo enzimitica de &-CL. Dentre eles
podemos citar o GLP que é um fluido pressurizado que apresenta
potencial como solvente para reagfes de polimerizagdo por abertura do
anel, entretanto seu uso ainda € inexplorado. A ANP, através da Portaria
297/2003, classifica 0 GLP como o conjunto de hidrocarbonetos com
trés ou quatro atomos de carbono (propano, propeno, n-butano e
buteno), podendo apresentar pequenas fragdes de outros hidrocarbonetos
(ANP, 2012). Segundo a Ficha de Informagdes de Seguranca de Produto
Quimico (FISPQ) do GLP (LIQUIGAS, 2011) estes compostos devem
estar presentes nas seguintes proporgdes: Propano: 40 - 60 % (v/V);
Butano: 40 - 60 % (v/v); Etano e outros hidrocarbonetos mais leves:
méx 11% (v/v); Pentano, e outros hidrocarbonetos mais pesados: 0,5 -
2,0 % (VIV).
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O GLP (Gas Liquefeito de Petrdleo), ou gas de cozinha, que
consiste numa mistura gasosa de hidrocarbonetos, como citado acima, €
obtido do gas natural das reservas do subsolo ou do processo de refino
do petrdleo cru nas refinarias (COPAGAZ, 2012). Em 2005, 20% do
GLP brasileiro foi obtido do processamento do gas natural e 80% do
refino do petroleo (SINDIGAS, 2012). O Gas natural apresenta baixo
teor de contaminantes (nitrogénio, compostos de enxofre, CO,, agua,
particulados) e para sua aplicagdo como gds combustivel é odorizado
com enxofre (mercaptanas) para conferir o odor caracteristico
(PETROBRAS, 2012). Em contrapartida 0 GLP extraido do refino do
petréleo ndo precisa sofrer odorizagdo, pois ja possui enxofre em sua
composicdo como impureza, embora necessite de tratamentos de
dessulfurizacdo para reduzir estes teores (CRAIDY, 2009). Portanto, o
GLP oriundo do gas natural seria 0 mais adequado para fabricacéo de
produtos com aplica¢des in vivo. Ainda, podem-se empregar processos
de purificacdo para remocao dos compostos sulfurados presentes no gas
natural Tennyson e Schaff, 1977 e a GPSA (1987), catalogaram cerca de
trinta processos de remogéo de H2S do gés natural (LOPES, 2003).

As principais vantagens do GLP pressurizado com relagdo ao
CO, supercritico sdo: seu preco relativamente mais baixo; a observacao
de que os principais gases que o compde, propano e n-butano, nao
apresentam efeito deletério na atividade da enzima, como acontece com
0 dioxido de carbono supercritico (HABULIN; KNEZ, 2001; KAO;
EKHORUTOMWEN; SAWAN, 1997; OLIVEIRA et al, 2006), além da
possibilidade de se operar em pressdes mais baixas quando comparado
com o CO,. Considerando-se o0 GLP uma mistura equimolar de propano
e n-butano, os dois principais gases que o compde, ele exibe, na
condicdo de 65°C e 25 bar, a densidade de 9,27 mol/l (NIST, 2011),
enquanto o scCO; s6 alcanca tal densidade em pressdo de 124 bar na
mesma temperatura (NIST, 2011).

2.3.3 Polimerizagdo enzimética envolvendo fluidos pressurizados

PolimerizagBes enzimaticas ja& foram realizadas em CO;
supercritico por Loeker et al (2004) e Thurecht et al (2006). Loeker et al
(2004) utilizou CO, supercritico, lipase Candida antarctica fracdo B
(CALB) e &-CL para produzir policaprolactona (PCL) com massa
molecular (M,) de 12000 a 37000 Da, indices de polidispersdo de 1,4 a
1,6 e rendimentos de 95 a 98%. Thurecht et al (2006) também utilizaram
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CO, supercritico e lipase CALB para estudar a cinética de polimerizacéo
¢-CL, obtendo como resultado PCL com massa molecular (M) de até 50
kDa e indice de polidispersdo da ordem de 2. Segundo a revisdo de
Albertsson e Srivastava (2008) esta foi a maior massa molecular
reportada para polimerizacao por abertura do anel utilizando enzimas. A
falta de controle sobre a massa molecular detectada pelos autores foi
atribuida a reacOes de transesterificacdo, conforme ja observado para e-
ROP enzimatica em solventes convencionais (THURECHT et al, 2006).

