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RESUMO

Materiais superparamagnéticos encapsulados em matriz polimérica séo
interessantes em diversos tipos de aplicagdes, incluindo areas
biomédicas, processos de separacdo, biotecnologia e imobilizacdo de
enzimas. Neste trabalho, nanoparticulas superparamagnéticas de
poli(ureia-uretano), PUU, foram obtidas via polimerizagdo interfacial
em miniemulsdo e utilizadas como suporte na imobilizacdo da lipase B
de Candida antarctica. Nanoparticulas de magnetita com
comportamento superparamagnético foram obtidas pelo método de co-
precipitacdo e, ap0s a sintese, as nanoparticulas magnéticas, NPMs,
foram recobertas com &cido oleico, AO, para a obten¢do de uma
superficie hidrofébica. A sintese de nanoparticulas de PUU foi
conduzida utilizando 1,6-hexanodiol como poliol e diisocinato de
isoforona, IPDI, como diisocianato. As NPMs-AO foram incorporadas
em PUU durante a polimerizagdo interfacial em miniemulsdo.
Nanoparticulas de PUU com NPMs-AO incorporadas foram
caracterizadas por Espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier, (FTIR), analise termogravimétrica, (TGA), magnetometria
de amostra vibrante, (MAV), microscopia eletrbnica de transmissdo,
(MET), e microscopia eletrbnica de varredura, (MEV-FEG). Os
resultados mostraram alta eficiéncia de encapsulagdo e as analises de
MAYV confirmaram que NPMs-AO apresentam comportamento
superparamagnético ap6s a encapsulacdo. Lipase B de Candida
antarctica foi imobilizada nas nanoparticulas poliméricas magnéticas de
PUU, (NPMs PUU), em uma Unica etapa durante a polimerizacdo
interfacial em miniemulsdo e o derivado atraido por um campo
magnético externo foi utilizado como catalisador em reacgdes de sintese
de etil oleato, geranil oleato e geranil propionato. O teor de acidos
graxos livres nas amostras, medido pelo método de titulagdo, mostrou
gue conversdes em ésteres acima de 85% foram obtidas para todos os
sistemas estudados. A analise de microscopia éptica de fluorescéncia
mostrou a presenca de lipase na superficie das NPMs-PUU,
confirmando a formagdo de ligacdo entre enzima-suporte. Em um
segundo método de imobilizacdo, lipase B de Candida antarctica foi
imobilizada em NPMs PUU em duas etapas apds a polimerizacdo
interfacial em miniemulsdo, com as particulas liofilizadas. O processo
foi realizado pelo contato da enzima com o suporte em tampao fosfato
pH 7,6, a solucdo foi incubada em shaker a 30 °C a 150 rpm e a
atividade de esterificagdo enzimatica foi medida. Atividades relativas
acima de 85% em relacdo a enzima livre foram obtidas em uma hora de



imobilizacdo com concentracdo de enzima de 0,55 mg/mL. Analises de
FTIR, MEV-FEG, estabilidade térmica (40, 60 e 80 °C), estabilidade ao
pH (4, 7 e 10) e estabilidade ao armazenamento mostraram a eficiéncia
de imobilizacéo da lipase por adsor¢do em NPMs PUU, que apresentou
estabilidade em diferentes condic6es reacionais.

Palavras-chave: Nanoparticulas magnéticas, poli(ureia-uretano), lipase,
polimerizacdo em miniemulsdo, encapsulacdo, imobilizacéo.



ABSTRACT

Superparamagnetic materials encapsulated in a polymeric matrix are
interesting for several applications, including biomedical, separation
process, biotechnology and enzyme immobilization. In this work,
superparamagnetic  poly(urea-urethane), PUU, nanoparticles were
obtained by interfacial miniemulsion polymerization and used as a
support for the immobilization of lipase B from Candida antarctica
(CALB). Magnetite nanoparticles presenting superparamagnetic
behavior were obtained by the co-precipitation method and after the
synthesis the magnetic nanoparticles, MNPs, were coated with oleic
acid, OA, to provide a hydrophobic surface. The synthesis of PUU
nanoparticles was performed using 1,6-hexanediol as polyol and
isophorone diisocyanate, IPDI, as diisocyanate. The MNPs-OA were
incorporated during the interfacial miniemulsion polymerization. PUU
with MNPs-OA were characterized by Fourier transform infrared
spectroscopy,  (FTIR),  thermogravimetric  analysis, (TGA),
electromagnetic vibrating sample magnetometry, (VSM), transmission
electron microscopy, (TEM), and scanning electron microscopy, (SEM-
FEG). Results showed a high encapsulation efficiency and VSM
analysis showed that PUU with MNPs-OA still presented
superparamagnetic behavior after the encapsulation step. CALB was
immobilized on magnetic poly(urea-urethane) nanoparticles, (MNPs
PUU) in a single step during the interfacial miniemulsion
polymerization. After the immobilization process, the immobilized
enzyme was attracted by an external magnetic field and was used as a
catalyst in the synthesis of ethyl oleate, geranyl propionate and geranyl
oleate. Ester conversions above 85% were obtained for all systems
based on the free fatty acids contents measured by titration.
Fluorescence microscopy images confirmed the immobilization of
enzyme onto MNPs-PUU. CALB was immobilized on MNPs PUU in
two steps after the interfacial polymerization in miniemulsion. Lipase
was added to lyophilized particles (MNPs PUU) in phosphate buffer
(0.1 M, pH 7.6). The mixture was incubated at 30 °C in a shaker for 30-
360 min to determine the time required for maximum immobilization
efficiency and the enzyme activity was determined by the esterification
reactions between lauric acid and propanol. The relative activities of the
immobilized enzyme in relation to free enzyme were above 85% in one
hour with 0.55 mg/mL of enzyme in solution. FTIR analysis, SEM-FEG,
thermal stability (40, 60 and 80 °C), pH stability (4, 7 e 10) and storage



stability showed the efficiency of the method, that allowed to maintain
high stability of the immobilized enzyme under different conditions.

Keywords: Magnetic nanoparticles, poly(urea-urethane), lipase,
miniemulsion polymerization, encapsulation, immobilization.
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CAPITULO |
1 INTRODUCAO

Nanoparticulas magnéticas, NPMs, apresentam diversos tipos
de aplicacBes nas mais variadas areas, entre elas area médica (SINGH e
SAHOO, 2014), incluindo a ressonancia magnética por imagem (MRI)
(SHOKROLLAHI, 2013), sistemas de liberacdo de farmacos
(ARRUEBO et al., 2007), agentes de contraste (WEISSLEDER et al.,
1995; CHOULY et al., 1996), hipertermia (CHAN et al., 1993) e areas
biotecnoldgicas, com aplicacbes em processos de separacdo de
substancias e imobilizacdo de enzimas (SUN et al., 2008; YONG et al.,
2008; XIE e MA, 2009; JORDAN et al., 2011; WANG et al., 2014).
Magnetita, Fe;0, é um dos dxidos de ferro mais utilizados na sintese de
materiais magnéticos e em didmetros inferiores a 20 nm apresenta
comportamento  superparamagnético (SUN e ZENG, 2002;
LANDFESTER, 2003).

Com o revestimento adequado, as NPMs ndo sofrem
aglomeracdo e podem ser dispersas em diferentes solucBes, 0 que
permite sua aplicacdo sem a formacdo de agregados (SUN e ZENG,
2002). A incorporacdo de NPMs em particulas poliméricas tem ganhado
bastante atencdo, uma vez que o material polimérico garante maior
estabilidade as NPMs, protegendo a sua superficie e garantindo seu
comportamento superparamagnético (LANDFESTER e WEISS, 2010).

Um grande nimero de estratégias para a preparagdo de NPMs
encapsuladas em polimero vem sendo utilizado por pesquisadores, entre
elas polimerizagdo em emulsdo convencional, polimerizacdo em
emulsdo inversa, polimerizagdo em  microemulsdo inversa,
polimerizagdo em miniemulsdo, polimerizacdo em disperséo,
polimerizacdo em precipitacdo e diversas outras (LU e FORCADA,
2006), mas a maioria delas relata a encapsulacdo de material magnético
por polimerizacdo em cadeia, via radicais livres, com a utilizacdo de
iniciadores que se dissociam no meio reacional para a formacdo das
particulas poliméricas.

Desta forma, polimeros obtidos por polimerizagdo em etapas
sdo um potencial a ser explorado na encapsulacdo de NPMs, uma vez
gue ndo ha relatos na literatura acerca do assunto. Nanoparticulas de
poli(ureia-uretano), PUU, j& foram estudadas como possiveis sistemas
para a liberacdo controlada de farmacos (VALERIO et al., 2014, 2015;
GENTILE et al., 2015) e na imobilizacdo de enzimas (CIPOLATTI et
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al., 2014), sendo assim a incorporacdo de material magnético a estas
nanoparticulas, NPs, agregaria maior valor as propriedades finais das
NPs formadas.

A imobilizacdo de enzimas em materiais magnéticos € um
método simples e efetivo, pois a recuperacdo do derivado imobilizado
pode ser feita com a aplicacdo de um campo magnético externo e a
elevada area superficial dos materiais permite a imobilizacdo de uma
grande quantidade de enzima por unidade de superficie. InGmeros
métodos de imobilizacdo podem ser conduzidos, entre eles destacam-se
0s métodos através de ligacdo covalente e a adsorcdo fisica entre o
suporte e a enzima (KUO et al., 2012).

A imobilizacdo de lipases, como a lipase B de Candida
antarctica, CALB, ja foi reportada anteriormente na literatura, mas
apenas em casos de funcionalizacdo da superficie das NPMs com
polimeros, permitindo a ligacdo enzima-suporte (YONG et al., 2008;
NETTO et al., 2009; KUO et al., 2012), ou em particulas de polimeros
puras (MILETIC et al., 2010; CIPOLATTI et al., 2014).

Um dos poucos trabalhos relatando a imobilizagdo em materiais
poliméricos com material magnético incorporado nas particulas foi
realizado por Wang e colaboradores (2014). Os autores relataram a
imobilizagdo reversivel de glucoamilase em esferas de poliestireno
magnéticas contendo multigrupos funcionais. Para tal, microesferas de
poliestireno foram sintetizadas por polimerizacdo em dispersdo e apds
funcionalizadas com diferentes grupos reativos. Em seguida, as
particulas magnéticas foram impregnadas no polimero por um método
de co-precipitacdo modificado, resultando em particulas com diametro
de 1,8 pm e a imobilizacdo foi realizada. Além das particulas ndo
apresentarem tamanho nanométrico, as NPMs foram incorporadas na
superficie das microesferas, desta forma o material polimérico ndo atua
como protetor contra a agregacdo. Acerca disso, ndo ha trabalhos na
literatura que apresentem a imobilizacdo de CALB em matrizes
poliméricas com material magnético encapsulado.

Dentro deste contexto, a utilizacdo de NPs poliméricas com
material magnético encapsulado apresenta-se como uma alternativa
vidvel para a imobilizacdo de enzimas, uma vez que o revestimento
polimérico além de proteger as NPMs contra a agregacdo possui
diferentes grupos funcionais em sua superficie que poderdo reagir com a
superficie do catalisador. No caso de nanoparticulas de poli(ureia-
uretano) o diisocianato livre na superficie pode se ligar aos grupamentos
presentes na superficie de lipases.

1.1 OBJETIVOS
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1.1.1 Objetivo geral

Com base no exposto, este trabalho teve como principal objetivo
estudar a encapsulacdo de nanoparticulas de magnetita em
nanoparticulas poliméricas de poli(ureia-uretano) via polimerizacdo
interfacial em miniemulsdo e a utilizagdo destas nanoparticulas
poliméricas magnéticas na imobilizacdo da lipase B de Candida
antarctica por meio de diferentes métodos.

1.1.2 Objetivos especificos

1 - Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de magnetita (NPMs de
Fe304).

2 - Encapsulagdo de NPMs de Fe;O, em PUU via polimerizacdo
interfacial em miniemulsdo e caracterizacdo do material obtido.

3 - Imobilizacdo da lipase B de Candida antarctica, CALB, pelo
processo de imobilizacdo em uma Unica etapa via ligacdo covalente,
durante a sintese das nanoparticulas magnéticas de PUU via
polimerizacédo interfacial em miniemulsdo e caracterizacdo do derivado
obtido.

4 - Aplicacdo da lipase imobilizada em uma Unica etapa em reagdes de
sintese de ésteres.

5 - Imobilizacdo da CALB pelo processo de imobilizagdo em duas
etapas via adsorcdo fisica ap0s a sintese das nanoparticulas magnéticas
de PUU via polimerizagdo interfacial em miniemulsdo e caracterizagéo
do derivado obtido.

6 - Caracterizacdo da enzima livre e imobilizada em duas etapas em
relacdo a estabilidade térmica (40, 60 e 80 °C), estabilidade ao pH (4, 7
e 10) e ao armazenamento.

Este trabalho foi dividido em quatro capitulos, sendo uma breve
introducdo com os objetivos desta dissertagdo de mestrado apresentada
no Capitulo 1. O Capitulo 2 traz a fundamentacdo teérica necessaria
para o desenvolvimento do trabalho, apresentando as caracteristicas de
materiais magnéticos e poliméricos e as principais técnicas de
encapsulacdo de nanoparticulas magnéticas, NPMs, em nanoparticulas
poliméricas e sua utilizagdo como suporte em sistemas de imobiliza¢do
de enzimas. O Capitulo 3 apresenta os estudos de sintese de
nanoparticulas magnéticas de poli(ureia-uretano) e a caracterizacédo dos
materiais obtidos, enquanto que o Capitulo 4 apresenta o estudo destas
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nanoparticulas como suporte na imobilizacdo da lipase B de Candida
antarctica. No Capitulo 5 sdo relatadas as conclusdes gerais.



CAPITULO 11

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente capitulo tem como interesse aprofundar os principais
assuntos relacionados ao trabalho e sua relevancia na literatura.
Primeiramente serdo relatadas a importdncia e as aplicacbes de
nanoparticulas magnéticas e suas principais propriedades, destacando-se
0 superparamagnetismo. Em seguida sera apresentada a importancia da
encapsulacdo de materiais magnéticos em nanoparticulas poliméricas
para posterior uso como suporte na imobilizago de enzimas, abordando
desta forma os principais métodos de imobilizacdo de enzimas descritos
na literatura.

2.1 NANOPARTICULAS MAGNETICAS

Nanoparticulas magnéticas (NPMs) apresentam como uma de
suas principais propriedades o superparamagnetismo, propriedade na
qual particulas com diametro de até 20 nm apresentam um Unico
dominio magnético quando aplicado um campo magnético externo. Esta
capacidade em manter os polos magnéticos numa determinada posicéo é
denominada coercitividade, em particulas magnéticas maiores que 20
nm o0s dominios magnéticos se alinham em vérios sentidos
(AKBARZADEH et al., 2012).

Dentre os diversos tipos de sistemas nanoparticulados, um dos
mais utilizados sdo as NPMs de 6xido de ferro. Suas propriedades,
aliadas a sua baixa toxicidade as tornam apropriadas para inimeras
aplicacdes como: sistemas de liberacdo de farmacos (SUN e ZENG,
2002), biossensores, ressonancia magnética (WEISSLEDER et al.,
1995; CHOULY et al.,, 1996), hipertermia (CHAN et al., 1993) e
agentes de contraste para aplica¢cdes biomédicas.

Além disto, pesquisas na area de biotecnologia mostraram a alta
resposta magnética de NPMs contendo enzimas e proteinas quando um
campo magnético externo é utilizado. Desta forma, NPMs podem ser
aplicadas para separacdo magnética de varias substancias na biocatalise
(GAWANDE et al., 2014) e como suportes na imobilizacéo de enzimas
(XIE e MA, 2009; ATACAN e OZACAR, 2015).
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2.1.1 Oxidos de ferro

Os diferentes tipos de Oxidos de ferro sdo classificados de
acordo com o estado de valéncia do ferro na estrutura cristalina. Dentre
eles, destacam-se a wustita, FeO, que possui apenas fons Fe*? em sua
estrutura cubica cristalina, sendo termodinamicamente instavel e tendo
comportamento paramagnético a temperatura ambiente. Oxido de ferro
Fe,O; contém apenas fons Fe* e pode ser encontrado em diferentes
formas, com diferentes propriedades fisicas e estruturas cristalinas, entre
os polimorfos encontrados estdo: a-Fe,O5; (hematita), B-Fe,Os3, y-Fe,0;
(maghemita) e €- Fe,O3 (ZBORIL et al., 2002; MACHALA et al., 2007;
TUCEK et al., 2010).

A magnetita (FezO4), composto de interesse do presente
trabalho, é um material ferromagnético e possui fons Fe*™ e Fe** sobre
uma estrutura cristalina ctibica de espinélio invertido, com os fons O
coordenados a fons Fe*? e Fe™ em intersticios octaédricos (Figura 1). Os
fons Fe** sdo divididos igualmente entre os intersticios tetraédricos e
octaedricos, desta forma ndo existe momento magnético resultante na
presenca destes, enquanto que os fons Fe™? residem apenas nos
intersticios octaédricos, sendo responsaveis pela magnetizacdo de
saturagdo do composto e comportamento magnético do material
(OLIVEIRA et al., 2013).

Figura 1 - Estrutura cristalina da magnetita.

Fonte: Oliveira et al. (2013).
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2.1.2 Propriedades magnéticas

A classificacdo de um material magnético em relacdo a suas
propriedades baseia-se na susceptibilidade magnética (y), adimensional
(com unidades representadas nas equacdes 1 e 2), que é a razdo entre a
magnetizacdo induzida (M) e o campo magnético aplicado (H).

M  [emu] (1)

" H [Oe.cm3]
[emu] )

1 fom®] 1 0e

Curvas tipicas de M versus H sdo chamadas de curvas de
magnetizacdo e variam de acordo com o tipo de substancia. A Figura 2
representa uma curva M versus H. Com a aplicagdo de um campo
externo o material segue a curva até atingir um patamar constante de
magnetizacdo, correspondente a magnetizacao de saturacdo, Ms, no qual
M torna-se constante em altos valores de H. Quando H é reduzido a
zero, apds a saturacdo e o M ndo é reduzido a zero, ocorre a chamada
histerese. Desta forma, diminuindo o campo a partir de Ms 0 M decresce
seguindo o sentido de volta da curva até um valor residual de
magnetizacdo remanescente, Mr. Hc é o valor no qual a magnetizacao se
anula para um determinado valor de campo magnético, é chamado de
campo coercivo ou coercitividade (RIBEIRO, 2000; CULLITY e
GRAHAM, 2009).

Curvas de materiais diamagnéticos ou paramagnéticos (Figura
2) possuem M linear e ndo retém magnetizacdo quando o campo €
removido. Para materiais diamagnéticos, 0 momento magnético €
antiparalelo a H, resultando em susceptibilidades negativas (-10° a -10
1. Materiais paramagnéticos possuem momentos alinhados a H e
susceptibilidades entre 10°® a 10™. Em suma, materiais paramagnéticos e
diamagnéticos ndo apresentam magnetizagdo espontanea (CULLITY e
GRAHAM, 2009).

Em materiais ferromagnéticos, 0s momentos magnéticos
também se alinham a H (SUN et al., 2008) e a magnetizagcdo ndo é
linear, desta forma, a y varia com H e passa por um valor madximo Ms.
Apresentam magnetizacdo espontanea em pequenas regides do material,
denominadas dominios (CULLITY e GRAHAM, 2009).
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Figura 2 - Curvas de histerese (magnetizagcdo em func¢do do campo aplicado)
caracteristicas de NPs ferromagnéticas, diamagnéticas, paramagnéticas e
superparamagnéticas e valores de remanescéncia, Mr, e campo coercivo, Hc.

