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Muito da arte da natureza consiste na habilidade
de tecer complexidade a partir de simplicidade,
ligando moléculas pequenas, moveis e facilmente
transportaveis, em cadeias e redes. As moléculas
resultantes, ou polimeros, sdo fibras, folhas e
blocos que conhecemos na forma de borracha,
seda, cabelo, 14 Os quimicos procuram
compreender e imitar a natureza neste processo e
em muitas outras situagdes e tém conseguido, no
caso de algumas substancias, uma imitacdo
tolerdvel. Em outras circunstancias, eles
superaram a natureza ao projetar moléculas para
propdsitos especiais. Atualmente, os polimeros
ndo apenas brotam da pele na forma de cabelo e I&
e exsudam de insetos como seda, mas também sdo
transportados em caminh@es de carga das fabricas
na forma de plasticos, téxteis e revestimentos.
(Peter Atkins, 2000)



RESUMO

A crescente demanda por materiais poliméricos livres de residuos
toxicos, oriunda dos setores médico, farmacéutico e alimenticio, bem
como os avancgos tecnoldgicos na obtencdo de enzimas como as lipases
solvente tolerantes e/ou imobilizadas, permitindo sua reutilizagdo tornou
possivel que, catalisadores bioldgicos e fluidos pressurizados outrora
relegados a segundo plano, tornassem-se atualmente uma das
alternativas mais promissoras na area de polimeros biorreabsorviveis e
biodegradaveis. Neste contexto, a policaprolactona (PCL), um polimero
biorreabsorvivel e biodegradavel, bem como o dioxido de carbono
supercritico (scCO,) tém permeado, de forma separada ou conjunta,
diversas areas de interesse académico e industrial, com aplicacdes nos
setores biomédico, farmacéutico, alimenticio, e ecolégico. Da
combinacgdo destas tecnologias aliada & possibilidade de producdo em
larga escala de polimeros via sistemas continuos, emerge um vasto
territério de possibilidades/oportunidades para o setor académico e
industrial. Neste contexto, o presente trabalho objetivou o estudo da
polimerizacdo enzimatica por abertura de anel (e-ROP) da e-
caprolactona (e-CL) em fluidos pressurizados pelo uso de um reator
continuo empacotado (PBR) com enzimas imobilizadas (Novozym 435),
visando a definicdo das melhores condicBes para as reagOes de
polimerizacdo. Para tanto, inicialmente foram realizados experimentos
em didxido de carbono (CO,) de forma a avaliar a influéncia da pressao
de operagdo (120 e 200 bar), da razdo méssica solvente/monémero (S/M
= 2:1 e 1:2) e dos diferentes tempos espaciais (t) do substrato dentro do
PBR sobre o rendimento das reacBes (Y), massa molecular numérica
média (M,) e indice de polidispersao (IP). Este estudo também avaliou a
producdo de policaprolactona para longos tempos de reacdo com a
mesma carga de enzimas, visando determinar a retencdo da atividade
enzimatica por meio da constancia nos valores das variaveis de resposta
das recdes de e-ROP (Y, M, e IP). Os melhores resultados obtidos a
partir destes experimentos iniciais foram de 60,1 % e 53,5 % de
conversdo monomérica (Y) e de 21700 Da e 35800 Da de massa
molecular ndmerica (M,) para os experimentos realizados com razéo
S/M de 2:1 e pressfes de 120 e 200 bar respectivamente. No entanto,
estes valores de Y e M, diminuiram rapida e expressivamente com o
processamento continuo dos reagentes devido ao acumulo/adsorcéo de
material polimérico sobre as enzimas. A partir destes resultados optou-
se pelo uso de um solvente organico (diclorometano-DCM) como