Assim como os estudos de polimerizacdo de PCL catalisadas por
lipase, alguns estudos de degradacdo da policaprolactona também foram
realizados. Matsumura et al (2001) relataram que a degradacéo de PCL
catalisada por lipase na presenca de CO, supercritico e uma pequena
quantidade de agua produz oligbmeros repolimerizaveis com massa
molecular numérica média de cerca de 500 Da. Resultados semelhantes
foram obtidos por Takamoto, Uyama e Kobayashi (2001) em CO,
supercritico adicionado de acetona. O estudo da repolimerizacdo dos
oligdbmeros obtidos (500 Da) também foi realizado produzindo PCL com
M, superior a 80.000 Da (expresso em poliestireno) utilizando lipase de
Candida antarctica (MATSUMURA et al, 2001).

Steinberger et al (1999 apud OLIVEIRA et al, 2006) apontaram
que a estabilidade de uma enzima depende da sua estrutura terciaria,
além de varidveis como temperatura, teor de agua no solvente e do
namero de etapas de pressurizacio/despressurizacao .

Rezaei et al (2007) afirma que, dentro da faixa de pressdo entre
100 e 400 atm, as reacOes enzimaticas se tornam menos eficientes a
medida que se aumenta a pressdo e diminui-se a temperatura do fluido
supercritico. 1sso acontece devido & reducéo no valor das constantes de
difusdo do substrato (monémero) para os sitios ativos das enzimas, com
a elevacdo da densidade do solvente. Em contrapartida é importante
salientar que temperaturas elevadas podem ocasionar a inativagdo da
enzima por desnaturagdo. A temperatura em que isso ocorre depende das
caracteristicas de cada enzima.

Apesar de o didxido de carbono ter sido o fluido mais
amplamente estudado como meio solvente para reagdes catalisadas por
enzimas (LOEKER et al, 2004, IKUSHIMA et al, 1996; KUMAR,;
MADRAS; MODAK, 2004; MATSUMURA; OSANAI; TOSHIMA,
2006; VILLARROYA et al, 2006; THURECHT et al, 2006;
VILLARROYA et al, 2007), ele pode ter um efeito deletério sobre essas
enzimas (HABULIN; KNEZ, 2001; KAO; EKHORUTOMWEN;
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SAWAN, 1997; OLIVEIRA et al, 2006). Alguns autores sugerem que a
particdo da agua entre a enzima e 0 meio circundante (mistura reacional)
€ um dos fatores determinantes para a queda de atividade das enzimas
devido as caracteristicas hidrofilicas do didxido de carbono (HABULIN;
KNEZ, 2001; KAMAT et al, 1995). O CO, pode retirar a dgua essencial
do microambiente da enzima causando sua desativacdo (HABULIN;
KNEZ, 2001). Além disso, as interacOes entre 0 CO, e a lipase podem
ter um efeito negativo sobre a atividade desta. Acredita-se que o CO,
forme complexos covalentes com os grupos amina livres da superficie
da enzima removendo as cargas dos residuos de lisina, afetando assim a
atividade da enzima (KAMAT et al, 1992; KAMAT et al, 1995;
HABULIN; KNEZ, 2001). Outra causa € que 0 CO, reduz o pH do meio
reacional devido a producdo de acido carbonico pela reacdo com a agua
contida na enzima. Baixos valores de pHs podem levar a reducdo da
atividade enzimatica (HOBBS; THOMAS, 2007). Ainda, a rapida
liberacdo do CO,, dissolvido na &gua ligada da enzima, devido &
diminuicdo da pressdo durante a despressurizacdo do reator pode
produzir mudangas na estrutura da enzima. Tais mudancas causam a
inativacdo da enzima e comprometem sua reutilizacdo (NAKAMURA,
1990; LINN et al, 2006). Nas polimeriza¢fes enzimaticas muitas lipases
de diferentes fontes tém sido aplicadas na sintese de poliésteres. Para a
producédo de policaprolactona sdo reportados o uso de lipase de Candida
antarctica, de Candida cylindracea, de Candida rugosa, de
Pseudomonas fluorescens, de Pseudomonas cepacia e de lipase de
pancréas suino, dentre outras (ALBERTSSON; SRIVASTAVA, 2008).
Apesar de a Novozym 435, lipase B de Candida antarctica (CALB)
imobilizada em Lewatit, sofrer perda de atividade em presenga de CO,
(OLIVEIRA et al, 2006) em reacgdes envolvendo a abertura do anel de
caprolactona, o uso da Novozym 435 demonstrou os melhores
resultados de rendimento e massa molecular quando comparada com as
enzimas acima citadas (ALBERTSSON; SRIVASTAVA, 2008). Estes
resultados foram obtidos com o uso de didxido de carbono supercritico
como solvente (ALBERTSSON; SRIVASTAVA, 2008; THURECHT et
al, 2006).

Além do didxido de carbono, outros fluidos pressurizados podem
ser adequados para biocatélise. Oliveira et al (2006) investigaram a
atividade da Candida antarctica — fracdo B submetida a didxido de
carbono, propano e n-butano comprimidos. Foram verificadas perdas
para a atividade da Novozym 435 sob tratamento com dioxido de
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carbono, enquanto o0 uso de propano e butano promoveu aumento na
atividade da enzima.