M Ms_ .
. — Ms: Magnetizacdo de saturaco
Magnetizagéo M- Magnetizagio remanescente

He: Campo coercivo

M e

_ Ferromagnetismo
—— Diamagnetismo
Campo aplicado | —— Paramagnetismo

~ Superparamagnetismo

Fonte: Adaptado de Arruebo et al. (2007).

x € H sdo dependentes, e a relacdo entre os dois da origem a
forma sigmoidal caracteristica da curva M- H, com M se aproximando
do valor de saturagio com o aumento de H. Em materiais
ferromagnéticos é possivel observar ciclos de histerese, dando origem a
curvas abertas (Figura 2). A forma da curva M-H é determinada em
parte pelo tamanho de particula, desta forma, particulas grandes na
ordem de micrémetros apresentam ciclos de histerese amplos, enquanto
que particulas na ordem de nandmetros, com Unico dominio, apresentam
ciclos de histerese estreitos. Estas Ultimas podem ser consideradas
superparamagnéticas, pois 0 momento magnético da particula flutua em
resposta a energia térmica e 0s momentos atdbmicos individuais mantém-
se ordenados uns em relacdo aos outros (PANKHURST et al., 2003).

Frenkel e Doefman (1930) realizaram um estudo de dimensdes
para dominios magnéticos e concluiram que ha um tamanho minimo de
dominio, sendo assim, cristais com dimens6es inferiores a este tamanho
minimo ndo sdo divididos em dominios magnéticos, apresentando
dominio Unico, e podem ser magnetizados.

Alguns materiais com tamanho de particula na ordem de
dezenas de nandmetros apresentam comportamento superparamagnético,
tais como nanoparticulas magnéticas de FesO4, Que apresentam
propriedades ferromagnéticas em tamanhos micrométricos e
superparamagnéticas em tamanhos nanométricos. A propriedade
superparamagnética destas particulas é determinada pela auséncia de
magnetizacdo remanescente (Mr) apds o campo magnético externo ser
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cessado, permitindo que as mesmas possuam estabilidade coloidal,
evitando a agregacdo e permitindo a aplicacdo em diversas areas (LU et
al., 2007).

Qualquer material magnético, acima de sua temperatura de
Curie (Tc), temperatura na qual o material se torna paramagnético, vai
exibir seus spins magnéticos distribuidos aleatoriamente, levando a
magnetizacdo nula. Com o resfriamento das amostras para um uma
temperatura inferior a Tc, os dominios magnéticos voltam a aparecer,
separados por paredes de dominios. Se as particulas apresentarem
tamanho reduzido, uma dimenséo critica pode ser alcangada, abaixo da
qual a formagéo de dominios pode se tornar desfavoravel, e a amostra €
constituida por um Gnico dominio magnético, caracteristica do
superparamagnetismo (BEDANTA et al., 2015). A transi¢cdo para um
dominio magnético Unico é apresentada na Figura 3.

Figura 3 - Transi¢do de multi-dominio para dominio Unico em nanoparticulas
magnéticas como uma funcéo do raio.

ey it 4
JONINZES, {\ Ry S
A7 | oW R
UL ritdte
NP7 Petppt!

NS \

T>Tc T<Tc
Paramagnético Ferromagnético Domin;) unico
(multi-dominios) NPMs

Fonte: Adaptado de Bedanta et al. (2015).

O raio critico (rc) para a estrutura com Gnico dominio depende
da natureza do material e das diferentes interacdes entre as particulas,
como interagGes dipolo-dipolo e trocas de interagoes.
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2.1.3 Métodos de obtengdo de NPMs

Devido ao potencial de uso de NPMs em diversas areas,
inimeros métodos para a sintese das nanoparticulas magnéticas tém sido
descritos, via co-precipitacdo (KUO et al., 2012; ZHANG et al., 2014;
KHOOBI et al., 2015), decomposicdo térmica (ANDHARIYA et al.,
2013) e microemulsdo (MALIK et al., 2012).

O valor de pH e a presenca de agente de revestimento, que
serve como surfactante para a estabilizacdo das NPMs, sdo pontos
criticos no processo de sintese pois podem levar a incorporacdo de
impurezas e rompimento da superficie cristalina do material,
acarretando em baixos valores de magnetizacdo de saturacdo (Ms). Em
geral, valores de Ms de 30 a 50 emu/g sdo obtidos na sintese por estes
métodos, valor inferior ao encontrado para a forma pura de Fe3O,, por
exemplo, (90 emu/g) (LANDFESTER e RAMIREZ, 2003; GUPTA e
GUPTA, 2005).

O método mais utilizado na preparacdo de nanoparticulas
magnéticas em grande escala € a co-precipitacdo aquosa, a partir da
mistura de sais adequados. Entre suas vantagens destacam-se a
simplicidade, via quimica mais eficiente e uma grande quantidade de
nanoparticulas magnéticas sintetizadas (TARTAJ et al., 2005). As
particulas obtidas apresentam tamanhos inferiores a 50 nm, para isto,
uma fonte alcalina, geralmente hidréxido de sédio (NaOH) ou hidroxido
de aménio (NH4OH) é adicionada a solucdo aquosa contendo sais
ferrosos e férricos e surfactantes (TARTAJ et al., 2005; XU e SUN,
2013; STANICKI et al., 2015).

Os principais fatores que precisam ser controlados para que a
sintese de NPMs seja satisfatoria incluem: obtencdo de nanoparticulas
monodispersas, controle do tamanho de particula de forma reprodutivel,
obtencdo de materiais com elevada cristalinidade, controle da forma e a
estabilidade das NPMs a longos periodos (BEDANTA et al., 2015).

2.1.4 Modificacéo de superficie de NPMs

Nanoparticulas magnéticas tém tendéncia a aglomeragdo como
resultado de sua elevada energia interfacial. Desta forma, sua superficie
precisa ser funcionalizada a fim de permitir sua estabilidade coloidal
para futuras aplicacbes (LANDFESTER e RAMIREZ, 2003). Os
compostos utilizados na funcionalizacdo da superficie, com nucleo de
NPMs e superficie funcionalizada, vao ditar as caracteristicas finais e as
aplicacdes do material magnético.
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A modificacdo permite maior resisténcia das NPMs em contato
com o ar, estabilidade coloidal, estabilidade ao pH e a possibilidade de
ligacdo com agentes externos pela inser¢do de grupos funcionais na
superficie das nanoparticulas (HOLA et al., 2015).

A Figura 4 apresenta diferentes combinagdes e modificacdes na
superficie de NPMs para diferentes tipos de aplica¢fes. Modificacdes de
superficie com polimeros proporcionam uma barreira estérica e evitam a
aglomeracdo de NPMs, mas a escolha do polimero a ser utilizado deve
levar em conta a natureza de sua estrutura quimica
(hidrofilico/hidrofobico), a massa molecular e sua conformacgdo, a fim
de ndo alterar as caracteristicas do material magnético (SUN et al.,
2008). Diversos polimeros podem ser utilizados para atuar como
estabilizadores na funcionalizacdo da superficie das NPMs, entre eles
polietilenoglicol, (PEG), polivinilpirrolidona (PVP), quitosana, entre
outros (GUPTA e GUPTA, 2005).

Figura 4 - Tipos de arranjos entre NPMs e polimeros, moléculas e particulas
inorganicas.
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Fonte: Adaptado de Hola et al. (2015).



38

O recobrimento com polimero in situ, durante a sintese das
NPMs apresenta a vantagem de modificar a superficie, a0 mesmo passo
que as NPMs estdo sendo sintetizadas, evitando a aglomeragéo, que
pode ocorrer se 0 processo de modificacdo for realizado em etapa
posterior a sintese do material magnético. Em contraponto, a presenca
de polimero durante a sintese de NPMs pode acarretar em modificacfes
na estrutura cristalina do material e alterar suas propriedades magnéticas
(SUN et al., 2008). Lee e colaboradores (1996) observaram a reducédo da
cristalinidade de Fe3O, com 0 aumento da concentracdo de poli(vinil
alcool), (PVA), em solucdo aquosa na sintese por co-precipitacao.

Ainda em métodos para producdo de NPMs com revestimentos
poliméricos, a sintese dos materiais de forma separada pode ser uma
alternativa. Apds a obtencdo das NPMs e do polimero separadamente, 0s
materiais sdo colocados em contato para adsor¢do quimica e/ou fisica do
polimero na superficie das NPMs, podendo o polimero ser obtido por
diferentes técnicas de polimerizacao.

Também é possivel realizar a encapsulacdo de NPMs em
polimeros para formar estruturas casca-ndcleo, por meio de
polimerizacfes via emulsdo, precipitacdo e minimiemulsdo (que sera
discutida no item 2.2.4). Nestes sistemas, as NPMs geralmente estdo
funcionalizadas com um surfactante que permite a dispersdo destas nos
mondmeros de interesse (LANDFESTER e RAMIREZ, 2003). Em
sinteses de NPMs pela precipitacdo de Fe** e Fe* em solucéo aquosa
com uma base, é muito comum o recobrimento das NPMs obtidas com
acido oleico adsorvido na superficie (LANDFESTER e RAMIREZ,
2003; LU e FORCADA, 2006; FEUSER et al., 2015), este revestimento
permite a dispersdo das NPMs em mondmeros hidrofdbicos.

2.1.5 Aplicacdes de NPMs

Em baixas concentracdes, NPMs ndo apresentam toxicidade,
além de apresentarem caracteristicas de biodegradabilidade e
biocompatibilidade. Aliados a estes fatores, seu tamanho reduzido e
comportamento superparamagnético as tornam promissoras para uso nas
areas médica e biotecnoldgica (STANICKI et al., 2015).

Em condicbes de superparamagnetismo, NPMs de FesO4
apresentam alto efeito de contraste em ressondncia magnética sendo
controladas por um campo magnético externo e apresentando alta
resposta magnética quando uma pequena forca de campo é aplicada.

A vantagem de usar NPMs de 6xidos de ferro como agentes de
contraste esta relacionada a sua biocompatibilidade. O tamanho de
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particula, carga e agente utilizado para o recobrimento determinam o seu
tempo de circulacdo e sua biodistribui¢cdo no organismo (SHUBAYEV
et al., 2009), geralmente particulas acima de 200 nm acabam localizadas
no bago para posteriormente serem fagocitadas, enquanto que particulas
na faixa de 10 nm sdo rapidamente removidas do organismo pela
depuracéo renal (JAIN et al., 2008).

A aplicacdo das NPMs (Figura 5) em ressonancia magnética por
imagem (MRI) é um dos usos mais promissores das NPMs na
biomedicina e pode levar a diagnosticos precoces de tumores em
diferentes 6rgdos alvo. A superficie das nanoparticulas pode ser
funcionalizada com marcadores especificos de céncer para sua
localizag8o no organismo (TANAKA et al., 2004; COROT et al., 2006).

Figura 5 - Aplicagdes biomédicas e biotecnolégicas de NPMs.
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Fonte: Adaptado de Hola et al. (2015).

Tratamentos de tumores pelo aquecimento das células doentes
por hipertermia é uma alternativa vidvel, as NPMs absorvem as
correntes energéticas e as transformam em calor, alguns inconvenientes
como superaquecimento devem ser evitados a fim de ndo ocasionar



40

morte celular. Assim, a combinagdo de liberacdo de farmacos aliada a
hipertermia pode ser uma solucdo para o tratamento de tumores
(FEUSER et al., 2015; HOLA et al., 2015).

Em sistemas de liberacdo de farmacos, as NPMs sao utilizadas
para serem concentradas em um local especifico do corpo, (ARRUEBO
et al., 2007; SHUBAYEV et al., 2009), visando ndo danificar os tecidos
sadios. Desta forma, além de atuarem como carreadoras de farmacos
podem ser direcionadas ao 6rgdo-alvo doente pela aplicacdo de um
campo magnético externo (CHERTOK et al., 2008).

A liberacdo controlada ndo dependera apenas da liberagdo por
estimulos externos, mas pode ser realizada em valores de baixo pH,
caracteristico em tecidos de cancer. Diversos tipos de revestimento
podem ser utilizados para o sistema de transporte de farmacos a fim de
melhorar a liberagdo especifica do material no alvo (Figura 6).

Figura 6 - Sistemas de entrega de farmacos com NPMs.

Farmaco carregado em Farmaco carregado em

agregados magnéticos magnetolipossomas
Farmaco ligado Farmaco carregado em
covalentemente casca polimérica

Fonte: Adaptado de Hola et al. (2015).
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Com a encapsulacdo do material magnético em uma matriz
polimérica, o sistema pode ser aplicado na liberacdo controlada em
tratamento de doencas especificas, além de permitir a reducdo da
dosagem do farmaco, uma vez que a liberagdo no organismo vai ocorrer
de forma controlada, dependendo das caracteristicas de degradacdo da
matriz polimérica.

Além de todas as aplica¢des descritas acima, NPMs podem ser
utilizadas na separacdo de substincias de interesse, como ions,
poluentes, células, proteinas, anticorpos e varias substancias bioativas.
Além disso, podem ser utilizadas na imobilizacdo de enzimas para
posterior atuagcdo em biocatalise, podendo mediar reacfes de sintese de
aromas e biodiesel (XIE e MA, 2009; TRAN et al., 2012; KHOOBI et
al., 2015). Inimeros métodos podem ser aplicados no processo de
imobilizagdo, sendo que a estrutura da enzima a ser imobilizada precisa
ser preservada. As enzimas, contendo grupamentos como amida,
carboxila e tiol em sua superficie, podem ser fixadas em NPMs pela
ligacdo entre estes grupos.

2.2 ENCAPSULACAO DE NPMs EM NANOPARTICULAS
POLIMERICAS

A encapsulacdo de NPMs em particulas poliméricas aumenta as
possibilidades de aplicacdo destas em fungéo de uma série de vantagens,
entre elas a protecdo advinda da casca polimérica, a estabilizacdo contra
a agregacdo, mantendo o material com  propriedades
superparamagnéticas e o polimero pode ser carregado com um farmaco
para sistemas de liberacéo controlada (LANDFESTER e WEISS, 2010).
Como as NPMs de Fe;04 obtidas via co-precipitacdo em solucdo aquosa
sdo hidrofilicas, necessitam ser hidrofobizadas antes da encapsulacéo
em polimero hidrofébico.

Entre as aplicagbes de NPMs encapsuladas em polimeros as
mais frequentes sdo: aplicacdes biomédicas, incluindo terapia celular,
aplicacdes em diagnésticos (MEDEIROS et al., 2011; AKBARZADEH
et al., 2012), agentes de contraste em MRI (ILLES et al., 2014),
hipertermia (SHETE et al., 2015), liberacdo de farmacos (TAN et al.,
2005) e em imobilizacdo de enzimas (REN et al., 2011; SOHRABI et
al., 2014; WANG et al., 2014; ATACAN e OZACAR, 2015) com
aplicacdo em biocatalise (MAHMOOD et al.,, 2013), incluindo a
producdo de biodiesel (XIE e MA, 2009; TRAN et al., 2012) e sintese
enzimatica de aromas (KHOOBI et al., 2015).
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2.2.1 Encapsulacéo in situ de NPMs em polimeros

Diversas técnicas podem ser aplicadas para a encapsulacdo in
situ de NPMs durante a sintese de polimeros, incluindo polimerizagéo
em emulsdo (YANASE et al., 1993), polimerizacdo em emulsdo inversa
(CHEN et al., 2012), polimerizacdo em miniemulsdo inversa (XU et al.,
2004; ROMIO et al., 2013) e polimerizagdo em miniemulsdo direta
(LANDFESTER e RAMIREZ, 2003; LU e FORCADA, 2006;
STAUDT et al, 2013). Os revestimentos poliméricos (cascas
poliméricas) sdo compostos em sua maioria por polimeros obtidos por
polimerizacdo via radicais livres, como poliestireno e copolimeros,
poli(metacrilato de metila), poliacrilamida entre outros.

No entanto, existem diversos outros polimeros com
propriedades interessantes que sdo obtidos por polimerizagdo em
condensacgdo, como poliuretano (PU) e poli(ureia-uretano), (PUU), que
podem ser usados para encapsular NPMs.

Um dos poucos trabalhos que relataram a encapsulacdo de
NPMs por policondensacdo foi realizado por Park e colaboradores
(2014), descrevendo a sintese de nanocadpsulas de materiais com
mudanca de fase, phase change material, (PCM) contendo NPMs de
Fe;04 pela seguinte morfologia: nicleo de parafina e casca de poliureia,
formada por polimerizacdo interfacial. Os resultados mostraram que as
NPMs foram localizadas na casca de poliureia ap6s a polimerizacdo,
devido ao efeito Pickering, assim as NPMs atuaram estabilizando as
gotas da emulséo.

Os autores observaram que as nanocapsulas de PCM-NPMs
apresentaram resposta a campo magnético externo, embora as
propriedades de magnetizacdo ndo tenham sido medidas. A Figura 7
mostra a morfologia das nanocapsulas de PCM-NPMs obtidas por Park
e colaboradores com e sem material magnético incorporado. E possivel
observar a morfologia esférica das nanocapsulas com estrutura nicleo-
casca composta por parafina-poliureia e as NPMs localizadas na
superficie.
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Figura 7 - Micrografias de MEV e MET (canto superior direito) das
nanocadpsulas de PCM (a) sem material magnético e (b) com material
magnético.

Fonte: Park et al. (2014).
2.2.2 Nanoparticulas de poli(ureia-uretano)

Nanoparticulas de PU e PUU podem ser obtidas a partir de uma
infinidade de monbémeros diferentes, o que as tornam ainda mais
atraentes para inumeras aplicagdes comerciais, como revestimentos
(CHATTOPADHYAY e RAJU, 2007), espumas (ZHANG et al., 2014),
adesivos, selantes, couro sintético, membranas, elastdbmeros,
imobilizagdo de  enzimas  (CIPOLATTI et al, 2014),
nanotransportadores para agentes anticorrosivos (GITE et al., 2015) e
aplicacdes biomédicas (CHATTOPADHYAY e WEBSTER, 2009) em
sistemas de liberacdo de farmacos (MORRAL-RUIZ et al., 2014;
GENTILE et al., 2015). As caracteristicas finais dos polimeros obtidos
estdo diretamente relacionadas com a escolha dos monémeros.

O polimero de poli(ureia-uretano) apresenta repetidas ligacdes
uretano em sua cadeia. Além de repetidos grupos uretanos, outros
grupos como ureia, éster, éter e aromaticos podem estar presentes em
sua estrutura (CHATTOPADHYAY e RAJU, 2007).

As particulas de poliuretano sdo formadas basicamente pela
reacdo em etapas entre um grupo isocianato (-N=C=0) e um grupo
alcool (-OH), bi ou multifuncionais, e a formacdo bésica é representada
na Figura 8.
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Figura 8 - Reagdo de formagdo de poliuretano pela reagdo entre poliol e
diisocianato.

(@]
nHO—R— OH +n OCN—R~— NCO —’{R'*NH Lo R}
Poliol Diisocianato Poliuretano n

Fonte: Autor (2015).

A reacdo com isocianato ocorre pela adicdo a dupla ligacdo
C=N. Desta forma, um centro nucleofilico contendo um &tomo de
hidrogénio ativo ataca o carbono eletrofilico e o 4&tomo de hidrogénio
ativo é adicionado ao nitrogénio. Grupos aceptores de elétrons ligados
ao grupamento NCO aumentam sua reatividade e os doadores a
reduzem, por isso isocianatos aromaticos sao mais reativos que alifaticos
(DE LIMA, 2007).

Desta forma, a principal reacdo envolvida leva a formacdo de
poliuretano, por meio do isocianato e da hidroxila, porém reacdes
secundarias podem ocorrer paralelamente. Entre elas, a reacdo entre
diisocianato e agua, levando a formacéo da ligacdo ureia e reduzindo a
massa molar do polimero formado. A reacdo entre o diisocianato e 4gua
gera acido carbamico, este se decompde gerando didxido de carbono,
CO,, e amina correspondente, esta amina volta a reagir com outra
molécula de diisocianato formando ureia. Na etapa de decomposicéo do
acido carbamico, CO, é liberado, e este é fator crucial na fabricacdo de
espumas, uma vez que ¢ utilizado como agente de expansdo (TIARKS et
al., 2001; ODIAN, 2004).