cossolvente para reagfes de polimerizagdo com as melhores condicGes
operacionais obtidas anteriormente. Neste sentido, 0 uso do DCM como
cossolvente nas reagdes mostrou-se promissor resultando em altos
valores de Y (93,3 %) e valores de M, de cerca de 22500 Da para
tempos espaciais de apenas 15 minutos em reag@es realizadas a 120 bar
e razdo S/MIX (MIX = 50 % de &-CL + 50 % de DCM). Além disso, os
valores de Y permaneceram constantes até 6 t (90 min.), ja os valores de
M, foram menos constantes. A partir destes resultados, diversas
varidveis foram testadas visando melhorar a eficiéncia na producdo de
policaprolactona em sistema continuo como: quantidade de agua no
meio reacional, tipo e concentragcdo de cossolvente no meio, uso de
ondas ultrassbnicas nas reacOes de e-ROP e uso de n-butano como
solvente pressurizado. Neste sentido rendimentos de até 98 % e massas
moleculares (M,) na faixa de 35000 (Da) foram obtidos. Algumas das
melhores condigBes operacionais obtidas a partir destes experimentos
foram utilizadas em reacGes de e-ROP realizadas para até 40 t (10 h de
reacdo) usando a mesma carga de enzimas. Esta etapa resultou em
valores de Y de 95,0 % e massas moleculares (Mn) de 20000 (Da), estes
valores maximos mantiveram-se constantes por até 10 horas de reacdo
com a mesma carga de enzimas. A partir dos resultados obtidos conclui-
se que, tanto o equipamento quanto a metodologia desenvolvida no
presente trabalho para a producdo de PCL em modo continuo
mostraram-se promissores na busca por polimeros de alto valor
agregado.

Palavras-chave: e-ROP, ¢-caprolactona, Novozym 435, didxido de
carbono, PBR.



ABSTRACT

The rising demand for products free of toxic waste coming from the
medical sectors, pharmaceutical and food industries, as well as
technological advances in obtaining solvent-tolerant lipases and/or
immobilized, allowing its reuse and economic feasibility, that made it
possible, biological catalysts and fluids pressurized once relegated to the
background to become currently one of the most promising in the field
of biodegradable polymers. In this context, polycaprolactone (PCL), a
biodegradable polymer and bioresorbable, and the scCO,, have
permeated separately/together several areas of academic interest and
industrial, with applications in the food, pharmaceutical, biomedical and
ecological. From of the combination of these technologies coupled with
the possibility of large scale production (polymer) from continuous
systems, emerges a vast territory of possibilities/opportunities for the
academic and industrial sectors. In this context, this work aims to study
the enzymatic polymerization of ring opening (e-ROP) of e-caprolactone
(e-CL) in pressurized fluids by use of a continuous reactor packed
(PBR) with immobilized enzymes (Novozym 435) aimed at defining the
best conditions for the polymerization reaction. To this end, experiments
were performed in carbon dioxide (CO,) in order to assess the influence
of the operating pressure (120 and 200 bar), the mass ratio
solvent/monomer (S/M = 2:1 and 1:2) and different space times (t) of
the substrate within the PBR on the income of Y reactions, number
average molecular weight (M) and polydispersity index (PI). This study
also evaluated the production of polycaprolactone for long time
reactions with the same amount of enzymes, aiming to determine the
retention of the enzymatic activity through constancy in the values of
response variables of reactions of e-ROP (Y, Mn and IP). The best
results obtained from of these initial experiments were of 60,1 (wt%)
and 53,5 (wt%) of monomeric conversion (Y) and of 21700 Da and
35800 Da of numeric molecular weight (M;) to the experiments carried
out with the ratio S/IM of 2:1 and pressures of 120 and 200 bar
respectively. But these values of Y and M, decreased fast and
expressively with the continuous processing of the reagents due to
accumulation/adsorption of polymeric material on the enzymes. From
these results it was decided to wuse one organic solvent
(dichloromethane-DCM) as cosolvent for polymerization reactions with
the best operating conditions previously obtained. In this sense, the use
of DCM as a cosolvent in the reactions proved to be promises resulting



in high values of Y (93,3 wt%) and values of M,, around of 22500 Da for
space times of only 15 minutes in reactions carried out at 120 bar and
mass ratio S/IMIX (MIX= 50 wit% of &-CL + 50 wi% of DCM).
Moreover, the Y values remained constant even after 6 t (90 min.),
while the M,, values remained constants less. From these results, several
variables were tested aiming to improve the efficiency in the
polycaprolactone production in continuous system, as: amount of water
in the reaction medium, type and concentration of cosolvent in the
medium, the use of ultrasonic waves in the e-ROP reactions and the use
of n-butane as pressurized solvent. Some of the best operating
conditions obtained from these experiments were used in e-ROP
reactions carried out for up to 40 t (10 h reaction time) using the same
load of enzymes. This step resulted in values of Y 95,0 (wt%) and
molecular weight (M,) of 20000 (Da) these maximum values remained
constant up to 10 hours of reaction with the same load of enzymes. From
the results obtained it is concluded that both the equipment and the
methodology developed in this work for the production of PCL in
continuous mode proved extremely promising in the search for polymers
with high added value.