Oliveira et al (2006) demonstraram que a exposi¢do da enzima de
Candida antarctica ao CO, promove alteragdes estruturais na enzima
imobilizada, que ndo ocorrem quando a enzima € exposta ao n-butano.
Isso pode ser observado na Figura 2.7 que mostra micrografias
eletronicas de varredura comparando a enzima ndo tratada com enzimas
tratadas em n-butano e em diéxido de carbono (OLIVEIRA et al, 2006).

Figura 2.7 - Micrografias eletronicas de varredura de Novozym 435: (a)
amplificacdo de 50 vezes, (b) amplificacdo de 200 vezes, (c) amplificacdo de
2000 vezes e (d) amplificacdo de 10.000 vezes. Da esquerda para a direita,
Micrografias eletronicas referentes & enzima ndo tratada, tratadas em butano e
em didéxido de carbono, respectivamente. Nos dois Ultimos casos as condigdes
sdo: temperatura de 75°C, tempo de 6 horas, densidade reduzida de 1,6 e
pressdo de 276,4 bar. Fonte: Oliveira et al (2006).
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Habulin e Knez (2001) afirmam que as atividades de
Pseudomonas fluorescens, Rhizopus javanicus, Rhizopus niveus,
Candida rugosa e lipase de pancreas de porco em propano sao maiores
do que em CO; e atribuem a isso as diferencas de particdo da &gua entre
a enzima e o meio. O propano e 0 butano possuem caracteristicas
hidrofobicas preservando a dgua essencial do microambiente da enzima
promovendo aumento da atividade enzimatica da Novozym 435
(OLIVEIRA et al, 2006). Além disso, a constante dielétrica do propano
¢ baixa. Estudos indicam que a abertura do sitio ativo hidrofdébico da
enzima requer uma baixa constante dielétrica (JESSOP; LEITNER,
1999 apud HABULIN; KNEZ, 2001). Fitzpatrick e Klibanov (1991
apud KAMAT et al, 1995) mostraram que a manipulacdo da atividade e
da especificidade da enzima pode ser feita por mudangas na constante
dielétrica dos solventes.

2.3.4 Reatores

Vérios estudos tém sido conduzidos utilizando enzimas
imobilizadas e ndo imobilizadas em didxido de carbono supercritico em
reatores continuos e em batelada (RAMSEY, 2009). Néo foi encontrado
na literatura o uso de reatores de volume variavel em reacdes a alta
pressdo. A maioria dos estudos relativos a producdo de policaprolactona
em scCO, sdo realizados em batelada, em reatores/autoclaves de volume
constante (BERGEQT et al, 2004; LOEKER et al, 2004; SANTOS et al
2012; STASSIN; HALLEUX; JEROME, 2001; TURECHT et al, 2006)

Nos reatores convencionais, que possuem volume interno fixo, a
pressdo dentro do reator varia durante a polimerizacdo devido as
mudangas de densidade decorrentes da formacdo das cadeias de
polimero(STASSIN; HALLEUX; JEROME, 2000). Além disso, os
reatores convencionais geralmente tém espacos com volume
representativo onde estdo instalados o termopar, o transdutor e a
tubulagdo de amostragem. Nestes locais, a temperatura é influenciada
pela temperatura externa, pois ndo estdo em contato com a camisa de
aquecimento. O CO, sofre grandes variacBes de densidade com a
mudanca de temperatura, portanto, nestes sistemas, torna-se dificil
ajustar precisamente a razdo solvente/ monémero de forma a se calcular
a quantidade exata de CO, necesséria para preencher o reator e alcangar
a pressdo desejada numa dada temperatura. Por isso, nos reatores
convencionais, usualmente se utiliza um quantidade constante de

57



mondmero para todas as reagdes, sendo o reator preenchido com o
solvente para alcangar a pressdo na temperatura desejada (BERGEOT et
al, 2004; LOEKER et al, 2004; SANTOS et al 2012; STASSIN;
HALLEUX; JEROME, 2001; TURECHT et al, 2006). Neste caso, 0
estudo de diferentes razBes de solvente/mondmero torna-se dificil. Esta
limitacdo ndo esti presente no reator de volume varidvel ja que ndo ha
tubulagdo de amostragem, o termopar é instalado sem presenca de
volume morto e o transdutor n&o ¢ instalado diretamente no reator®.