As reacdes envolvidas na formagdo de ligacGes ureia sdo
descritas na Figura 9.

Figura 9 - Reacdo de formacdo de ligacdes ureia.
OCN (R)  NCO + H,0——[OCN(R) NH COOH] (4cido carbamico)
[OCN—(R)— NH—COOH}—— OCN—(R)-—NH, + CO, (amina)
OCN—(R)—NCO + OCN- (R) NH;y—— OCN—RNH—C  NHR—OCN

o (ureia)

Fonte: Autor (2015).
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A presenca de segmentos flexiveis na cadeia polimérica refere-
se aos segmentos de poliol e conferem caracteristicas elastoméricas ao
polimero, resultando em maior flexibilidade. J& os segmentos rigidos,
referentes ao diisocianato conferem propriedades como dureza e
resisténcia (VALERIO et al., 2014).

2.2.3 Sintese de NPs de PUU

Particulas de PUU podem ser obtidas por diferentes métodos de
polimerizacdo, como polimerizagdo interfacial em miniemulsdo
(SALAUN et al., 2011), gerando particulas em faixas micrométricas.
Para a sintese de particulas de PUU na faixa submicrométrica processos
de emulsdo-difusdo (SOUGUIR et al., 2013), polimerizacdo interfacial
em miniemulsdo (VALERIO et al., 2015), polimerizacio interfacial em
miniemulsdo inversa (CRESPY et al., 2007; ROSENBAUER et al.,
2009), e polimerizagdo em miniemulsdo (TIARKS et al.,, 2001,
GAUDIN e SINTES-ZYDOWICZ, 2011; CIPOLATTI et al., 2014;
VALERIO et al., 2014) podem ser aplicados.

Reacdes de formagdo de PU e PUU podem ser realizadas via
polimerizacdo em etapas, utilizando poliois sollveis em 4agua e
diisocianatos hidrofébicos (TORINI et al., 2005; JOHNSEN e
SCHMID, 2007). Conforme mencionado no item anterior e mostrado na
Figura 9, a reacdo do diisocianato com a agua origina grupamentos
amino, que podem reagir com outro grupamento diisocianato, levando a
formag&o de ureia como subproduto. Em funcgdo disto, geralmente séo
utilizados diisocianatos com baixa reatividade em &gua, como o
diisocianato de isoforona, (IPDI), uma vez que reagindo lentamente com
a 4gua da fase continua, a formacéo de ureia é reduzida (LANDFESTER
e WEISS, 2010).

Apesar de toda flexibilidade e aplicacbes de PU e PUU, a
encapsulacdo de magnetita em PUU ndo foi relatada anteriormente na
literatura.

2.2.4 Reacbes de polimeriza¢do em miniemulséo

Reacdes de polimerizacdo em miniemulsdo possuem diversas
vantagens, uma vez que sao classificadas como uma técnica versatil,
onde o locus de polimerizagdo encontra-se dentro das gotas de

monomero submicrométricas, que atuam como ‘“‘nanoreatores”
(LANDFESTER e RAMIREZ, 2003).
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A preparacdo da miniemulsdo consiste na mistura de dois
liquidos imisciveis pela homogeneizacdo em equipamentos com alta
forca de cisalhamento, tipicamente ultrasonicadores em escala
laboratorial e homogeneizadores de alta pressdo em escala industrial.

Os ultrasonicadores produzem ondas de ultrassom que causam a
oscilacdo das moléculas préximas a regido de propagacao das ondas. O
tamanho das gotas diminui com o tempo de sonicacdo até um
determinado momento, a partir do qual seus valores tendem a
permanecer constantes, dependendo da formulacéo, da energia aplicada
e da quantidade do meio reacional (ASUA, 2002).

Tipicamente a formulagdo de uma miniemulséo é composta por
agua, monbmero (ou mistura de mondmeros), coestabilizador,
surfactante e iniciador (quando a polimerizacdo ocorre via radicais
livres). Geralmente o surfactante é dissolvido na fase continua (aquosa)
e o coestabilizador no mondmero (fase dispersa) (ASUA, 2002).

Ao contrério das microemulsdes, as miniemulsdes ndo séo
estaveis termodinamicamente, sendo estabilizadas contra colisdes entre
as gotas e a degradacdo difusional com o uso, respectivamente, de
surfactantes e coestabilizadores (geralmente compostos insollveis em
4gua com baixa massa molar) (MUNOZ-ESPI et al., 2012).

Diversas vantagens podem ser relacionadas ao método de
polimerizacdo em miniemulsdo, como possibilidade de utilizacdo de
mondmeros sollveis e insollveis em agua, latices estaveis e com alto
teor de solidos, possibilidade de obtengdo de materiais hibridos
organicos/inorgénicos e a possibilidade de aplicacdo em reacfes em
cadeia e em etapas (SCHORK et al., 2005; OUZINEB et al., 2006).

Reacdes de polimerizagdo em miniemulsdo podem ocorrer na
interface das nanogotas formadas ap6s o processo de miniemulsificagdo,
uma vez que o mondmero hidrofilico pode estar presente na fase aquosa
e 0 mondmero hidrofébico na fase organica.

Este método ocorre em duas etapas, na primeira, é formada uma
emulsdo grosseira com gotas compostas pelo mondmero hidrofébico, no
caso de poli(ureia-uretano) o diisocianato, e na segunda etapa, com a
adicdo da fase aquosa (contendo o mondémero hidrofilico, poliol) a fase
organica, iniciando a reacdo de polimerizacdo na interface da gota
hidrofdbica, com a reacdo entre os grupos funcionais diisocianato-poliol
(BOUCHEMAL et al., 2004).
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2.2.5 Encapsulacao de NPMs em NPs poliméricas via polimerizagéo
em miniemuls&o

A encapsulagdo de NPMs em emulsdo ja foi reportada
anteriormente por diversos autores, porém nesta técnica o controle da
morfologia e do tamanho de particula é dificultado, uma vez que o locus
de polimerizacdo se encontra na superficie das NPMs. Além da restri¢do
da técnica, uma vez que esta s6 pode ser utilizada para polimeriza¢fes
radicalares.

Na encapsulagdo em miniemulsdo, as NPMs podem ser
dispersas diretamente nas gotas de mondmero, que se transformam em
particulas poliméricas (contendo material encapsulado) apds a
polimerizacdo (Figura 10). Desta forma, as NPMs encontram-se no
locus de polimerizagdo e permanecem no mesmo até a formacdo do
composto polimero-material inorgénico final (ASUA, 2002).

Figura 10 - Sintese de NPMs encapsuladas em polimero via polimerizagcdo em
miniemulséo.

NPMs dispersas
no mondémero

Solugdo aquosa com Gotas de Particulas de
surfactante mondmero com polimero com
NPMs dispersas NPMs encapsuladas

Fonte: Adaptado de Lowe (2010).

Condigdes como uma boa dispersdo das NPMs no monémero,
boa estabilidade da solucdo aquosa contendo gotas de monbémero-
NPMs, eficiente sonicagéo, uso de coestabilizador e tipos de iniciadores
(em reac0es via radicais livres) devem ser investigadas a fim de obter
altas eficiéncias de encapsulagdo (ASUA, 2002).

Devido & hidrofilicidade de NPMs de Fe;O, sua superficie
precisa ser hidrofobizada para a encapsulagdo em polimeros
hidrofobicos. Na maioria dos casos, acido oleico (AO) é utilizado na
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hidrofobizagdo, uma vez que ha a forte ligagdo quimica entre o &cido
carboxilico, proveniente do &cido oleico, e as nanoparticulas de 6xido de
ferro (ZHANG et al., 2006).

Feuser e colaboradores (2015) hidrofobizaram NPMs de Fe304
com AO apds a sintese por co-precipitacdo e conduziram a encapsulacao
das NPMs-AO em nanoparticulas de poli(metacrilato de metila),
PMMA, via polimerizagcdo em miniemulsdo, obtendo 20% de NPMs de
Fe;O4 encapsuladas em PMMA ap6s a polimerizacdo. Analise de
difracdo de raio-X, DRX, das NPMs-AO e NPMs-AO encapsuladas em
PMMA apresentaram seis picos caracteristicos em 20: 220, 311, 400,
422, 511 e 440. Estes resultados indicaram que a encapsulacdo do
material magnético na matriz polimérica ndo afetou na cristalinidade da
magnetita. Landfester e Ramirez (2003) encapsularam NPMs de
Fe;O, em particulas de poliestireno por uma rota incluindo dois
processos de miniemulsdo. Na primeira etapa, NPMs revestidas com AO
em octano foram preparadas. Em seguida, a dispersdo de magnetita em
octano foi miniemulsificada em agua usando dodecil sulfato de sddio
(SDS), como surfactante. Apés a evaporagdo do octano, agregados de
Fe;O, recobertos com AO/SDS foram misturados a uma miniemulséo
contendo monémero. Um processo de miniemulsificagdo foi realizado a
fim de obter a completa encapsulacéo e andlises de termogravimetria e
magnetometria indicaram que 40% do material magnético foi
encapsulado nas particulas de polimero e que 60% da magnetizacdo (em
relacdo & magnetita pura) foi mantida.

Assim como nos casos descritos acima, a maioria das reacdes
envolvendo a encapsulacdo de materiais magnéticos sdo realizadas por
polimerizacdo radicalar, sendo a encapsula¢do via polimerizacdo em
etapas uma area a ser explorada.

2.3 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS EM NPs POLIMERICAS
MAGNETICAS

Devido a suas elevadas propriedades cataliticas, especificidade
e condicdes reacionais brandas de operagéo, enzimas sdo catalisadores
desejaveis em diversos tipos de processos (KRAJEWSKA, 2009). A
imobilizacdo de enzimas em suporte magnético é uma alternativa viavel
frente a praticidade de separagdo do meio reacional e reuso,
possibilidade de utilizagdo do biocatalisador em processo continuo,
maior estabilidade a pH e temperatura e a reducao de custos no processo
industrial (FORESTI et al., 2010). Desta forma, os itens inclusos na
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secdo 2.3 visam abordar a importancia da imobilizacdo de enzimas e sua
relacdo com suportes magnéticos.

2.3.1 Enzimas

A busca por processos verdes e ambientalmente favoraveis tém
dado destaque a biocatalise sustentavel, em lugar a reacfes mediadas
com catalisadores quimicos toxicos. A utilizagdo de enzimas em
processos biotecnoldgicos permite a utilizacdo de condices de reacédo
suaves no que diz respeito a temperatura, pressdo e pH, além de serem
completamente biodegradadas. Outro fator determinante é a alta quimio,
regio- e enantio-especificidade oferecida por estes materiais (QIAO et
al., 2015).

As enzimas possuem uma regido ativa em sua estrutura, que
permite a catdlise enzimética. O substrato liga-se ao sitio ativo da
enzima e a especificidade da mesma depende da natureza das ligagGes
envolvidas e do arranjo definido de a&tomos no sitio. Sua seletividade as
tornam muito atrativas para o uso industrial, uma vez que ndo ha
formacdo de subprodutos indesejaveis ao fim do processo, 0 que
representa em economia e maior produtividade para a inddstria,
eliminando a necessidade de um processo de separacdo e purificacdo do
produto final, além de reduzir os efluentes gerados.

Possuem aplicacdo a substratos ndo naturais e sdo estaveis em
solventes orgénicos, possibilitando a realizagdo de reagBes com
substratos insollveis em agua (KRAJEWSKA, 2004; REBELO, 2009).
Devido sua quimiosseletividade, atuam em Unico grupo funcional,
preservando outras funcionalizagdes da molécula. Sua estrutura
tridimensional consegue distinguir grupos funcionais iguais em
diferentes regides da mesma molécula-substrato, caracteristica oriunda
da sua regiosseletividade. A enantiosseletividade as classifica como um
catalisador quiral, produzindo compostos opticamente ativos
(KRAJEWSKA, 2004).

Dentre a gama de aplicacdes das enzimas, destacam-se as areas
quimica, bioquimica, biomédica, farmacéutica e areas industriais.
Aplicacbes analiticas também tém sido beneficiadas das reagBes
enzimaticas em meio organico, a fim de resolver problemas em diversas
areas, como clinica, por exemplo (DIJKSTRA et al., 2007; IDRIS e
BUKHARI, 2012).

Apesar de todas as suas vantagens, as enzimas também
possuem alguns inconvenientes, uma vez que exigem parametros
especificos de uso. Operar em condi¢Ges brandas de reacdo pode se
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tornar um empecilho em determinados processos industriais. A
utilizagdo de solventes orgénicos pode causar alteracdes
conformacionais na estrutura da enzima, podendo acarretar em perda de
atividade. As enzimas podem também sofrer varios tipos de inibigéo,
tanto pelo substrato, quanto pelo produto, o que pode ser controlado
operacionalmente.

Estudos estdo sendo realizados a fim de amenizar estas
desvantagens provenientes dos catalisadores para sua utilizacdo em
reacdes biocatalisadas. Dentre as modificacfes, insere-se 0 uso de
solventes organicos, adicdo de inibidores e técnicas de imobilizacdo
(DIUKSTRA et al., 2007; TRAN et al., 2012).

Dentre os diversos grupos de enzimas destacam-se as lipases,
devido inimeras reacOes catalisadas em sistemas organicos com baixo
teor de agua, alta estabilidade nestes ambientes e possibilidade de uso
em condicGes brandas.

2.3.2 Lipases

Lipases sdo enzimas que catalisam a quebra de gorduras e dleos
liberando acidos graxos, diacilglicerois, monoacilgliceréis e glicerol.
Séo eficientes em reacdes de esterificacdo, transesterificacdo e amindlise
em solventes orgénicos, sendo as enzimas mais utilizadas tanto em
processos industriais, quanto em estudos académicos (FORESTI et al.,
2010; IDRIS e BUKHARI, 2012).

Quando obtidas via microrganismos, inserem-se em um grupo
valioso de enzimas para aplicacfes em biotecnologia, devido sua
versatilidade (uma vez que atuam em meios aquosos e Nao aquosos),
especificidade do substrato e facilidade de producdo em grandes
quantidades (KOBAYASHI et al., 2001).

Podem ser produzidas por fermentacdo usando varias espécies
de microrganismos, tais como os fungos Aspergillus mucor, Rhizopus
penicillium, Geotrichum sp., por leveduras de Tulopis sp. e Candida sp.
e bactérias como Pseudomonas sp., Achromobacter sp. e
Staphylococcus sp. Também podem ser encontradas em tecidos de
animais e plantas, apesar da abundéncia via fonte natural, lipases obtidas
de microrganismos sdo a escolha das industrias devido ao alto custo de
seu isolamento em animais e plantas (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

Dentre as lipases, as produzidas por Candida sp. destacam-se
das demais, ja que sdo enzimas estabelecidas para fins de biocatalise,
especialmente lipase de Candida antarctica do tipo B (CALB)
(DOMINGUEZ DE MARIA et al., 2005).
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2.3.3 Lipase de Candida antarctica do tipo B (CALB)

A lipase CALB tem sido alvo de estudo para aplicagbes em
diferentes tipos de indUstrias, entre elas alimenticia, farmacéutica, téxtil,
cosmeéticos, papel e oleoquimica. Estas possiveis aplicacdes devem-se as
caracteristicas particulares que incluem alta especificidade, alta
atividade catalitica para reagGes brandas, resisténcia a solventes
organicos, estabilidade térmica e a amplas faixas de pH e alta estéreo
especificidade (DENG et al., 2011; IDRIS e BUKHARI, 2012).

A CALB ¢é composta por 317 residuos de aminoacidos
arranjados sequencialmente e possui peso molecular de 33 kDa
(kilodalton) e pl (ponto isoelétrico) de 6,0. Os amino&cidos (AA) valina,
leucina, isoleucina, glicina e alanina contribuem em 40,1% na sequéncia
da proteina, serina e treonina contribuem com 18,3% dos AA totais. Os
demais AA correspondem a 15,8% de &cido aspartico, acido glutamico,
asparagina e glutamina, 9,46% de prolina, 7,6% de triptofano, tirosina e
fenilalanina, 5,6% de arginina, lisina e histidina, e os 3,15% associados
a cisteina e metionina (UPPENBERG et al., 1994).

O sitio ativo, onde ocorrera a ligagdo com o substrato é dividido
em duas cavidades, em uma ocorrem as ligacGes acila e na outra porgao
do sitio ocorrem as ligacbes com &lcoois. Diferentemente das outras
lipases, a CALB néo apresenta impedimento na entrada do sitio ativo,
ndo prejudicando desta forma entrada e saida de subprodutos
(UPPENBERG et al., 1994).

Uma das lipases mais reportadas na literatura para aplicacdo em
sintese de ésteres é a lipase comercial Novozym 435, nome dado a
preparacdo de CALB imobilizada. O suporte da Novozym 435 consiste
basicamente em resina (Lewatit OC 1600) macroporosa, com carga de
8,5 a 20% (m/m) de enzima no suporte. Apresenta tamanho de particula
entre 0,3-0,9 mm, densidade de aproximadamente 430 kg/m® e contetido
de agua entre 1-2%. E uma lipase termoestavel com uma atividade 6tima
na faixa de temperatura entre 40-80 °C (IDRIS e BUKHARI, 2012).

O uso de lipases como catalisadores oferece diversas vantagens
ao sistema, como maior eficiéncia reacional, redugdo de misturas
racémicas e menor consumo de energia. Porém, a lipase em sua forma
livre esta sujeita a inativacdo, podendo sofrer desnaturacdo, perdendo
desta forma sua estrutura conformacional. Além da dificuldade de
recuperacao e reuso. Para tornar seu uso mais atraente, a imobilizacéo é
um método que supre as dificuldades de uso das enzimas em sua forma
livre e as tornam mais vidveis e rentaveis para o uso comercial.
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2.3.4 Imobilizacao de lipases

A imobilizacdo de enzimas visa obter um catalisador com
atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o processo de
imobilizacdo em comparacdo a sua forma livre. Em casos ideais, a
enzima imobilizada devera apresentar uma atividade catalitica superior
sem que ocorram alteragdes estruturais e mudangas conformacionais no
sitio ativo (GANDHI, 1997).

A fim de desenvolver métodos para a melhoria das propriedades
cataliticas como atividade, estabilidade (pH ou faixas de temperatura) e
sua capacidade de reciclagem, as modificacfes podem ser realizadas por
métodos quimicos e fisicos (ROMASKEVIC et al., 2006).

Os materiais escolhidos como suporte que irdo ditar as
caracteristicas finais para cada aplicacdo especifica, sendo que variando
0 material, diferentes caracteristicas de resisténcia mecanica,
estabilidade quimica e fisica, carater hidrofilico/hidrofdbico, carga de
enzima e custos operacionais serdo obtidos.

Os métodos compreendem: imobilizacdo ndo covalente, como
adsorcdo ndo covalente e deposicdo, ligacdo covalente Unica, varias
ligagdes covalentes, aprisionamento em gel polimérico, membrana ou
capsula, reticulagdo da enzima e cristais de enzima. Os principais
métodos de imobilizagdo de enzimas serdo apresentados nos itens a
seguir e sdo mostrados na Figura 11.

Figura 11 - Métodos de imobilizagdo de enzima em suporte.
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Fonte: Adaptado de Igbal et al. (2013).
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2.3.4.1 Imobilizacdo de enzimas por adsorgdo

Um dos métodos mais simples e utilizados propostos para a
imobilizacdo de enzimas € pelo processo de adsor¢do. O mecanismo é
baseado em ligagdes fracas como ligacbes de Van der Waals, ligagdes
de hidrogénio e interagdes eletrostaticas e/ou hidrofébicas (IQBAL et
al., 2013).

Apesar do método ndo apresentar reducdo na atividade da
enzima, alguns inconvenientes podem ser observados, como a fraca
ligacdo da enzima/suporte e a dessorc¢do da enzima frente a mudancas na
temperatura, pH e forca idnica, que pode acarretar em contaminagdo do
substrato residual e/ou produto formado. (KUMAKURA e KAETSU,
2003; SASSOLAS et al., 2012; ZHANG et al., 2012).