Keywords: e-ROP, e-caprolactone, Novozym 435, carbon dioxide,
PBR.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

Nas dltimas duas décadas, avangos significativos tém sido obtidos
no desenvolvimento de polimeros biorreabsorviveis e biodegradaveis
usados para aplicaces na medicina e em engenharia de tecidos
biolégicos em substituicdo aos materiais tradicionais como metais e
ceramicas, bem como nas &reas alimenticia e farmacéutica como
ingrediente e/ou embalagem biodegradavel, ou sistemas (veiculos) de
liberacdo de farmacos de forma controlada.

No entanto, processos de polimerizacdo via rota quimica
tradicional exigem a utilizagdo de mondmeros puros, de atmosfera inerte
e de condigdes anidro. Além disso, utilizam compostos metalicos
toxicos como catalisadores, 0s quais devem ser completamente
separados dos polimeros para o uso em aplicagdes biomédica (AL-
ALZEMI et al., 2002), alimenticia e farmacéutica.

Neste contexto, catalisadores biologicos ndo-toxicos como
enzimas imobilizadas, vém ganhando espaco e ‘“Status” Nno meio
académico e industrial, como uma das alternativas mais promissoras
para sanar tal problema. As enzimas tém se destacado por serem
derivadas de fontes renovaveis, atuando geralmente em condicGes
brandas de temperatura, pressdo e pH, além de ndo requererem a
exclusdo da agua ou ar quando usadas como catalisadores na sintese de
poliésteres (VARMA et al., 2005). Outra vantagem da utilizacdo das
enzimas para polimerizacdo € que ao contrario da polimerizacéo
catalisada por metais, as enzimas tendem a ser enantiosseletivas, ou seja,
ha producdo preferencial de um dos enantidmeros do polimero (AL-
AZEMI et al, 2002). Além disso, as enzimas apresentam
guimiosseletividade, ou seja, a reagdo ocorre seletivamente em um
grupo quimico levando a formacdo do produto correspondente
(HEDFORS et al.,, 2005) e regiosseletividade (SCHULZE;
WUBBOLTS, 1999), onde a formacdo ou quebra de ligacdo é dada
preferencialmente em uma Unica direcdo.

Albertsson e Srivastava (2008) apresentam uma extensa revisdo
sobre 0 emprego de enzimas pela comunidade académica para a
producdo de polimeros biodegradaveis a partir de diversos monémeros.
Dentre estes polimeros a poli(e-caprolactona) tem se destacado como o
polimero mais estudado pelo método de polimerizagdo enzimética de
abertura de anel (e-ROP).

Este fato vem ocorrendo porque a policaprolactona (PCL)
apresenta facilidade de moldagem e fabricacdo. Além disso, apresenta
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propriedades mecanicas e cinéticas de degradacdo adequadas para
conduzir o crescimento de tecidos vivos e para liberagdo controlada de
farmacos contidos dentro de sua matriz. Ainda, a PCL permite que
grupos funcionais sejam adicionados ao polimero para torna-lo mais
adesivo, hidrofilico ou biocompativel, favorecendo as respostas
celulares (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010). Soma-se a isso, 0 fato
de as rotas de producdo da PCL serem relativamente baratas em
comparagdo com outros poliésteres alifaticos. Além disso, dispositivos
de liberagdo de medicamentos fabricados com PCL ja apresentam
aprovagdo do FDA (Food and Drug Administration) e registo de marca
(CE Mark) permitindo uma via de entrada mais rapida para o mercado
(WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

Estes atributos favoraveis conferem & PCL a caracteristica de ser
a classe mais atrativa e Gtil de poliésteres biodegradaveis (PITT et al.,
1980 apud HARRANE et al., 2006), principalmente quando empregada
em dispositivos de liberacdo de medicamentos/vacinas de longa
duragdo, e em materiais de sutura que degradam lentamente (NAIR;
LAURENCIN, 2007; WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

Woodruff e Hutmacher (2010) apresentam uma excelente revisdo
sob o emprego da PCL em uma vasta variedade de estr