2.4 CONSIDERAGOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

A comunidade cientifica tem feito um esforco consideravel para
promover o desenvolvimento de técnicas e processos que preservem o
meio ambiente. Problemas como acumulo de lixo, com grande
contribui¢cdo dos polimeros, e contaminagdo de solo e 4gua por metais
pesados sdo temas constantes na midia. Assim, parte deste esforco estd
focado na producéo de polimeros biodegradaveis por meio de processos
limpos. Além de evitarem o impacto no meio ambiente, 0s processos
“limpos” permitem aplicagBes que visem a obtengdo de produtos de alto
valor agregado uma vez que ndo envolvem o emprego de substancias
toxicas. Desta forma, aplicagBes como revestimentos poliméricos de
particulas, nanofibras, malhas e scaffolds com larga aplicagdo na
indastria farmacéutica, de alimentos e biomédica sdo possiveis.

O uso de enzimas como catalisadores e de scCO, ou GLP
pressurizado como solventes sdo decisGes que contribuem para tornar a
producdo de policaprolactona um processo limpo. Isso ocorre porque as
enzimas substituem o uso de espécies metalicas toxicas como
catalisadores da reacdo de polimerizacdo; e o emprego de fluidos
pressurizados como solventes possibilita sua facil separacdo da mistura
polimérica no momento da despressurizacdo, podendo assim ser
reutilizado no processo.

Existem muitos estudos que tratam da producdo de
policaprolactona. No entanto, poucos fazem uso de solventes
pressurizados. Os que existem, referem-se ao emprego de didxido de

% para melhor entendimento da estrutura do reator de volume variavel consultar o
Capitulo 3: Materiais e métodos.
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carbono como solvente (THURECHT et al, 2006; LOEKER et al, 2004;
NAKAOKI; KITOH; GROSS, 2005). Em um destes estudos,
demonstrou-se que os resultados com este solvente supercritico podem
ser melhores em termos de rendimento e massa molecular dos que os
obtidos com o uso solventes organicos (THURECHT et al, 2006).
Entretanto, nestes estudos ndo sdo avaliados separadamente os efeitos de
pressdo e razdo solvente/monémero sobre a reagdo. Isso foi possivel
com o uso de um reator de volume variavel. Além disso, os estudos
encontrados na literatura ndo abordam a influéncia da quantidade de
catalisador e temperatura sobre a cinética de polimerizagdo, objetos
deste trabalho.

O Gas Liquefeito de Petroleo (GLP) e os gases que 0 compdem
como o propano e o n-butano ndo sdo abordados na literatura como
solventes para reacOes de produgdo de poliésteres. No entanto, apesar de
exigir cuidados maiores no que se refere a0 manuseio e transporte, o
GLP apresenta-se como uma alternativa para a diminuicéo dos custos do
processo. Ele apresenta custo menor do que o didxido de carbono e
permite operacdo em pressdes comparativamente mais baixas. O cilindro
de GLP tipo P45 que comporta 45 kg de GLP foi cotado a R$ 198,00 em
outubro de 2012 na Gas Express, representante da Ultragas em
Florianépolis- SC. O cilindro de 25 kg de CO, foi cotado a R$300,00 na
Litoral Gases, representante da White Martins da mesma cidade também
em outubro de 2012. Portanto o custo do GLP é de R$ 4,40/kg contra R$
12,00/kg para 0 CO,.

Diante dos aspectos acima citados justifica-se o tema do presente
trabalho, que teve como objetivo investigar a producdo enzimatica de
poli-g-caprolactona em scCO, e em GLP pressurizado. Este estudo parte
do mon6mero, da enzima e do solvente pressurizado como matérias-
primas, seguindo um caminho de producdo de PCL em diferentes
condicdes de processo que culmina na sugestdo da melhor condicéo para
realizacdo da reacdo de polimerizagdo. Inicialmente foi estudada a
influéncia das condi¢cGes de operacdo sobre a reagdo: pressdo, razdo
solvente/mondmero e quantidade de catalisador. Tendo como base os
resultados da etapa inicial, foram definidas as condi¢des para o estudo
da cinética de polimerizacdo, necessarias para a definicdo do tempo de
reacdo. Introduziu-se também o conceito de produtividade de reagao,
onde se reunem os critérios utilizados para avaliagdo do éxito da reacéo
numa Unica grandeza. Fazendo-se uso desta varidvel sugeriu-se a
condigdo para realizacdo dos experimentos de reuso. Esta ultima etapa
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teve a finalidade de se observar a possibilidade de reutilizagdo da
enzima no processo de polimerizacdo, fator importante para a reducéo
de custos do processo, uma vez que a Novozym 435 tem um prego
elevado, cerca de R$ 2214,00/kg segundo cotacdo obtida para compra
minima de 100 kg/ano (NOVOZYMES LATIN AMERICA LTDA,
2012). O mondmero e-caprolactona custa USD 6.75/kg importado dos
EUA no INCOTERM CFR com desova no porto de Itajai para compra
de 16 toneladas (BASF, 2011), ou seja, cerca de R$13,50/kg sem o0s
impostos de nacionalizago que tendem a duplicar o custo.
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