No procedimento de imobilizacdo, a enzima dissolvida em
solucdo é colocada em contato com o suporte sélido (organico ou
inorganico) por um tempo fixo. Apdés a imobilizacdo, a enzima se
encontra adsorvida fisicamente na superficie do suporte e a enzima nao
adsorvida é retirada através da lavagem com solugdo tampéao. Como a
interacdo entre o suporte e a enzima sdo reversiveis, ha a possibilidade
de alta retencéo de atividade do catalisador.

Conforme é aumentada a concentragdo do catalisador, aumenta
a sua quantidade adsorvida na superficie, até atingir um patamar de
saturacdo. O pH em que a adsorcdo é realizada é fator crucial na
eficiéncia da imobilizacdo e geralmente é conduzido préximo ao ponto
isoelétrico da enzima. A adicdo de solventes misciveis em &gua favorece
a adsorcdo, reduzindo a solubilidade da enzima na fase aquosa
(VILLENEUVE et al., 2000).

Na imobilizacdo de CALB por adsor¢do, o valor de pH é
critério essencial, uma vez que o pH 6timo encontra-se na faixa de 6 a 8
na conformacéo da enzima livre (MILETIC et al., 2010; RODRIGUES
et al., 2013). Diversos trabalhos reportados na literatura, utilizando a
técnica de imobilizacdo por adsorcdo demonstraram o aumento da
atividade enzimatica, estabilidade operacional, térmica e conformacional
da enzima ap6s o processo de imobilizagdo (FORESTI et al., 2010;
MILETIC et al., 2010).

2.3.4.2 Imobilizacdo de enzimas por ligacdo covalente
No método de imobilizacdo via ligacdo covalente, ocorre a

ligacdo quimica entre os grupos funcionais da enzima e do suporte.
Geralmente os grupos funcionais das enzimas envolvidos nas ligagdes
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covalentes sdo residuos de aminoacidos de lisina ou arginina, grupos
carboxilicos provenientes do &cido aspartico e acido glutdmico, grupos
hidroxila da serina e treonina e grupo sulfidrilo da cisteina (IDRIS e
BUKHARI, 2012).

No processo de imobilizacéo, a baixa atividade ou inativacao da
enzima pode ser devido a menor mobilidade de cadeia, diminuindo a
liberdade de movimento da enzima e a maior rigidez das moléculas de
proteina (IDRIS e BUKHARI, 2012; IQBAL et al., 2013).

A vantagem da imobilizagdo encontra-se na dificuldade da
liberacdo da lipase a partir do suporte quando comparada com outros
métodos descritos na literatura (ELNASHAR, 2010). Apesar da maior
retencdo enzima-suporte, as ligagBes formadas podem perturbar a
estrutura da enzima em sua forma livre, fornecendo ao mesmo tempo
uma forte retencio desta no material de suporte (DURAN et al., 2002).

Muitos suportes organicos ou minerais podem ser utilizados,
porém muitas vezes antes da realizacdo da ligacdo covalente, este
suporte precisa ser modificado. Esta modificagdo consiste na ativacao
pela incorporacdo de um grupo quimico que possa reagir com 0S grupos
laterais da proteina (VILLENEUVE et al., 2000).

Kuo e colaboradores (2012) imobilizaram a lipase de Candida
rugosa covalentemente em NPMs de Fe;O, revestidas com quitosana
utilizando 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida, (EDC), e N-
hidroxissuccinimida, (NHS), como agentes de acoplamento. A lipase
imobilizada mostrou melhor estabilidade térmica, ao pH e ao
armazenamento quando comparada com a enzima livre.

2.3.4.3 Reticulagédo

A imobilizacdo de enzimas por reticulagio € um método
simples obtido por reacdo intermolecular, uma vez que a ligagcdo ocorre
entre a enzima e o agente de reticulagcdo, um dos mais utilizados é o
glutaraldeido.

Pode ocorrer pela ligacdo da enzima com outra proteina,
produzindo aglomerados de biomoléculas. Neste caso, a imobilizagao da
enzima via ligacdo covalente cruzada dispensa o uso de um material
suporte, a formacéo de ligacGes covalentes ocorre entre as moléculas da
proteina, pela utilizacdo de substancias multifuncionais (FERNANDES
et al.,, 2010). Em casos de utilizagdo de suporte, este deve apresentar
grupos funcionais, desta forma incorporando a enzima em polimeros,
por exemplo.
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Devido a sua simplicidade, ¢ um método muito atrativo, porém
a toxicidade dos reagentes e a alta perda de atividade enzimatica séo
fatores limitantes para a aplicacdo das enzimas imobilizadas por essa
via. Métodos como a encapsulacdo e a adsor¢ao sdo mais leves, uma vez
gue ndo envolvem o uso de reagentes toxicos e garantem maior protecao
da enzima (IQBAL et al., 2013).

2.3.4.4 Encapsulacéo

Outra estratégia de imobilizacdo de uma lipase é a sua inclusao
em particulas poliméricas ou em microcapsulas. Durante o preparo da
reacdo, a lipase € inserida na fase monomérica e apos a polimerizacdo
fica retida no interior do material polimérico, sendo que altas cargas de
enzima podem ser inseridas no suporte sem que haja interacdo entre a
enzima e o polimero.

Além de ser considerado um método barato, diminui a
dessorcdo da enzima do suporte, uma vez que esta esta protegida pelo
involucro polimérico, e a auséncia de ligagcGes covalentes entre os
residuos de aminoacidos da enzima e o polimero aumenta a estabilidade
do catalisador (IQBAL et al., 2013).

As matrizes mais utilizadas para a imobilizacdo compreendem
polimeros sol-gel, géis de poliacrilamida, materiais de natureza
inorganica, pré-polimeros de uretano e resinas fotorreticulaveis, neste
Gltimo caso, a imobilizagdo ocorre com a insergdo de um
fotossensibilizador no pré-polimero e a iniciagdo da reacdo é feita por
radiacdo UV (HERTZBERG et al., 1992).

A desvantagem da técnica estd relacionada com o0 acesso
limitado de substratos macromoleculares ao sitio ativo da enzima, pois
estes ndo conseguem ultrapassar a membrana polimérica formada
(IQBAL et al., 2013).

2.3.4.5 Aprisionamento

As enzimas podem ser imobilizadas em  matrizes
tridimensionais, podendo ser incorporadas em géis ou polimeros. Nao ha
existéncia de ligacdo quimica entre 0 monémero e a enzima e diversos
tipos de enzima podem ser imobilizadas com o mesmo polimero
(MISSON et al., 2015).

A enzima pode manter a estrutura conformacional da sua forma
livre, inclusive tamanho de poro, de modo que os sitios ativos da enzima
podem facilitar as reacdes interfaciais com as moléculas de substrato.
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Quando o tamanho do poro do suporte € menor do que o poro da
enzima, ha uma maior dificuldade da enzima entrar no poro, resultando
em baixa carga de enzima imobilizada, j4 quando o poro do suporte €
maior do que da enzima a atividade pode ser reduzida devido a
dessor¢do do suporte ou reducdo de estabilidade da enzima (SANG e
COPPENS, 2011).

As dificuldades incluem barreiras difusionais, uma vez que 0s
substratos podem ter acesso limitado ao sitio ativo da enzima em funcéo
do aprisionamento na rede polimérica.

Fibras nanoestruturadas s&o materiais promissores no
aprisionamento de enzimas em funcdo de sua elevada area, capacidade
de carga e eficiéncia, resisténcia a transferéncia de massa e possibilidade
de reuso (MISSON et al., 2015).

2.3.5 Suportes para imobilizacdo de enzimas

As caracteristicas do suporte escolhido vao ditar as condi¢Bes
finais do processo de imobilizacdo. Desta forma, o estudo de diferentes
tipos de suportes para imobilizacdo de biocatalisadores, juntamente com
0 desenvolvimento de diferentes métodos de imobilizagcdo, com
vantagens e viabilidade operacional sdo alvo de intensas pesquisas nos
altimos anos (CARVALHO et al., 2006).

Neste item serdo apresentadas as vantagens no uso de
nanoparticulas magnéticas e nanoparticulas poliméricas como suporte
para imobilizacdo de enzimas, abordando suas formas de sintese e
caracteristicas individuais. Além disto, a utilizacdo de nanoparticulas
magnéticas encapsuladas em matriz polimérica para a imobilizacdo de
enzimas possui como vantagem preservar as nanoparticulas magnéticas
em uma faixa de tamanho na qual apresentem comportamento
superparamagnético, constituidas de um Gnico dominio magnético.

2.3.5.1 Imobilizacdo de enzimas em nanoparticulas magnéticas

A eficiéncia da imobilizacdo pode ser melhorada utilizando
materiais nanoestruturados, uma vez que o tamanho submicrométrico
destas nanoparticulas oferece uma maior area de superficie,
consequentemente, uma maior concentracdo de enzima imobilizada por
unidade de massa de particulas (LI et al., 2004).

Neste contexto, a utilizacdo de nanoparticulas magnéticas como
suporte em imobilizacdo de enzimas apresenta diversas vantagens, além
do tamanho submicrométrico, sua superficie pode facilmente ser
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modificada para anexar diferentes grupos funcionais ou agentes
bioldgicos. Além disto, a possibilidade de recuperacdo e reuso do
biocatalisador torna-se bastante viavel, uma vez que com a aplicacdo de
um campo magnético a separacdo catalisador-produto é facilitada. As
nanoparticulas obtidas sdo estaveis, resistentes a altas temperaturas e de
facil obtencéo (XIE e MA, 2009; WEI et al., 2012).

Grupos funcionais como amina, carboxilato, tiolato ou fosfato
podem ser adicionados a superficie das NPMs para aumentar a
estabilidade da enzima frente a imobilizacdo. Jordan e colaboradores
(2011) imobilizaram celulase em NPMs de Fe3O, obtidas por co-
precipitacdo e funcionalizadas com carbodiimida (EDC), as NPMs com
enzima imobilizada foram recuperadas pela aplicagdo de campo
magnético externo. A celulase imobilizada mostrou-se mais eficiente do
gue em sua forma livre frente a diferentes temperaturas e o estudo do
reuso mostrou a capacidade de seis ciclos de uso ap6s a imobilizacao.

2.3.5.2 Imobilizacédo de enzimas em nanoparticulas poliméricas

A maior parte dos estudos com imobilizacdo de enzimas em
particulas poliméricas mostram que as proteinas tém um tempo de
imobilizagdo muito rapido em tais materiais devido & facilidade de
obtencdo de particulas na faixa de 30 a 500 nm, apresentando elevada
area superficial para a imobilizacdo. Além do fato de particulas
poliméricas apresentarem facilidade de reprodugdo em grande escala e
apresentarem uma variedade de grupos reativos (MISSON et al., 2015).

Muitas vezes a ligacdo covalente é empregada para estabilizar a
enzima nas particulas de polimero. A imobilizagdo de enzimas em
polimeros por adsor¢do envolve o transporte da proteina a partir da
solucdo em massa para a regido interfacial, ligacdo da proteina sobre o
suporte e relaxamento da proteina sobre o suporte. Dados da literatura
mostram que ocorre rapidamente um aumento da quantidade de enzima
adsorvida em funcdo do tempo até atingir um patamar de equilibrio
(WU et al., 2005).

Fritzen-Garcia e colaboradores (2013) realizaram um estudo da
adsorcdo de peroxidase em nanoparticulas de poliuretano
funcionalizadas com polietilenoglicol 400 (PEG 400), utilizando
peroxidase de raiz forte (HRP), avaliando a influéncia da imobilizacéo
na atividade catalitica. Diferentes concentragdes de HRP (0,5-2 mg.mL"
) foram adicionadas a um tampdo fosfato (pH 6,5) contendo
nanoparticulas de PU-PEG e agitadas. Apds 50 dias de armazenamento
a enzima imobilizada reteve 50% de sua atividade e a concentragdo de
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HRP adsorvida aumentou até atingir um patamar de saturacdo, a partir
do qual permaneceu constante.

Miletic e colaboradores (2010) estudaram a imobilizacdo da
lipase B de Candida antarctica em poliestireno sintetizado por
nanoprecipitacdo, avaliando a influéncia do pH da solugdo tampéo usada
para imobilizacdo e a atividade hidrolitica da enzima imobilizada. A
maior atividade foi encontrada quando a adsor¢éo foi realizada perto do
ponto isoelétrico da lipase (pl 6,0). A atividade da enzima foi melhorada
guando imobilizada, comparando com resultados da lipase comercial de
Candida antarctica, Novozym 435.

Cipolatti e colaboradores (2014) imobilizaram a lipase B de
Candida antarctica em nanoparticulas de poli(ureia-uretano) com PEG
400, (PUU-PEG) pela reacdo de polimerizagdo em miniemulsdo em
etapas. A enzima imobilizada reteve 67% de atividade apds 4 horas de
incubacdo a 40 °C e os didmetros das particulas de PUU-PEG
aumentaram com a incorporagdo de enzima no processo.

2.3.6 Aplicacéo de lipases imobilizadas em sintese de ésteres

Os processos industriais com base em métodos biocataliticos
sdo discutidos em termos de suas vantagens sobre a sintese quimica
classica e a extracdo de fontes naturais, ja que aromas e fragrancias séo
altamente importantes para indistrias de alimentos, cosméticos,
guimica e farmacéutica (PAROUL et al., 2011; CHIARADIA et al.,
2012).

A aplicacéo de lipases como catalisadores em reacdes de sintese
organica apresentam diversas vantagens, entre elas a estereo e
regiospecificidade e tolerancia a solventes organicos associadas as
lipases (DOMINGUEZ DE MARIA et al., 2005). Como as enzimas s&o
fatores limitantes no processo devido ao seu elevado custo, a utilizacdo
de enzimas imobilizadas em NPMs torna-se um processo atraente, uma
vez que ap6s um ciclo reacional podem ser recuperadas com um campo
magnético para posterior reuso.

Reacdes de sintese de ésteres com a utilizagdo de alcoois
primarios como subtratos catalisados por lipases sdo encontradas na
literatura (BERNARDES et al., 2007; PAROUL et al., 2010, 2011,
2012; CHIARADIA et al., 2012).

Paroul e colaboradores (2010) sintetizaram o éster de geranil
propionato utilizando como catalisador a lipase comercial imobilizada
de CALB, Novozym 435. Geranil propionato é um importante composto
de aroma, com ampla aplicagdo nas areas farmacéuticas, cosmética e
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indUstrias de alimentos. O alcool primario geraniol (substrato da reacao)
pode ser encontrado em diversos 6leos essenciais, como de rosas,
citronela, geranio e limdo. O mesmo grupo de pesquisa realizou a
sintese do éster geranil oleato (PAROUL et al., 2011), com propriedades
semelhantes ao relatado anteriormente. Para os dois sistemas,
conversbes elevadas (acima de 95%) foram obtidas nas condicGes
reacionais otimizadas.

2.4 CONSIDERAGOES FINAIS

O estado da arte revelou o potencial em explorar a encapsulacéo
de magnetita em polimero via polimerizacdo interfacial em etapas em
miniemulsdo, uma vez que ndo ha relatos da encapsulacdo do material
em polimeros desta origem, apenas em polimerizacGes radicalares.

Neste contexto, o presente trabalho visa a sintese de
nanoparticulas magnéticas de poli(ureia-uretano) via polimerizacdo
interfacial em miniemulsdo utilizando diisocianato de isoforona (IPDI) e
1,6-hexanodiol como monémeros. Em etapa posterior, as NPMs de PUU
sintetizadas foram utilizadas como suporte na imobilizacdo da lipase B
de Candida antarctica (CALB) por dois métodos de imobilizacdo
diferentes, sendo uma técnica promissora uma vez que a imobilizagéo de
enzimas em suportes magnéticos confere uma série de vantagens ao
derivado obtido. Da mesma forma, ndo existem relatos na literatura
acerca de processos de imobilizagdo de CALB em particulas poliméricas
com material magnético encapsulado obtidas por polimerizacdo em
miniemuls&o.
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3. SINTESE DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS DE
POLI(UREIA-URETANO) VIA POLIMERIZACAO
INTERFACIAL EM MINIEMULSAO

3.1 INTRODUCAO

Nanoparticulas magnéticas (NPMs) possuem propriedades
eletromagnéticas e comportamento superparamagnético sob um
didmetro critico (até 20 nm) (LANDFESTER e RAMIREZ, 2003).
NPMs de magnetita (Fes04) sdo biocompativeis e podem ser utilizadas
em aplicacBes biomédicas, como ressonancia magnética por imagem
(MRI), agentes de contraste (WEISSLEDER et al., 1995; CHOULY et
al., 1996) e hipertermia (CHAN et al., 1993).

A encapsulacdo de NPMs em uma matriz polimérica aumenta
as possibilidades de aplicagcbes das mesmas, em funcdo de vantagens
como a protegdo das NPMs pelo invdlucro polimérico, o aumento da
estabilidade, prevenindo a agregacdo e preservando o material na faixa
de comportamento superparamagnético (com um Unico dominio
magnético), e a casca polimérica pode ser funcionalizada ou carregada
com um farmaco de interesse (LANDFESTER e WEISS, 2010). Entre
as aplicacbes de NPMs encapsuladas em involucro polimérico, as mais
conhecidas sdo: aplicacdo biomédica, incluindo terapia celular,
aplicacdo em diagndsticos (MEDEIROS et al., 2011; AKBARZADEH
et al., 2012), agentes de contraste em MRI (ILLES et al., 2014),
hipertermia (SHETE et al., 2015), liberacdo controlada de farmacos
(TAN et al., 2005) e na imobilizacdo de enzimas (REN et al., 2011,
SOHRABI et al., 2014; WANG et al., 2014; ATACAN e OZACAR,
2015) com aplicagdo em biocatdlise (MAHMOOD et al., 2013),
incluindo a producdo de biodiesel (XIE e MA, 2009; TRAN et al., 2012)
e sintese enzimatica de aromas (KHOOBI et al., 2015).

Diversas técnicas podem ser empregadas para a encapsulagéo in
situ de NPMs durante a sintese polimérica, incluindo polimerizagdo em
emulsdo (YANASE et al., 1993), polimerizacdo em emulsdo inversa
(CHEN et al., 2008), polimeriza¢do em miniemulsdo inversa (XU et al.,
2004; ROMIO et al., 2013) e polimerizagdo em miniemulsdo direta
(LANDFESTER e RAMIREZ, 2003; LU e FORCADA, 2006;
STAUDT et al, 2013). Contudo, na maior parte das técnicas
empregadas, a casca polimérica é composta basicamente por polimeros
obtidos por polimerizagdo em cadeia, via radicais livres, como
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poliestireno e copolimeros, poli(metacrilato de metila), poliacrilamida e
outros. No entanto, existem diversos outros polimeros com propriedades
interessantes obtidos via polimerizacdo em etapas, como poliuretano
(PU) e poli(ureia-uretano) (PUU), que podem ser usados para a
encapsulacdo de NPMs.

Particulas de PUU podem ser obtidas por diferentes métodos de
polimerizacdo, como polimerizacdo interfacial em emulsdo inversa
(SALAUN et al., 2011), processo de difusio-emulsio (SOUGUIR et al.,
2013), polimerizacdo interfacial em miniemulsio (VALERIO et al.,
2015), polimerizacdo interfacial em miniemulséo inversa (CRESPY et
al., 2007; ROSENBAUER et al, 2009) e polimerizacdo em
miniemulsdo (TIARKS et al., 2001; GAUDIN e SINTES-ZYDOWICZ,
2011; CIPOLATTI et al., 2014; VALERIO et al., 2014). Apesar de sua
flexibilidade e interessantes aplicagBes, a encapsulacdo de NPMs de
FesO, em poliuretano e poli(ureia-uretano) ndo foi reportada
anteriormente na literatura.

Neste trabalho, NPMs superparamagnéticas foram encapsuladas
em PUU por polimerizacdo interfacial em miniemulsdo. As NPMs
foram sintetizadas pelo método de co-precipitacdo e funcionalizadas
com 4acido oleico (AO) para permitir a dispersdo das NPMs na fase
organica antes da miniemulsificacdo. A polimerizacdo em miniemulséo
de PUU foi conduzida utilizando diisocianato de isoforona (IPDI) na
fase dispersa e 1,6-hexanodiol na fase continua. Nanoparticulas
magnéticas de PUU foram analisadas por Espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), termogravimetria
(TGA), magnetometria (MAV) e por microscopia eletrbnica de
transmissdo (MET).

3.2 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo serdo descritos 0s reagentes e procedimentos
experimentais utilizados, bem como as técnicas empregadas na
caracterizacdo dos materiais obtidos nas reagBes de sintese de
nanoparticulas de magnetita, nanoparticulas de poli(ureia-uretano) e nas
reacdes de encapsulacdo de magnetita em poli(ureia-uretano).

3.2.1 Materiais

A sintese de nanoparticulas de magnetita (FesO,4) foi realizada
utilizando como reagentes: agua destilada (H,O), cloreto férrico
(FeCl3.6H,0, P.A 97%), sulfato ferroso (FeSO,;.7H,O, P.A 99%),
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hidréxido de aménio (NH,OH, P.A 99%), acido oleico (P.A 99%) e
etanol (P.A 99%), adquiridos da Vetec. As nanoparticulas de poli(ureia-
uretano) foram preparadas utilizando diisocianato de isoforona (IPDI,
98%) e 1,6-hexanodiol (97%) como mondmeros, ambos adquiridos da
Sigma-Aldrich. Crodamol GTCC (Alfa Aesar) foi utilizado como agente
hidrofébico em algumas reag6es. Dodecil sulfato de sodio (SDS, Vetec)
foi utilizado como surfactante e ciclohexano (Sigma-Aldrich, P.A 99%)
como solvente para solubilizar o mondémero IPDI. Todos os reagentes
foram utilizados como recebidos.

3.2.2 Métodos
3.2.2.1 Sintese das nanoparticulas de magnetita

As nanoparticulas de Fe;O, foram obtidas pelo método de co-
precipitacdo em meio aquoso, reportado anteriormente por Feuser e
colaboradores (2015). FeCl3.6H,O (5 g) e FeSO,4.7H,0O (6 g) foram
dissolvidos em 140 mL de agua destilada usando um agitador mecanico
(Fisaton 713) com impelidor tipo hélice a uma rotacdo de 800 rpm. Em
seguida, hidréxido de aménio (11 mL) foi adicionado rapidamente
formando uma mistura escura que permaneceu sob agitagdo mecénica
durante 40 minutos.

3.2.2.2 Modificagéo da superficie das nanoparticulas de Fe;0O,

Apos a sintese das nanoparticulas magnéticas (NPMs) descritas
na se¢do anterior, 4cido oleico (AO) foi adicionado para evitar a
agregacdo entre as particulas e hidrofobizar a superficie para posterior
encapsulacdo das NPMs em polimero hidrofébico. AO (20 mL) foi
adicionado ao precipitado escuro obtido e mantido sob agitacdo
mecénica (Fisaton 713) durante 30 minutos. As nanoparticulas
modificadas com 4&cido oleico (NPMs-AO) foram separadas pela
aplicacdo de um campo magnético externo, lavadas com etanol e
centrifugadas (centrifuga Centribio 80-2B) a 4000 rpm por 20 minutos
para a remocdo do &cido oleico em excesso. A Figura 12 ilustra o
método utilizado para o preparo e modificacdo da superficie das NPMs.



64

Figura 12 - Representacdo esquematica da sintese das NPMs revestidas com
acido oleico.

FeCl, 61,0 +TeSO, 71,0+

NH,OH + H,0 Adigao de AO
[ » [ >

Agitagio mecénica Agita¢io mecanica | .
800 rpm — 800 rpm — =

Fonte: Autor (2015).

3.2.2.3 Encapsulagdo das NPMs em nanoparticulas de poli(ureia-
uretano) via polimerizagdo em miniemulséo

O procedimento utilizado para o preparo das nanoparticulas de
poli(ureia-uretano), (PUU), com a incorporacdo de NPMs foi baseado na
polimerizacdo em etapas via miniemulsdo descrita anteriormente por
Valério e colaboradores (2014) para a sintese de nanoparticulas de PUU
puras. As reacdes foram conduzidas utilizando IPDI como diisocianato e
1,6-hexanodiol como poliol. As concentragdes de IPDI e poliol foram
avaliadas em duas razdes molares diferentes de NCO:OH (1,5:1 e 2,5:1)
e a utilizacdo de Crodamol como coestabilizador foi investigada em
algumas reacdes. As formulagdes utilizadas nas polimerizagbes em
miniemulsdo estdo representadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Formulagdes das reagdes de miniemulsdo. *

Reagentes e condi¢des MO M1 M2 M3 M4 M5
IPDI (g) 49 221 49 49 49 49
1,6-hexanodiol (g) 1,07 1,05 1,07 1,07 1,07 1,07
Ciclohexano (mL) 5 2 5 5 5 5

SDS (9) 06 02 06 06 06 06
Crodamol (g) - - - - 1,08 1,28
NPMs-AO (g) - 0,11* 0,24* 049" 049° 15"
(NCO:0H) 251 151 251 251 251 251

* Todas as miniemuls6es foram preparadas com 20 mL de agua;

2506 em massa, ° 10% em massa e 930% em massa em relacdo ao IPDI: NPMs-
AO adicionadas antes da sonificacéo;

® 10% em massa em relagdo ao IPDI com dois métodos diferentes: NPMs-AO
adicionadas durante a sonificacdo e adicionadas antes da sonifica¢do

A fase continua (aquosa) foi constituida do poliol 1,6-hexanodiol,
surfactante SDS e 4gua, enquanto que a fase dispersa (organica) foi
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constituida por IPDI, ciclohexano, Crodamol (quando avaliado seu
efeito) e NPMs-AO.

Dois métodos diferentes foram utilizados para a adicdo das NPMs
ao meio reacional. No primeiro, as NPMs-AO foram dispersas em
ciclohexano e gotejadas durante a sonicacdo, conforme ilustrado na
Figura 13. A segunda metodologia consistiu em adicionar as NPMs-AO
diretamente na fase organica, antes da sonicagdo (Figura 14).

Quando as NPMs-AO foram adicionadas durante a sonica¢do, a
fase orgénica foi adicionada a fase aquosa sob agitacdo magnética (IKA
Color Squid) por 20 minutos a temperatura ambiente. As nanogotas,
contendo IPDI e ciclohexano, foram formadas por uma elevada forca de
cisalhamento pela sonicacdo da emulsdo (previamente formada) durante
180 segundos com 70% de amplitude em regime de pulso (5 segundos
de sonicagdo/2 segundos de pausa), usando um dispersor ultrassdnico
(Fisher-Scientific-Ultrassonic Dismembrator 500, 400 W). As NPMs-
AO dispersas em ciclohexano foram adicionadas lentamente ao meio
reacional com um conta gotas durante o tempo de sonicagéo.

Figura 13 - Encapsulagéo das NPMs-AO (adicionadas durante a sonicagéo) via
polimerizacdo interfacial em miniemulséo.

NPMs-AO
I — e
]
Na;l:;golas - o -
Reacdio a 70°C .
. \r-,,_,i,_/ e \:., _" /
Agitacio magnética US 70% 3 min. NPs de PUU com Fe;0,

Fonte: Autor (2015).

Quando adicionadas antes da sonicacdo, as NPMs-AO foram
dispersas diretamente na fase organica, juntamente com o IPDI,
Crodamol (quando utilizado) e ciclohexano. Para facilitar a dispersdo
das NPMs-AQO na fase organica foi utilizado um banho de ultrassom
(Unique, Maxiclean Modelo 750) durante 15 minutos.

Apos a dispersdo em banho de ultrassom, a fase organica foi
adicionada a fase aquosa e mantida sob agitacdo mecanica (Dist Di-12)
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durante 20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as nanogotas
contendo IPDI, ciclohexano, Crodamol (quando utilizado) e NPMs-AO
foram formadas pela sonicacdo da emulsdo previamente formada
durante 180 segundos com 70% de amplitude em regime de pulso (5
segundos de sonicacdo/2 segundos de pausa) usando um dispersor
ultrassonico (Fisher-Scientific-Ultrassonic Dismembrator 500, 400 W).

Figura 14 - Encapsulagdo das NPMs-AO (adicionadas antes da sonicagdo) via
polimerizac&o interfacial em miniemulséo.
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Fonte: Autor (2015).

Concentracdes de 5, 10 e 30% em massa de NPMs-AO em
relacdo ao mondmero hidrofébico (IPDI) foram avaliadas. Para evitar a
polimerizacdo durante a sonicagdo, a miniemulsdo foi resfriada em
banho de gelo. As reacBes de polimerizagdo foram realizadas em
ampolas de 20 mL imersas em banho termostatico a temperatura
constante de 70 °C durante 3 horas.

3.2.3 Caracterizagao
3.2.3.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foi realizada utilizando um espectrdmetro IR Prestige-21 da
marca Shimadzu, alocado no Laboratério de Controle e Processos e
Polimerizacdo (LCP) da UFSC. A analise foi realizada com a finalidade
de verificar os produtos finais da reacdo, avaliando o consumo do grupo
isocianato (NCO) e a formacédo das ligagdes ureia-uretano, assim como
0 aparecimento da ligacdo Fe-O identificando a presenca de 6xido de
ferro (Fez0y).
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Apos a polimerizacdo, o latex obtido foi centrifugado a 8000
rpm (4293 g) por 10 minutos (Centrifuga Eppendorf AG 22331 70 W) e
0 sobrenadante foi removido a fim de analisar somente nanoparticulas
de PUU com material magnético encapsulado. Para as andlises, as
amostras foram compactadas com brometo de potassio (KBr) e
analisadas com resolucéo de 4 cm™, com 32 varreduras em um intervalo
de 4000-400 cm™.

3.2.3.2 Decomposicdo térmica

A decomposicdo térmica foi avaliada por analise
termogravimétrica (TGA) utilizando um equipamento da marca
NETZSCH (TG 449 F3 Jupiter) alocado no Laboratério de Controle e
Processos e Polimerizacdo (LCP) da UFSC. Apo6s a polimerizacdo, o
latex obtido foi centrifugado a 8000 rpm (4293 g) por 10 minutos
(Centrifuga Eppendorf AG 22331 70 W) e o sobrenadante foi removido
a fim de analisar somente nanoparticulas de PUU com material
magnético encapsulado. Aproximadamente 10 mg de cada amostra
foram pesados em uma panela de platina, a taxa de aquecimento
utilizada durante a andlise foi de 25 a 800 °C em atmosfera de
nitrogénio a 20 mL/min.

3.2.3.3 Propriedades magnéticas

As propriedades magnéticas das NPMs-AO e PUU com NPMs-
AO encapsuladas foram medidas utilizando um magnetbmetro de
amostra vibrante, (MAV), (3473-70, VSM) a 300 K alocado no
Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo Magnética de Materiais da
UFSC. Apo6s a polimerizacdo, o latex obtido foi centrifugado a 8000
rpm (4293 g) por 10 minutos (Centrifuga Eppendorf AG 22331 70 W) e
0 sobrenadante foi removido a fim de analisar somente nanoparticulas
de PUU com material magnético encapsulado. Aproximadamente 4 mg
de cada amostra foram pesados em uma cépsula de vidro que foi fixada
verticalmente entre duas bobinas. O campo magnético aplicado foi
variado entre -20 a 20 kOe.

3.2.3.4 Morfologia e tamanho de particula

A andlise para verificacdo da morfologia, didametro médio e
distribuicdo do tamanho de particula foi realizada pela técnica de
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Microscopia Eletrénica de Transmissdao (MET), em um equipamento da
marca JEOL, modelo JEM-1011, com voltagem de aceleracdo méxima
de 100 kV e faixa de magnificacdo de 50 a 600.000 vezes, e por
Microscopia Eletrénica de varredura com emissdao de campo (MEV-
FEG) em um equipamento da marca JEOL JSM-6701F, com tensdo de
aceleracdo de 0,5 a 30 kV e faixa de magnificacdo de 25 a 650.000
vezes, ambos alocados no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica (LCME) da UFSC. Para as analises de MET, a fracdo
magnética dos latices, atraida por um campo magnético externo, foi
diluida em &gua destilada (1:100) e uma gota da amostra diluida foi
gotejada em um grid de cobre recoberto com parlédio e seca a
temperatura ambiente. Para as analises de MEV-FEG o latex total foi
liofilizado, disposto sobre um stub e coberto com uma fina camada ouro.

O diametro médio (em numero) das particulas de polimero e
das NPMs-AO, (Dpn), o didmetro médio em massa, (Dpy,) € 0 indice de
polidisperséo (Pdl) foram calculados pelo programa SizeMeter® pelas
imagens de MET. Apos a obtencdo da distribuicdo de tamanho das
particulas, o Dp, foi calculado conforme equacdo 3, a partir do
somatorio do produto do nimero de particulas de diametro D; pelo valor
deste diametro (Dp;) e dividido pelo nimero total de particulas
(LOVELL e EL-AASSER, 1997).

_ 2 niDpi (3)
Dpn = ¥ ni

O PdI foi calculado (Equagdo 5) pela razéo entre o didmetro
médio em massa (Equacéo 4) e o diametro médio numérico (Equacéo 3).

_ X niDp} (4)
Pw = Y niDp}
D
pd] = Pw (5)
Dpy

O didmetro médio (em intensidade) das gotas de mondémero
(Dg) e das particulas de polimero (Dp) e o indice de polidispersao (Pdl)
foram determinados pela técnica de Espalhamento Dindmico de Luz
(Dynamic Light Scattering-DLS) utilizando o equipamento Zetasizer
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Nano S ZEN1600 (angulo do feixe incidente de 173 ° e comprimento de
onda do laser de 633nm), da Malvern Instruments, alocado no
Laboratério de Controle e Processos de Polimeriza¢do (LCP) da UFSC.
As leituras foram feitas pela dilui¢do do latex em agua destilada (1:10) e
os valores finais foram expressos pela média de duas medidas.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Sintese das NPMs funcionalizadas com &cido oleico
3.3.1.1 Morfologia e tamanho de particula

A técnica de Microscopia Eletrénica de Transmissdo foi
utilizada para avaliacdo da estrutura das NPMs de magnetita (NPMs
FesO4) recobertas com &cido oleico. A Figura 15 apresenta as

micrografias de MET das NPMs obtidas pelo método de co-precipitacdo
e hidrofobizadas com &cido oleico.

Figura 15 - Micrografias de MET das NPMs revestidas com AO.

Em funcdo de seu carater hidrofilico, nanoparticulas
inorganicas, como o 6xido de ferro, necessitam ser funcionalizadas para
evitar a aglomeracéo entre as particulas (LANDFESTER e RAMIREZ,
2003; LU e FORCADA, 2006) e torna-las mais hidrofdbicas, permitindo
sua disperséo em mondmeros organicos, como o IPDI. Esta
estabilizacdo das NPMs pode ser feita pela adsor¢do de um surfactante,
chamado surfactante secundario, uma vez que este ndo pode interferir no
uso do surfactante primario (utilizado para estabilizar as particulas
poliméricas nas reagdes de miniemulsdo) (LANDFESTER e RAMIREZ,
2003), por exemplo, o dodecil sulfato de sodio (SDS).
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O diametro médio numérico das NPMs-AO sintetizadas pode
ser verificado na Tabela 2. As nanoparticulas apresentam Dp, de 14,3
nm e Dp,, de 17,8 nm. Analisando o gréfico de distribuicdo de tamanho
de particula (Figura 16), é possivel observar um maximo em 15 nm.

Tabela 2 - Diametros médios e Pdl das NPMs-AO.
Amostra Dp;, (nm) Dpy (nm) Pdl

NPMs-AO 14,3 17,8 1,23

Figura 16 - Distribuicdo dos tamanhos de particula NPMs-AO, baseado nas
micrografias de MET (figura superior direito).

Frequéncia (%)

0 5 10 15 20 25 30

Tamanho de particula (nm)

O tamanho de particula obtido é menor do que o didmetro
médio critico (20 nm) em que NPMs Fe3;0O,4 apresentam comportamento
superparamagnético (SALUNKHE et al., 2014). Desta forma, as NPMs-
AO sintetizadas apresentam um Unico dominio magnético quando
expostas a um campo magnético externo.

3.3.1.2 Comportamento térmico

Os resultados da andlise termogravimétrica (TGA)
apresentaram dois diferentes estagios de degradagdo para as NPMs-AO
sintetizadas, o primeiro entre 200 a 260 °C e o segundo entre 260 a 480
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°C. O primeiro estagio corresponde ao acido oleico livre e 0 segundo ao
acido oleico adsorvido quimicamente as NPMs, devido a interacéo entre
0 carboxilato e o atomo de metal. O mesmo comportamento foi
verificado quando Ramiréz e Landfester (2003) hidrofobizaram NPMs
de Fe3O4 com &cido oleico, apresentando dois estagios de degradacdo
nas faixas entre 200 a 280 °C e 380 a 480 °C.

A baixa perda de massa abaixo de 200 °C esta relacionada a
remocdo de moléculas de agua e outros componentes fisicamente
adsorvidos (JIANG et al., 2014). Khoobi et al. (2015) observaram
comportamento semelhante na sintese de NPMs de Fe3Q,, € a perda de
massa abaixo de 250 °C foi atribuida & dessor¢do de agua e solventes
organicos aplicados nas etapas de sintese.

A fracdo final em massa de NPMs presente no material
sintetizado corresponde a 68%, desta forma 32% é equivalente ao AO
ligado na superficie das NPMs e outros componentes (Figura 17).

Figura 17 - Anélise termogravimétrica das NPMs-AO.
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3.3.1.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
foi utilizada para a verificagdo da ligagdo das NPMs de Fe;04 com AO
apos a modificacdo da superficie, e o0s resultados obtidos séao
apresentados na Figura 18.
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Figura 18 - Espectro de FTIR das NPMs recobertas com &cido oleico.
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A banda de absorgdo com picos localizado em 3460 cm™ indica
a presenca de agua residual na amostra (MA et al., 2003). As
nanoparticulas recobertas com AO, apresentaram pico de absorcdo em
2921 e 2849 cm™, correspondentes ao estiramento assimétrico CH, e ao
estiramento simétrico CH,. As bandas com picos de absor¢do em 1542 ¢
1630 cm™, séo caracteristicas do estiramento de v assimétrica (COO-) e
vs (COO-) S|metr|ca As bandas de absor¢do em baixos nimeros de onda
(< 700 cm™) foram atribuidas para as vibracdes de ligacdes de Fe-O, a
presenca de NPMs pode ser observada por dois picos de absor¢do em
620 e 574 cm™.

Zhang e colaboradores (2006) estudaram a interacdo entre
nanoparticulas de 6xido de ferro e acido oleico por analise de FTIR.
Pelos espectros de acido oleico, AO, puro e NPMs recobertas com AO,
0S autores observaram o desaparecimento do pico com absorcdo em
1710 cm™ (presente em AO puro) nas NPMs-AO, dando origem a picos
com absorcdo em 1541 e 1639 cm™. Este resultado indica o padréo de
ligacdo dos 4&cidos carboxilicos na superficie das NPMs pela
combinacgdo de moléculas ligadas simetricamente e moléculas ligadas a
um angulo sob a superficie das NPMs. Desta forma, os resultados
revelaram que o AO foi adsorvido nas NPMs por quimissorcao.
Segundo os autores, a interagdo entre o carboxilato e o0 &tomo de metal
pode ser classificada por quatro tipos: monodentados, pontes
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(bidentados), quelantes (bidentados) e interagdo idnica. A separacéo do
nimero de onda, A, entre as bandas v, (COO-) e vs (COO-) pode ser
usada para distinguir as diferentes categorias de interacdo. Valores de A
entre 200-320 cm™ correspondem a interagio monodentada, em A < 110
cm™ & interacdo bidentada-quelante ¢ em A entre 140-190 cm™ a
bidentada em ponte.

Desta forma, no presente trabalho o A encontrado foi < 110 cm™ (1630-
1542 = 88 cm™) sendo a interagdo caracterizada como bidentada-
guelante, onde a interacéo entre 0 COO- e 0 atomo de Fe é covalente. A
mesma interacdo foi descrita por Zhang e colaboradores (2006), e o
esquema envolvido na intera¢do pode ser visualizado na Figura 19.

Figura 19 - Interagdo bidentada-quelante entre o grupo COO- do AO e o0 aomo
de metal Fe.
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Fonte: Zhang et al. (2006).
3.3.1.4 Propriedades magnéticas

Materiais magnéticos sdo caracterizados pela sua habilidade na
resposta a um campo magnético externo. As propriedades magnéticas
das NPMs-AO foram medidas por MAV a 300 K e o resultado pode ser
visualizado na Figura 20. Os parametros coercitividade, Hc,
magnetizacdo remanescente, Mr, magnetizacdo de saturagdo, Ms, e
razdo de perpendicularidade, Mr/Ms, estdo listados na Tabela 3.

O valor de Ms encontrado para as nanoparticulas de Fez04-A0
foi de 73,5 emu/g e os baixos valores de Hc (0,162 Oe) e Mr/Ms
(2,99x107) indicam comportamento superparamagnético. Cada particula
de NPM-AQ corresponde a um Unico dominio cristalino, apresentando
uma Unica orientacdo quando um campo magnético é aplicado (LU e
FORCADA, 2006). Essa propriedade é atribuida em funcdo do tamanho
de particula na faixa de 5 a 25 nm.
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Tabela 3 - Propriedades magnéticas das NPMs-AO.

Amostra Hc Mr Ms Mr/Ms
(Oe)  (emu/g FesO,) (emu/g Fe;0,)  (x 107)

NPMs-AO 0,162 0,022 73,5 2,99

Figura 20 - Curva de magnetizagdo das NPMs-AO.
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O valor de Ms (73,5 emu/g) obtido para as NPMs-AO é menor
que o valor de 89 emu/g reportado na literatura para nanoparticulas de
Fes04 puras (LANDFESTER e RAMIREZ, 2003). Este fato esta
relacionado a formagdo parcial de outros materiais como y-Fe,0Os
(maghemita) ou o-Fe (ferrita), uma vez que a NPMs de Fe30,
apresentam carater piroférico devido a sua elevada area superficial,
podendo oxidar em contato com o ar (SUN e ZENG, 2002; SI et al.,
2004).

O resultado obtido na Figura 20, indica que as NPMs-AO
apresentam comportamento superparamagnético, com auséncia de curva
de histerese, desta forma as NPMs-AO podem ser utilizadas em uma
infinidade de processos, como aplicagbes biomédicas (WEISSLEDER et
al., 1995; MEDEIROS et al., 2011; SALUNKHE et al., 2014) e sistemas
para imobilizacdo de enzimas (LU e FORCADA, 2006; XIE e MA,
2009; TRAN et al., 2012; WANG et al., 2014). O comportamento frente
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a um campo magnético externo pode ser melhor visualizado na Figura
21.

Figura 21 - NPMs-AO em etanol sem a aplicagdo de um campo magnético
externo e com a aplicagdo de um campo magnético externo.

f g -

—_—
3.3.2 Sintese das nanoparticulas de poli(ureia-uretano)

Inicialmente, a reacdo de formacdo de PUU foi realizada sem a
adicdo de NPMs-AO, conforme descrito na literatura por Valério e
colaboradores (2014). Dodecil sulfato de sodio foi utilizado como
surfactante para prevenir a coalescéncia das gotas e garantir a
estabilidade da miniemulsdo. Para facilitar a dispersdo do monémero
IPDI, ciclohexano foi adicionado a fase dispersa. A Tabela 4 apresenta o
tamanho médio das gotas (Dg) e das particulas (Dp) analisadas por DLS
das NPs de PUU sem adicédo da carga inorganica, reacdo MO.

Tabela 4 - Didmetro médio em intensidade das gotas (Dg) e das particulas (Dp)
de PUU puro e indice de polidispersdo (Pdl) medidos por DLS.

Amostra Dg Pdlg Dp Pdlp
(nm) (nm)
PUU puro 91,6+1,9 0,143 100,5+1,5 0,174

Dg e Dp permaneceram em faixas de tamanho similares, o que
significa que a miniemulsdo permaneceu estavel durante a reacdo de
polimerizacdo e que as gotas (e interface das gotas) foram o principal
locus de polimerizagdo, como esperado para uma reacdo em
miniemulsé&o.
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Os valores de diametro de particula obtidos por DLS
corroboram o resultado apresentado para analise de MET (Figura 22)
com elevado nimero de particulas na faixa entre 90 e 100 nm.

Figura 22 - Micrografia de MET das NPs de PUU.

3.3.2.1 Comportamento térmico do PUU

A degradacdo das NPs de PUU sem a adicdo de NPMs-AO é
caracterizada por dois estagios de reducdo de massa (Figura 23), uma
com inicio em 200 °C e outra com inicio em 400 °C, a primeira
associada a decomposicdo dos segmentos compostos pelo poliol, e a
segunda pela decomposicdo dos segmentos compostos pelo diisocianato
(ZHANG et al., 2014). A baixa perda de massa abaixo de 200 °C esta
relacionada a remogdo de moléculas de agua e outros componentes
fisicamente adsorvidos.
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Figura 23 - Analise termogravimétrica das NPs de PUU.
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3.3.2.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
foi utilizada para a verificacdo da formacdo de PUU (reacdo MO) ap6s a
reacdo de polimerizagdo em etapas via miniemulsdo e os resultados
obtidos sdo apresentados na Figura 24.

A banda de absorcéo com a localizagdo de pico em 3400 cm™
indica a presenca de grupamentos hidroxila provenientes do 1,6-
hexanodiol e agua. A auséncia de banda de absorcao localizada em 2270
cm?, correspondente ao grupo isocianato (N=C=0), confirma o
consumo total de isocianato durante a reacdo de polimerizacao.

As bandas de absor¢do com picos localizados em 1762 e 1686
cm séo atribuidas respectivamente ao grupo uretano (C=0) e ao grupo
ureia (-N-H), identificando a formacdo de poli(ureia-uretano) durante a
reacdo de polimerizag8o. Resultados semelhantes foram reportados por
Valério e colaboradores (2014) em relacdo a formacdo de PUU e
consumo de isocianato apds reacdo de polimerizacdo em miniemulsédo
utilizando 6leo de mamona e poli(€-caprolactona), (PCL), como poliois
e diisocianato de isoforona, IPDI, como diisocianato, respectivamente.



78

Figura 24 - Espectro de FTIR das NPs de PUU (reacdo MO).
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3.3.3 Encapsulacdo das NPMs-AO em PUU por polimerizagédo
interfacial em etapas via miniemulsao

A sintese das nanoparticulas de poli(ureia-uretano)
superparamagnéticas foi realizada por polimerizacdo interfacial em
miniemulsdo. Como descrito na se¢do 3.2.2.1 e 3.2.2.2, as NPMs de
Fe;04 foram obtidas por co-precipitacdo e hidrofobizadas com é&cido
oleico. A sintese das nanoparticulas de PUU foi realizada usando IPDI e
1,6-hexanodiol como mondmeros e as NPMs-AO foram incorporadas ao
PUU in situ durante a polimerizagéo.

Apo6s a incorporacdo das NPMs-AO na fase orgénica a
miniemulsdo permaneceu estavel e a estabilidade foi garantida mesmo
apos a polimerizacdo, sem separacédo de fases entre polimero formado e
NPMs ndo encapsuladas. Nas reagdes de polimerizagdo usando 1,6-
hexanodiol como poliol, o diol é disperso na fase continua (aquosa) e o
IPDI na fase dispersa (organica), dentro das gotas, e a polimerizagao
ocorre na interface dleo:agua entre o grupo funcional hidroxila,
proveniente do 1,6-hexanodiol, e o grupo isocianato, proveniente do
IPDI, formando as liga¢des uretano. Em adicédo a esta reacdo principal,
parte do grupo isocianato pode também reagir com as moléculas de
agua, formando grupos amina, que por sua vez reagem com outro
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grupamento isocianato formando as ligagcfes ureia, Figura 9 no item
2.2.2.

3.3.3.1 Comportamento térmico

Dois métodos diferentes foram avaliados para a adicdo das
NPMs-AO na fase organica. No primeiro, as NPMs-AO foram
adicionadas durante a sonicacdo, e no segundo método, as NPMs-AO
foram adicionadas na fase organica antes da sonicagdo.

A quantidade de NPMs-AO que foram efetivamente
incorporadas nas NPs de PUU foram determinadas por andlise de TGA.
A Figura 25 mostra a analise das NPs de PUU com NPMs-AO usando a
mesma formulagéo (reacdo M3), mas com diferentes métodos de adi¢do
das NPMs-AO.

Figura 25 - Anéalise termogravimétrica da reacdo M3 (NPMs-AOQO adicionadas
durante a sonicacao e antes da sonicagao).
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Abaixo de 250 °C, as amostras tiveram uma ligeira perda de
massa, devido a remogdo de moléculas de agua fisicamente adsorvidas e
outros componentes. Os dois métodos de adicdo mostraram
comportamento similar para a reacdo com 10% em massa (em relacéo
ao IPDI) de NPMs-AQ incorporadas em PUU. Neste caso, a perda de
massa foi deslocada para temperaturas mais elevadas quando em
comparagdo com o PUU puro (se¢do 3.3.2.1), devido a maior
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estabilidade na presenca das NPMs-AO. A fracdo em massa de Fe3O4
em NPs de PUU foi de 31% para NPMs-AO adicionadas durante a
sonicacdo e 34% quando adicionadas antes da sonicagdo.

A fragdo em massa de Fe3O4nas NPs de PUU, como observado
na Figura 25, foi maior do que a relagcdo Fe3O4/mondmero inicial, uma
vez que a andlise foi realizada ap6s a centrifugacdo do latex total.
Durante a centrifugacdo, as NPs de PUU sem material inorganico
incorporado tendem a migrar para o sobrenadante, em fungdo de sua
menor densidade em relacdo as NPs de PUU com NPMs-AO
incorporadas.

A partir de analise gravimétrica do sobrenadante e do
precipitado foi possivel detectar a quantidade de polimero com Fe;0O,
incorporada. Desta forma, cerca de 6; 16 e 57% das NPs de PUU
formadas para concentragcdes de NPMs-AO de 5, 10 e 30% em massa
em relacdo ao IPDI, apresentaram magnetita incorporada. Portanto, o
precipitado que foi caracterizado por TGA continha uma maior
quantidade de NPMs-AQ que a relagdo magnetita/mondmero inicial.

A eficiéncia de encapsulacdo foi similar para ambos os métodos
de adicdo de NPMs-AO, assim, as reacdes seguintes foram realizadas
somente com a adicdo das NPMs-AO diretamente na fase organica,
antes da sonicacéo, a fim de simplificar o processo de sintese.

Ramirez e Landfester (2003) obtiveram 40% em massa de
NPMs de Fe;0,4 encapsuladas em NPs de poliestireno por uma rota de
preparacdo em trés etapas, incluindo dois processos de
miniemulsificagdo. Primeiro, foram sintetizadas as NPMs e
funcionalizadas com AO, em seguida as NPMs-AQO foram dispersas em
octano e miniemulsificadas em agua contendo SDS, a fim de formar
agregados de NPMs de FesO4 revestidos com dupla camada de
surfactante (&cido oleico/SDS). Estes foram miniemulsificados com o
mondmero para a obtencdo de polimero com agregados de magnetita
encapsulada.

3.3.3.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
foi utilizada para a verificacdo da formacdo de PUU com NPMs-AO
encapsuladas apds a reacdo de polimerizagdo em etapas via
miniemulsdo.

A Figura 26 mostra o espectro da reacdo M2 com 5% em massa de
NPMs-AQ em relagdo ao IPDI na matriz polimérica de PUU.
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A banda de absorgéo com a localizagdo de pico em 3500 cm™
indica a presenca de grupamentos hidroxila provenientes do 1,6-
hexanodiol e agua. A auséncia de banda de absorcao localizada em 2270
cm?, correspondente ao grupo isocianato (N=C=0), confirma o
consumo total de isocianato durante a reacdo de polimerizag&o.

Figura 26 - Espectro de FTIR das NPs de PUU com 5% de NPMs-AO em
massa (em relacdo ao IPDI), (reacdo M2).
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As bandas de absor¢do com picos localizados em 1741 e 1693
cm séo atribuidas respectivamente ao grupo uretano (C=0) e ao grupo
ureia (-N-H), identificando a formacdo de poli(ureia-uretano) durante a
reacdo de polimerizacdo. As bandas de absor¢do localizadas em 631 e
584 cm™ correspondem a vibrac@es caracteristicas de ligacdes Fe-O das
NPs de Fe;0,, € podem ser vistas no espectro das NPs magnéticas de
PUU.

3.3.3.3 Tamanho e morfologia das particulas de PUU com NPMs-AO

As NPs de PUU com NPMs-AO atraidas por um campo
magnético externo foram caracterizadas por microscopia eletronica de
transmissdo para analise de morfologia e tamanho de particula. As
imagens de MET das NPs de PUU com 5% em massa de NPMs-AO
(reacdo M2) sdo apresentadas na Figura 27. Como pbde ser observado,
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poucas particulas de polimero contém NPMs-AO incorporadas, sendo a
maior parte composta por PUU puro.

Figura 27 - Micrografias de MET das NPs de PUU com relagéo teérica de 5%
em massa de NPMs-AO em relagdo ao IPDI (rea¢do M2).
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Quando a concentracdo de NPMs-AQ é elevada para 10% em
massa (reacdo M3), o tamanho de particula aumenta, assim como a

fracdo de NPs de PUU contendo NPMs-AO, como pode ser visto na
Figura 28.
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Figura 28 - Micrografias de MET das NPs de PUU com relacéo tedrica de 10%
em massa de NPMs-AO em relagdo ao IPDI (reacdo M3).
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Na reacdo M4, utilizando 10% de NPMs-AO e 17% de
crodamol em relagdo a fase orgénica, um grande nimero de NPs de
PUU com material inorgénico incorporado foi obtido, como apresentado
nas imagens de MET (Figura 29).

Quando a concentracdo de 30% de NPMs-AO foi utilizada
(reagcdo M5) com 17% de Crodamol na formulacdo, a analise de MET

ARG i
—_—
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mostrou NPs com alto nivel de encapsulacdo na maioria das particulas
de polimero (Figura 30). Em adicdo, ndo foram observadas NPMs-AO
livres nas imagens de MET, embora uma pequena fragdo permaneceu na
parede do reator apds o processo de miniemulsificagdo para as diferentes
concentraces de NPMs-AO estudadas.

Figura 29 - Micrografias de MET das NPs de PUU com relagéo tedrica de 10%
em massa de NPMs-AO em relagdo ao IPDI e 17% de Crodamol (reagdo M4).

Figura 30 - Micrografias de MET das NPs de PUU com relacéo tedrica de 30%
em massa de NPMs-AQO em relagdo ao IPDI e 17% de Crodamol (reagdo M5)
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O fato da reacgdo entre o IPDI e o 1,6-hexanodiol ocorrer na
interface pode favorecer a encapsulagdo, uma vez que através da reacdo
entre 0s grupos funcionais na interface das gotas, é formada uma casca
polimérica de PUU. Esta por sua vez reduz a mobilidade das NPMs-AO,
minimizando a possibilidade destas migrarem para a fase aquosa.

A adicdo de coestabilizador (Crodamol GTCC) a miniemulsao
(reacbes M4 e M5) pode contribuir no processo de encapsulacgéo.
Avaliando as reacdes M3 e M4, um maior nimero de NPMs é
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encapsulado para a concentracdo de 10% em massa de NPMs-AO
guando utilizado Crodamol.

Lu e Forcada (2006) variaram o teor do coestabilizador
hexadecano (Hd) de 3 a 12% nas formula¢Ges de miniemulsdo para a
encapsulacdo de Fe3O4 em poliestireno. Quando uma concentracdo de
12% de Hd foi utilizada, foram obtidos os melhores resultados de
encapsulacdo, sem o aparecimento de particulas puras de polimero e
NPMs sem revestimento polimérico (ndo encapsuladas). No entanto,
guando o efeito da quantidade de NPMs foi avaliado, quanto maior a
concentracdo testada (20%) maior a dificuldade de encapsulagdo, com
aparecimento de particulas poliméricas puras e NPMs ndo encapsuladas.
Desta forma, os melhores resultados de encapsulagdo obtidos pelos
autores foram encontrados para uma concentracdo de material
inorgénico de 10%.

As nanoparticulas poliméricas magnéticas da reacdo M4, foram
analisadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV-FEG) e séo
apresentadas na Figura 31. A analise permitiu verificar a morfologia
esférica com didmetros entre 100 e 200 nm, corroborando com 0s
resultados obtidos nas analises de MET e DLS (apresentadas a seguir).

Figura 31 - Micrografias de MEV-FEG das NPs magnéticas de PUU com 10%
de Fe;0, (reagcdo M4) com barra de tamanhos de 100 nm (figura a esquerda) e
1000 nm (figura a direita).

O diametro médio em intensidade das gotas (Dg) e das
particulas (Dp) e o indice de polidispersdo (Pdl) das reagdes
apresentadas nas micrografias anteriores, foi medido por DLS. A Tabela
5 apresenta os resultados para as reacfes utilizando trés concentra¢des
diferentes de NPMs-AOQ encapsuladas em PUU.
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A incorporacdo das NPMs-AO na fase organica aumentou o
didmetro das gotas formadas devido a maior viscosidade da fase
dispersa. Este aumento de viscosidade observado visualmente, resultou
em maior resisténcia a deformacdo e quebra das gotas na
miniemulsificacdo, durante o processo de sonicacdo, obtendo desta
forma gotas maiores.

Em todas as reacdes, o valor de Dg foi préximo do valor de Dp,
0 que indica que a polimerizacdo ocorreu preferencialmente nas gotas e
as mesmas mantiveram-se estaveis durante o curso da polimerizacéo.

Tabela 5 - Diametros médios em intensidade das gotas (Dg) e das particulas
(Dp) de PUU em diferentes concentragcbes de NPMs-AO e indice de
polidispersdo (Pdl) medidos por DLS.

Amostra Dg Pdlg Dp PdIp
(nm) (nm)

PUUS5% NPMs-AO 133,3+1,8 0,144 146,6+1,2 0,149
PUU10% NPMs-AO 172,001 0,208 177,0+08 0,209
PUU30% NPMs-AO 263,3t9,6 0,325 2412+59 0,323

Dp e Pdl foram afetados com a incorporacdo das NPMs-AO,
aumentando o Dp em relagdo ao PUU puro (se¢do 3.3.2) de 100,5 nm
para 146,6 nm (5% NPMs-AO/reacdo M1), 177,0 nm (10% NPMs-
AO/reagdo M4) e 241,2 nm (30% NPMs-AO/reacdo M5), corroborando
com os resultados de MET, que mostram o aumento do tamanho de
particula com o aumento da concentragdo de NPMs-AO. A mudanca de
cor do sistema, com o aumento do teor de NPMs-AQO nas formulacbes
pode ser visualizada na Figura 32.

Figura 32 - PUU com 5%, 10% e 30% em massa de NPMs-AO em relacdo ao
IPDI.
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O gréfico de distribuicdo de tamanho de particula foi plotado
para as reacfes M4 e M5 a partir da analise das imagens de MET no
programa SizeMeter®. Os didmetros médios em intensidade medidos por
DLS foram maiores do que os didmetros médios em massa determinados
pela anélise das imagens de MET, uma vez que a média em intensidade
é mais afetada pela presenca de particulas maiores do que a média em
massa.

Conforme dados da Tabela 6, a reacdo M5, com 30% de NPMs-
AO resultou no maior didmetro médio numérico de particula (Dp, 184
nm) quando comparado com a reagdo M4 (10% NPMs-AQO) com Dp, de
115 nm.

Tabela 6 - Diametro médio de particula numérico e em massa e Pdl (obtidos por
TEM) das reagdes M4 e M5.

Didmetro médio PUU_10% NPMs-AO  PUU_30% NPMs-AO

(reagdo M4) (reagdo M5)
Numeérico (nm) 115 184
Em massa (nm) 155 218
Pdl 1,33 1,18

As distribuicdes de tamanho de particula das reacdes M4 e M5
sdo apresentadas nas Figuras 33 e 34, e ambas sdo unimodais. No
entanto, o maior nimero de particulas, na reacdo com 10% de NPMs em
PUU (Figura 33) ficou na faixa entre 75 a 125 nm, enquanto que em
PUU com 30% de NPMs-AO (Figura 34) a maioria das particulas ficou
na faixa de 125 a 300 nm.
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Figura 33 - Distribui¢do do tamanho de particula, baseado nas micrografias de
MET (reacdo M4) (figura canto superior direito).
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Figura 34 - Distribui¢do do tamanho de particula, baseado nas micrografias de
MET (reacdo M5) (figura canto superior direito).
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3.3.3.4 Propriedades magnéticas

As propriedades magnéticas das NPs poliméricas com Fe3O,
foram medidas por MAV e o0s resultados estdo apresentadas em emu/g
Fe;04. A magnetizacdo de saturacdo (Ms) das NPs de PUU com 10%
em massa de Fes0, é apresentada na Figura 35.

A reducdo de valor de Ms de 73,5 emu/g FezO4 (para NPMs-AO
apresentadas na secdo 3.3.1.4) para 35,66 emu/g FesO, pode ser
atribuida a densa camada de polimero ndo-magnético ao redor das
NPMs-AO. Khoobi et al. (2015) observaram 0 mesmo comportamento
de reducdo de Ms quando funcionalizaram a superficie de NPMs de
Fe304 (Ms 46,4 emu/g) com polietilenoimina, (PEI), (Ms 33,8 emu/g),
um polimero ndo magnético.

A reducdo também pode ser atribuida pelo fato de, durante a
sonicacdo e a polimerizacdo, parte da Fe3O4 ser convertida a outros tipos
de Oxidos de ferro sem magnetizacdo, ou com baixa magnetizacdo de
saturacdo (Ms), como a maguemita (y-Fe,O3) ou a ferrita (a-Fe),
reduzindo o conteldo de material superparamagnético (Fes;Og)
(LANDFESTER e RAMIREZ, 2003; RAMIREZ e LANDFESTER,
2003). No entanto, as NPs de PUU contendo 10% em massa de NPMs-
AO apresentaram comportamento superparamagnético a temperatura
ambiente, com a auséncia de ciclo de histerese (Figura 35), baixa razdo
de perpendicularidade, Mr/Ms, (5,04x107) e baixos valores de
coercitividade, Hc, (0,186 Oe), apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Propriedades magnéticas das NPs de PUU com 10% em massa (em
relacdo ao IPDI) de NPMs-AO (reacdo M4)*.

Amostra Hc Mr Ms Mr/Ms
(Oe)  (emu/g FesO,) (emu/g Fes0,)  (x 107)

Reagdo M4 0,186 0,018 35,66 5,04

* NPMs-AO adicionadas antes da sonicacéo.

As propriedades superparamagnéticas das NPs de PUU
contendo NPMs-AO séo de grande relevancia para diferentes tipos de
aplicacdes que requerem que as NPs sejam dispersas em fase aquosa ha
auséncia de um campo magnético externo. Isso implica que na auséncia
de um campo magnético externo, o valor total de magnetizacdo é
reduzido a zero, prevenindo a aglomeracdo das particulas. Quando um
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campo magnético externo é aplicado, as NPs magnéticas de PUU séo
atraidas pelo imé segregando-se da fase aquosa (Figura 36).

Figura 35 - Curva de magnetizagdo das NPs de PUU com 10% de NPMs-AQO
(reacdo M4/NPMs-AO adicionadas antes da sonicagao).
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Figura 36 - PUU com 10% de NPMs-AO em 4gua sem a aplicagdo de um
campo magnético externo e com a aplicagdo de um campo magnético externo.
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3.4 CONCLUSOES

Nanoparticulas de Fe;04 com comportamento
superparamagnético foram obtidas pelo método de co-precipitacdo. O
recobrimento com &cido oleico (AO) formou uma superficie hidrofébica
nas NPs de Fe30,, permitindo a dispersdo em mondmero hidrofébico
(IPDI).

Nanoparticulas magnéticas de poli (ureia-uretano), PUU, foram
preparadas por polimerizacdo interfacial em miniemulsdo quando 1,6-
hexanodiol foi utilizado como poliol e diisocianato de isoforona como
diisocianato, e a incorporacdo de um grande ndmero de NPs de Fe30,
em PUU foi obtida.

Resultados de FTIR confirmaram a presenca de Fe;O4 e PUU
nas nanoparticulas formadas. Em adicdo a isto, pelas analises de MET e
DLS foi possivel observar o aumento do didmetro de particula com o
aumento do teor de NPMs-AO na fase dispersa.

Analises de TGA indicaram que as NPs de PUU com NPMs-
AO continham até 34% em massa de Fe;0, De acordo com as analises
de magnetizacdo, as nanoparticulas de PUU com NPMs-AO
incorporadas apresentaram alta resposta magnética com Ms de 35,66
emu/g Fe304e comportamento superparamagnético.

3.5 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Ao final do estudo da encapsulacdo de NPMs em NPs de
poli(ureia-uretano) foi possivel observar uma grande lacuna na literatura
acerca da encapsulagdo de NPMs em polimeros obtidos por
polimerizacdo em etapas via miniemulsdo, com isso, como sugestdes
para trabalhos futuros propde-se :

1. Utilizar diferentes surfactantes/compostos para o recobrimento
das NPMs;
2. Avaliar a proporcdo de poliuretano e de poliureia formados nas

NPs de poli(ureia-uretano) sintetizadas;

3. Estudar a encapsulacdo de NPMs em poli(ureia-uretano)
utilizando diferentes tipos de poliois;

4. Encapsulacdo de um farmaco no sistema de nanoparticulas
poliméricas magnéticas desenvolvido, avaliando os mecanismos
envolvidos na degradacéo do polimero e liberagcdo do farmaco.



CAPITULO IV

4. IMOBILIZACAO DA LIPASE B DE Candida antarctica EM
NANOPARTICULAS MAGNETICAS DE POLI (UREIA-
URETANO)

4.1 INTRODUCAO

As lipases sdo a classe de enzimas mais utilizadas em reacdes
quimicas, entre elas acetilacdo, alcélise, aciddlise, amindlise, inter-
esterificacdo e resolucdo cinética de racematos (KOBAYASHI et al.,
2001). A lipase CALB tem sido alvo de estudo para aplicagbes em
diferentes tipos de indUstrias, entre elas alimenticia, farmacéutica, téxtil,
cosméticos, papel e oleoquimica. Estas possiveis aplicagdes devem-se as
caracteristicas particulares que incluem alta especificidade, alta
atividade catalitica para reacGes brandas, resisténcia a solventes
organicos, estabilidade térmica, amplas faixas de pH e alta estéreo
especificidade (DENG et al., 2011).

O crescente aumento na utilizacdo de enzimas em nivel
académico e industrial reflete a constante preocupacéo de pesquisadores
em realizar um processo quimico ambientalmente favoravel, cada vez
mais exigido pelos consumidores, em condic¢des reacionais mais brandas
e sem 0 uso de catalisadores quimicos toxicos utilizados em uma sintese
guimica convencional (QIAQO et al., 2015).

Desta forma, a biocatalise ganha destaque, uma vez que as
enzimas sdo consideradas catalisadores “verdes”, além de todo o apelo
ambiental, inimeros outros fatores as tornam atrativas nas reacOes
mediadas com seu uso, como sua elevada seletividade. Assim, a procura
por biocatalisadores ideais e ndo danosos ao meio ambiente sdo motivos
de inimeras pesquisas (DENG et al., 2011; IDRIS e BUKHARI, 2012).

Porém, o uso das enzimas em sua forma livre pode acarretar em
sua desnaturacdo frente a diferentes condi¢BGes reacionais, além da
dificuldade de sua recuperagdo para posterior reuso, uma vez que Sao
sollveis nos meios reacionais. Para tais inconvenientes, a estratégia de
imobilizacdo de enzimas é uma alternativa que supre as dificuldades de
seu uso em sua forma livre (GANDHI, 1997).

A imobilizacdo de lipases em nanoparticulas magnéticas foi
proposta recentemente como um método atrativo para resolver os
problemas anteriormente descritos. A retirada do catalisador do meio
reacional é realizada com a aplicacdo de um campo magnético, além
disto, materiais nanoestruturados promovem maior estabilidade no
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processo de imobilizacdo, pois fornecem uma maior area superficial,
levando a uma maior concentracdo de enzima imobilizada por unidade
de massa de particula (TARTAJ et al., 2005).

Neste trabalho, lipase B de Candida antarctica foi imobilizada
em NPMs superparamagnéticas de PUU por polimerizacéo interfacial
em miniemulsdo e as particulas contendo enzima imobilizada foram
aplicadas em reacGes de sintese de ésteres e caracterizadas por
microscopia oOptica de fluorescéncia e espalhamento dindmico de luz
(DLS).

Em um segundo método de imobilizacdo, lipase B de Candida
antarctica foi imobilizada em NPMs de PUU em duas etapas, e a
atividade relativa em relagdo & enzima livre foi medida em periodos de
30 minutos a 6 horas, assim como a estabilidade a diferentes
temperaturas e pHs. Espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) e microscopia eletrnica de varredura (MEV-FEG)
foram utilizadas com a finalidade de avaliar a formagdo do derivado
enzima-suporte.

4.2 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo serdo descritos 0s reagentes e procedimentos
experimentais utilizados, bem como as técnicas empregadas no processo
de imobilizacdo da lipase B de Candida antarctica utilizando as
nanoparticulas magnéticas de poli(ureia-uretano), (se¢do 3.3.3), como
suporte.

4.2.1 Materiais

As nanoparticulas de poli(ureia-uretano) foram preparadas
utilizando diisocianato de isoforona (IPDI, 98%) e 1,6-hexanodiol como
mondmeros, ambos adquiridos da Sigma-Aldrich. Crodamol GTCC
(Alfa Aesar) foi utilizado como coestabilizador. Dodecil sulfato de sédio
(SDS, Vetec) foi utilizado como surfactante e ciclohexano (Sigma-
Aldrich) como solvente para solubilizar o monémero IPDI.

Lipase B de Candida antarctica livre (Novozymes NZL-102,
CALB), na forma liquida, foi cedida pela empresa Novozymes Latin
América Ltda (Araucéria, PR, Brasil). Acido oleico (Vetec), alcool
etilico (Dindmica, P.A 99,5%), acido propibnico (Vetec) e geraniol
(Vetec, 97%) foram utilizados nas reagdes de esterificacdo e hidréxido
de sodio (Quimex, P.A 97%) utilizado para a medida do indice de
acidez.
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Hidroxido de sddio (Quimex, P.A 97%), agua destilada, &cido
laurico (Dindmica, P.A 98%), alcool n-propilico (Dindmica, P.A
99,5%), acetona (Dindmica, P.A 99,5%) e élcool etilico (Dindmica, P.A
99,5%) foram utilizados para as medidas de atividade enzimatica.
Fosfato de s6dio monobésico anidro (Vetec, P.A 99%), fosfato de sédio
dibasico anidro (Vetec, P.A 99%) e agua destilada foram utilizados para
a preparacao de tampéo fosfato.

Para a estabilidade da enzima a diferentes pHs foram utilizados:
tampado biftalato de potassio (pH 4+0,05), tampdo fosfato (pH 7+0,05) e
tampdo 4acido bérico (pH 10+0,05), adquiridos da Lafan. Todos os
reagentes foram utilizados como recebidos, exceto a lipase CALB livre.

4.2.2 Métodos
4.2.2.1 Purificacdo da lipase B de Candida antarctica

A enzima cedida para o0s procedimentos experimentais
encontrava-se dissolvida em sorbitol, desta forma, fez-se necessaria uma
purificacdo prévia. A purificacdo foi realizada por dialise da enzima em
membrana celuldsica utilizando tampé&o fosfato 0,05 M pH 7 durante 24
horas. Apds a purificacdo, as solugdes enziméticas dialisadas foram
dispostas em camadas de um centimetro de espessura em placas de Petri
e submetidas a congelamento a -80 °C por no minimo 24 horas. Ap6s
este periodo, as amostras foram liofilizadas por 24 horas, e pelo
processo de sublimacdo em condigdes de vacuo a agua livre presente no
congelado foi removida.

4.2.2.2 Imobilizacdo da lipase CALB em NPs magnéticas de PUU via
polimerizacdo interfacial em miniemulsdo em uma etapa

NPs de PUU com Fe;0, foram sintetizadas conforme descrito
na secdo 3.2.2.3. A fase dispersa (orgénica) foi preparada utilizando o
mondémero IPDI como diisocianato, ciclohexano, NPMs-AO e
Crodamol GTCC. A fase continua (aquosa) foi preparada utilizando 1,6-
hexanodiol como poliol, &4gua, SDS e enzima livre em diferentes
concentrages. A razdo molar diisocianato:poliol (NCO:OH) utilizada
foi de 2,5:1. As formulagBes utilizadas nas polimerizacfes em
miniemuls&o sdo representadas na Tabela 8.
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Tabela 8 - Formulagbes utilizadas nas reages de miniemulséo. *

Reagentes e condicbes 11 12
IPDI (g) 2,46 2,46
1,6-hexanodiol (g) 0,53 0,53
Ciclohexano (mL) 2,5 2,5
SDS (g) 0,3 0,3
Crodamol (g) 0,54 0,54
NPMs-AO (g) 0,25 0,25
Enzima (g) 0,07° 0,35°

*miniemulsdes foram preparadas com 10 mL de agua;

#10% em massa em relagdo ao IPDI;

® 2% e © 10% em massa em relagdo aos mondémeros (IPDI, 1,6-hexanodiol) e
Crodamol.

O método de preparo ja descrito anteriormente na secdo 3.2.2.3
foi realizado utilizando NPMs-AQO dispersas diretamente na fase
organica junto com IPDI, Crodamol e ciclohexano. Na fase aquosa,
concentracBes de 2 e 10% de enzima em relagdo aos mondmeros foram
avaliadas. As condigdes de sonicacdo, regime de pulso, tempo e
temperatura de polimerizagdo permaneceram as mesmas mencionadas
no item 3.2.2.3. A Figura 37 representa esquematicamente o preparo das
miniemulsdes.

Figura 37 - Representacdo esquematica da imobilizacdo da lipase CALB em
NPs magnéticas de PUU.

?,-Q‘ Lipase CalB
¢ Ay

Nanogotas
R o
e

’ ) o 0 - i X x .
TS 70% 3 min. |xessn © 7 Reaciio a 70°C |+ a5 "*" y
ol »

N NE N g
Agitagdo mecinica NPs de PUU-Fe;0, com
CalB

Fonte: Autor (2015).
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4.2.2.3 Imobilizagdo da lipase CALB em NPs magnéticas de PUU em
duas etapas

NPs de PUU com Fe;0, foram sintetizadas conforme descrito
na secdo 3.2.2.3 para as melhores condi¢fes de encapsulacdo, a fim de
avaliar a influéncia das trés diferentes concentragcbes de magnetita no
processo de imobilizacdo. Como a utilizacdo de Crodamol levou a
obtencdo de melhores resultados, conforme reportado na secao 3.3.3.3,
foi adicionado (17% em massa de Crodamol em relacdo a fase organica)
a formulacdo com 5% em massa de NPMs, que ndo havia sido testado
anteriormente.

A razdo molar diisocianato:poliol (NCO:OH) utilizada foi de
2,5:1. As formulacBes utilizadas nas polimeriza¢cBes em miniemulsdo
estdo representadas na Tabela 1, se¢do 3.2.2.3, assim como 0 método de
preparo.

Apo6s a obtencdo das NPMs de PUU, o latex obtido foi disposto
em camadas de um centimetro de espessura em placas de Petri e
submetidas a congelamento a -80 °C por no minimo 24 horas. Apds este
periodo, as amostras foram liofilizadas por cerca de 24 horas, para
remocao de agua livre por sublimacao.

Apos a obtengdo das NPMs de PUU liofilizadas, o processo de
imobilizacdo (Figura 38) foi realizado pelo contato das NPMs de PUU
com 20 mL de solucdo tampao de fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,6. O
sistema foi mantido sob agitacdo de 150 rpm em shaker (Dist) a 30 °C.
O tempo de contato enzima-suporte foi avaliado em um periodo entre 30
minutos a 6 horas. Diferentes concentra¢Ges de enzima e NPMs-AO (ho
suporte) foram testadas no processo de imobilizacdo e as formulagfes
utilizadas podem ser visualizadas na Tabela 9.

Tabela 9 - CondicOes de imobilizagdo das NPMs de PUU e lipase CALB.

Reagentes e Al A2 A3 Ad A5 A6
condicdes

NPMs-PUU (g) 06° 06° 06° 06° 06 06°
Enzima (g) 0,011° 0,011° 0,011° 0,04 004" 0,04

PUU com 5, *10 e “30% em massa de magnetita;
°0,55 e “2 mg de enzima/mL de tampéo fosfato.
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Figura 38 - Processo de imobilizacdo da lipase CALB em NPMs-AO.
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Fonte: Autor (2015).

4.2.2.4 Aplicacdo da lipase CALB imobilizada em NPMs de PUU via

polimerizacdo interfacial em miniemuls&do em uma etapa

A fracdo do latex, sintetizado via polimerizagdo interfacial em
miniemulsdo (com processo de imobilizacdo em uma Unica etapa)
atraida por um campo magnético externo foi removida e utilizada como
catalisador nas reagfes de esterificacdo de trés sistemas reacionais

diferentes (Figura 39).

Figura 39 - Representacdo esquematica da remogao das lipases imobilizadas em

NPMs-AQ para aplicagdo em reacdes de esterificacéo.
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Para a producdo de etil oleato, adaptada de Bernardes e
colaboradores (2007), em sistema livre de solvente orgéanico, 7% (m/m)
do latex atraido por um campo magnético externo (contendo enzima
imobilizada em NPMs magnéticas de PUU) foi utilizado, e adicionado
etanol e 4cido oleico ao sistema reacional na razdo molar (1:3), em
erlenmeyers de 250 mL, fechados com tampa de vidro. Estes foram
incubados em shaker a 150 rpm a temperatura de 50 °C por 4 horas.
Dois sistemas reacionais diferentes foram testados, um com adicdo total
de etanol ao sistema reacional e o outro com adi¢do gradual de etanol
(trés adicBes consecutivas) em tempos de 0, 30 minutos e 1 hora de
reacao.

Para a producdo de geranil oleato e geranil propionato, a
esterificagdo foi conduzida segundo dados otimizados por Paroul e
colaboradores (2010 e 2011). A concentragdo do latex atraido por um
campo magnético (contendo enzima imobilizada em NPMs magnéticas
de PUU) de 10% (m/m) foi utilizada. Para a producdo de geranil oleato,
geraniol e &cido oleico foram utilizados como substratos, enquanto que
para a produgdo de geranil propionato, geraniol e &cido propidnico
foram utilizados, ambos em raz6es molares (alcool:acido) de 1:3. Os
reagentes foram pesados em erlenmeyers de 250 mL e fechados com
tampa de vidro. Os mesmos foram incubados em shaker a 150 rpm a
temperatura de 40 °C por 6 horas.

Para todos os sistemas, 0 volume médio reacional utilizado foi
de 5 mL. Apos o término das reacdes, a enzima imobilizada no suporte
foi separada magneticamente do meio reacional e este, contendo éster,
acidos graxos livres e agua, foi analisado pelo método de titulagdo, que
vem a substituir a cromatografia gasosa na quantificacdo de &cidos
graxos (CHEN et al., 2012; ZHANG et al., 2012).

A titulagdo consiste basicamente em determinar a acidez do
meio reacional, pelo consumo dos acidos graxos restantes na reagdo com
0 NaOH. O procedimento foi realizado pela retirada de uma aliquota de
500 pL do meio reacional e adicionados 15 mL de acetona:etanol (1:1)
para cessar a reacdo de esterificacdo. A titulacdo foi conduzida até pH
11 (pHmetro Analion 2000), com a utilizagdo de NaOH 0,05 M. O
indice de acidez foi calculado pela Equagao 6. Todas as titulagdes foram
realizadas em triplicata e o desvio padrdo entre medidas foi calculado e
apresentado nos resultados e discusséo.
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439997 <V «M 6)
B ma

Sendo:

A = indice de acidez (mg NaOH/q);

39,997 = equivalente grama do NaOH;

V = volume de NaOH gasto na titulagdo (mL);
M = molaridade do NaOH usada na titula¢éo;
ma = massa de amostra utilizada para titular.

Para determinar o percentual de conversdo de acido graxo livre
€ necessario determinar a acidez do sistema reacional. Determinando a
acidez dos sistemas reacionais (geraniol:acido oleico, geraniol:acido
propidnico e etanol:acido oleico) no tempo O e ap6s a reagdo nas
condicOes descritas anteriormente, é possivel determinar a conversdo de
acidos graxos, diretamente relacionada com o teor de ésteres da mistura.
O célculo para a conversdo dos acidos graxos é apresentado na Equacéo
7.

Ay- A
XacL (%) = ( OAO f) * 100 (7)

Sendo:

X4c1 = conversdo de 4cido graxo livre;
A, = indice de acidez inicial,

Af = indice de acidez final.

A acidez foi calculada assim que as amostras foram retiradas do
shaker, evitando assim a evaporagdo dos componentes.

4.2.25 Determinagdo da atividade enzimatica da lipase CALB
imobilizada em NPs de PUU com Fe304em duas etapas

Para a imobilizagdo da lipase CALB em NPMs de PUU em
duas etapas, ap6s a incubacdo em shaker um campo magnético externo
foi aplicado na solugdo contendo enzima, tampdo fosfato e NPMs-Fe304
(Figura 40). A atividade do sobrenadante (ndo atraido pelo ima) foi
guantificada através do consumo de acido laurico na esterificacdo entre
0 acido laurico e o propanol com razdo molar &cido-alcool 3:1 a
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temperatura de 60 °C, sob agitagdo a 450 rpm por 40 minutos, adaptada
de Oliveira e colaboradores (2006).

Para as medidas de atividade da enzima livre 5% (m/m) do
extrato enzimatico foi pesado e para as medidas da enzima imobilizada,
5% (m/m) do sobrenadante ndo atraido pelo imad (contendo solucdo
tampdo fosfato e enzima ndo imobilizada) foi pesado, ambos
adicionados ao sistema reacional contendo acido laurico e propanol.

Figura 40 - Medida de atividade da lipase CALB em PUU-NPMs.
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Fonte: Autor (2015).

A reacdo foi iniciada pela adi¢do do sobrenadante (para enzima
imobilizada) ou extrato enzimatico (enzima livre) ao meio reacional, em
um reator de vidro aberto, de 20 mL, provido de agitacdo magnética e
conectado a um banho termostatico (MQBTC Micro Quimica).
Aliquotas de 150 uL, em triplicata, foram retiradas do meio reacional no
tempo zero e ap6s 40 minutos de reacdo e foram diluidas em 20 mL de
acetona-etanol (1:1) com a finalidade de cessar a reacdo e extracdo dos
acidos restantes. A quantidade de acido laurico consumido foi
determinada por titulagdo com NaOH 0,01 M até pH 11. Uma unidade
de atividade foi definida como a quantidade de enzima que conduz ao
consumo de 1 pmol de &cido laurico por minuto nas condicfes
experimentais descritas. Todas as determinaces de atividade enzimética
foram realizadas em triplicata e o desvio padrdo entre medidas foi
calculado e apresentado nos resultados e discussdo. A atividade de
esterificacdo foi calculada pela Equacéo 8.

Vo— V.
Atividade (U/g) = o = Vao) *M* 103
t*ma

(8)
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Sendo:

M = molaridade da solu¢do de NaOH;

Vo = volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra retirada no tempo
zero (mL);

V4 = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada ap6s 40
minutos de reagdo (mL);

ma = massa de preparacdo enzimatica (sobrenadante) utilizada na reagdo
(9);

t = tempo de reacdo (min);

1U =1 pmol de &cido/min.

Apdbs a medida da atividade da enzima imobilizada em NPMs
de PUU, controlando a atividade inicial e final de CALB no
sobrenadante da imobilizacdo, a atividade relativa do derivado foi
calculada em relagdo a atividade da enzima livre, segundo a Equagéo 9.

A (U/g) enzima imobilizada ©)
AR (%) = 100 — * 100

A (U/g) enzima livre

4.2.3 Caracterizacéo do derivado enzimatico
4.2.3.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foi realizada utilizando um espectrometro IR Prestige-21 da
marca Shimadzu, alocado no Laboratério de Controle de Processos e
Polimerizagdo (LCP) da UFSC. A analise foi realizada com a finalidade
de verificar a interagcdo da enzima no derivado polimérico magnético.
Para as amostras contendo enzima imobilizada, o derivado foi atraido
magneticamente por um campo magnético externo apos a imobilizagéo e
seco em estufa a 60°C. As amostras foram compactadas com brometo de
potassio (KBr) e analisadas com resolucéo de 4 cm™, com 32 varreduras
em um intervalo de 4000-400 cm™.

4.2.3.2 Morfologia da lipase CALB imobilizada em NPMs de PUU e
tamanho de particula

A morfologia da lipase imobilizada CALB em duas etapas foi
determinada utilizando microscopio 6ptico de fluorescéncia (moédulo
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deconvolucéo, Leica DM5500) com filtros UV, azul e verde, alocado no
Laboratdrio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da UFSC. A
fracdo magnética dos latices (contendo corante 6-Coumarin), atraida por
um campo magnético externo, foi diluida em agua destilada (1:10) e
gotejada em uma lamina de vidro a temperatura ambiente.

Para a imobilizacdo conduzida em uma Unica etapa, o didmetro
médio (em intensidade) das gotas de monémero (Dg) e das particulas de
polimero (Dp) e o indice de polidispersdo (Pdl) foram determinados pela
técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (Dynamic Light Scattering-
DLS) utilizando o equipamento Zetasizer Nano S ZEN1600 (angulo do
feixe incidente de 173° e comprimento de onda do laser de 633 nm), da
Malvern Instruments, alocado no Laboratdrio de Controle e Processos e
Polimerizacdo (LCP) da UFSC. As leituras foram feitas pela dilui¢cdo do
latex em agua destilada (1:10) e os valores finais foram expressos pela
média de duas medidas.

4.2.3.3 Estabilidade da enzima imobilizada ao armazenamento

A imobilizagdo de Candida antarctica em NPMs de PUU (em
duas etapas) foi avaliada frente ao armazenamento da enzima
imobilizada, nas condicBes de 10 % de NPMs-AO no suporte liofilizado
e 2 mg/mL de enzima em tampdo fosfato. A amostra foi armazenada a 4
°C e a atividade relativa foi medida a cada dois dias de armazenamento,
conforme descrito no item 4.2.2.5.

4.2.3.4 Estabilidade ao pH

A estabilidade das lipases ao pH foi avaliada pela incubacéo da
enzima (livre e imobilizada em duas etapas) em solucGes tampéo pH 4,
7 e 10 por 6 horas a 30 °C em shaker com agitagdo de 150 rpm. No
estudo da estabilidade da enzima imobilizada, as condicbes de
imobilizacdo utilizadas foram de 10% de NPMs-AO no suporte
liofilizado e 2 mg/mL de enzima em tampdo com diferentes faixas de
pH (4, 7 e 10). A atividade relativa (%) foi medida conforme descrito no
item 4.2.2.5.

4.2.3.5 Estabilidade a temperatura
A estabilidade térmica das lipases a diferentes temperaturas foi

avaliada pela incubacdo da enzima (livre e imobilizada em duas etapas)
em shaker com agitagdo de 150 rpm em uma faixa de temperatura de 40
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a 80 °C. No estudo da estabilidade da enzima imobilizada, as condi¢Ges
de imobilizacdo utilizadas foram de 10% NPMs-AO no suporte
liofilizado e 2 mg/mL de enzima em tampdo pH 7,6 com diferentes
faixas de temperatura (40, 60 e 80 °C). A atividade relativa do derivado
(%) foi medida conforme descrito no item 4.2.2.5.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Imobilizagdo de lipase CALB em NPMs de PUU via
polimerizacdo interfacial em miniemulséo

Apos a obtencdo da lipase CALB imobilizada na superficie das
NPMs de PUU via polimerizagdo interfacial em miniemulsdo, o
derivado magnético atraido por um campo externo foi analisado em
microscépio éptico de fluorescéncia e os diametros de particula foram
medidos por DLS. Apds a constatacdo da presenca da lipase CALB na
superficie das particulas poliméricas magnéticas, o derivado magnético
foi aplicado como catalisador em reagBes de sintese organica para
producdo de ésteres aromaticos (geranil oleato e geranil propionato) e
éster de etil oleato.

4.3.1.1 Morfologia das NPMs de PUU com lipase CALB imobilizada

As imagens de microscopia optica de fluorescéncia para as
fracbes de latex atraidas por um campo magnético externo sao
apresentadas na Figura 41.

A partir da Figura 41 é possivel confirmar a ligacdo enzima-
NPMs de PUU, através da presenca da lipase (coloracdo verde) na
superficie das NPs sintetizadas. Esta ligacdo é proveniente do
grupamento amida na superficie da lipase e do grupamento NCO
oriundo do IPDI, uma vez que a ligagdo de formagdo de PUU ocorre na
interface 6leo/agua parte do IPDI presente nas gotas pode reagir com o
grupamento amida da enzima (sollvel na fase aquosa) (CIPOLATTI et
al., 2014).

Cipolatti e colaboradores (2014) imobilizaram a lipase CALB
em NPs peguiladas de PUU via polimerizacdo em miniemulsdo e
observaram a morfologia da lipase-polimero pela técnica de microscopia
optica de fluorescéncia. A partir da andlise da enzima em sua forma
livre, observaram a fluorescéncia da CALB na cor verde e do polimero
formado em coloragdo mais escura. Desta forma, as nanoparticulas de
PUU finais contendo lipase, apresentaram nicleo de coloracdo mais
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escura e extremidades das NPs com coloracdo verde, confirmando a
ligagdo enzima-polimero na superficie das NPs sintetizadas.

Figura 41 - Morfologia das nanoparticulas magnéticas de PUU com lipase
CALB ap6s polimerizagéo interfacial em miniemulséo.

O didmetro médio em intensidade das gotas (Dg) e das
particulas (Dp) e o indice de polidispersdo (Pdl) das reagdes 11 e 12 foi
medido por DLS. Com a andlise da Tabela 10 é possivel observar que o
Dg e o Dp mantiveram-se estaveis, indicando que a polimerizacdo
ocorreu preferencialmente nas gotas, estaveis durante a polimerizag&o.

Tabela 10 - Didmetros médios em intensidade das gotas (Dg), didmetros médios
em intensidade das nanoparticulas (Dp) magnéticas de PUU com CALB
imobilizada e indice de polidisperséo (Pdl) medidos por DLS.

Amostra Dg Pdlg Dp Pdlp
(nm) (nm)

PUU-10%NPM-2%E 198,2+0,7 0,190 203,2+1,2 0,201
PUU-10%NPM-10%E  218,6+0,4 0,201  225,8+0,7 0,230

Com a adicdo da enzima ao processo de miniemulsificacdo, 0s
didmetros aumentaram em relacdo ao didmetro de PUU com 10% de
NPMs-AO (Dp 177 nm, se¢do 3.3.3.3) aumentando para 203 e 225 nm
quando utilizadas concentragdes de 2 e 10% de enzima em relagdo aos
mondmeros, respectivamente. Este aumento estd associado a presenca
da lipase na superficie das NPs poliméricas magnéticas.
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4.3.1.2 Aplicacao da lipase imobilizada em reacdes de sintese organica

Com o intuito de explorar o potencial catalitico da lipase CALB
imobilizada nas NPs magnéticas de poli(ureia-uretano), reacdes de
esterificacdo em diferentes sistemas foram realizadas e os resultados séo
apresentados nas Tabelas 11 a 14. As maiores conversdes em etil oleato
(Tabela 11) foram obtidas quando o latex total, ap6s a polimerizacdo
interfacial em miniemulsdo, (sem separacdo magnética) foi utilizado,
atingindo conversao de 98,2%.

Tabela 11 - Percentual em &cidos graxos livres e conversdes em ésteres na
sintese de etil oleato a 50° C, 150 rpm, RM alcool:4acido 1:3 em 4 horas
reacionais.

Suporte % AGL % conversdo
em éster
PUU-10%NPM-2%E 15,0 85
PUU-10%NPM-10%E 13,7 86,3
PUU-10%NPM-2%E* 1,8 98,2

*reacBes realizadas com o latex total ap6s a imobilizacdo via polimerizagdo em
miniemuls&o interfacial.

De Souza (2013) estudou a imobilizacdo da lipase de Candida
antarctica em nanoparticulas de Fe30, modificadas com -
aminopropiltrietoxisilano (APTS) e glutaraldeido, e observou o
comportamento da lipase imobilizada na aplicacdo em reac@es de sintese
de etil oleato atingindo conversdes de 90% em 48 horas de reacéo.

Bernardes e colaboradores (2007) obtiveram baixas conversdes
em etil oleato quando a adicdo de etanol foi realizada em uma Unica
etapa (16,9% em 8 horas). Para isto, a adicdo gradual foi realizada a fim
de evitar a desativacao da lipase por uma concentragdo elevada de alcool
no inicio do sistema reacional.

Desta forma, os suportes utilizados na imobilizagdo da CALB
foram testados em reagdes de producdo de etil oleato com adi¢do de
etanol em trés etapas, e os resultados sdo apresentados na Tabela 12. As
conversbes obtidas foram superiores as descritas anteriormente, com
adicdo Unica de etanol.
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Tabela 12 - Percentual em &cidos graxos livres e conversdes em ésteres na
sintese de etil oleato com substrato adicionado em etapas a 50° C, 150 rpm, RM
alcool:acido 1:3 em 4 horas reacionais.

Suporte % AGL % conversédo
em éster
PUU-10%NPM-2%E 2,6 97,4
PUU-10%NPM-10%E 5,6 94,4
PUU-10%NPM-2%E* 0,4 99,6

*reacOes realizadas com o latex total apés a imobilizacéo via polimerizagdo em
miniemulséo interfacial.

Na producdo de geranil oleato, conversdes de 100% foram
obtidas em todas as faixas estudadas (Tabela 13). Dados semelhantes
sdo descritos por Paroul e colaboradores (2011), cujo trabalho foi
realizado em temperatura de 50 °C, razdo molar geraniol:acido oleico
3:1 e 55 % (m/m) de lipase comercial Novozym 435, obtendo uma
conversdo de 98,71% em éster.

Tabela 13 - Percentual em &cidos graxos livres e conversdes em ésteres na
sintese de geranil oleato a 40° C, 150 rpm, RM alcool:acido 1:3 em 6 horas
reacionais.

Suporte % AGL % converséo
em éster
PUU-10%NPM-2%E 0 100
PUU-10%NPM-10%E 0 100
PUU-10%NPM-2%E* 0 100

*reagBes realizadas com o latex total ap6s a imobilizagdo via polimerizagéo em
miniemuls&o interfacial.

Na sintese de geranil propionato 100% de conversdo foi obtida
(Tabela 14) para reacdes com latex total e em reagdes com o derivado
atraido pelo campo magnético. Paroul e colaboradores (2010) obtiveram
conversdes acima de 95% quando utilizado 10% (m/m) da lipase
comercial de Candida antarctica (Novozym 435) a 40 °C em razdo
molar alcool:acido de 3:1.
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Tabela 14 - Percentual em acidos graxos livres e conversdes em ésteres na
sintese de geranil propionato a 40° C, 150 rpm, RM &lcool:4cido 1:3 em 6 horas
reacionais.

Suporte % AGL % conversédo
em éster
PUU-10%NPM-2%E 12,8 87,2
PUU-10%NPM-10%E 0 100
PUU-10%NPM-2%E* 0,7 99,3

*reacOes realizadas com o latex total apds a imobilizagdo via polimerizagdo em
miniemuls&o interfacial.

As altas conversGes obtidas quando o latex total foi utilizado
como catalisador nas reacOes de esterificacdo podem ser atribuidas a
enzima adsorvida nas particulas de PUU puro. Estas por sua vez nao sao
atraidas pelo campo magnético, resultando (em determinados casos) em
menores conversdes quando o derivado magnético (atraido pelo campo
magnético externo) foi utilizado como catalisador, uma vez que a massa
total de enzima é reduzida. Como discutido anteriormente no item
3.3.3.1, para uma concentracdo de 10% de NPMs-AQ no suporte, cerca
de 17% do polimero total possui NPM-AO encapsulada.

Em geral, as condi¢fes de imobilizacdo utilizadas para as
reacOes de esterificacdo conduziram a altas conversfes em todos 0s
sistemas reacionais testados. A utilizacdo de enzimas em reagdes desta
natureza vem a suprir inconvenientes que podem ser encontrados em
uma rota quimica convencional com a utilizacdo de um catalisador
acido, por exemplo.

O método de imobilizagdo mostrou-se eficaz, com relevante
aplicacdo na area de sintese organica e producédo de ésteres aromaticos.
Além de ser um processo inovador, uma vez que a técnica de
imobilizacdo em uma Unica etapa via polimerizacdo interfacial em
miniemulsdo nunca foi reportada anteriormente na literatura para
nanoparticulas magnéticas encapsuladas em matriz polimérica de
poli(ureia-uretano).

4.3.2 Imobilizacdo da lipase CALB em NPMs de PUU em duas
etapas

A imobilizacdo da lipase CALB em NPMs de PUU via
mecanismo em duas etapas pode ocorrer por dois métodos diferentes:
ligacéo covalente e/ou adsorg¢do fisica.
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O primeiro método pode ocorrer pela ligagdo covalente entre o
grupamento amida, na superficie da lipase, com o grupamento NCO
residual do suporte (ndo consumido durante a encapsulagdo). Como
apresentado no item 3.3.3.2, na analise de FTIR das NPs magnéticas de
PUU, o diisocianato ndo foi detectado apds a polimerizacdo interfacial
em miniemulsdo, desta forma, mesmo que presente, a concentracdo de
NCO ¢ baixa, reduzindo a possibilidade de ligagdo entre 0 NCO e a
superficie da enzima.

O segundo método ocorre pela adsorcéo fisica entre o suporte e
a lipase durante o contato em solucgdo tampdo. O principal problema na
adsorcdo € a liberacdo da enzima ligada ao suporte, devido a fraca
interacdo entre os materiais, ja a forca de ligagdo entre o suporte e a
enzima ancorada covalentemente evita a dessorcdo catalisador-suporte
durante e apos o processo de imobilizacdo. Apesar da imobilizagdo néo-
covalente apresentar este inconveniente, a atividade da enzima
permanece praticamente inalterada ap6s o processo de imobilizacdo e
um dos principais fatores que determinam a estabilidade da enzima no
suporte € a interacdo eletrostatica (KHOOBI et al., 2015).

Em um primeiro momento, foi avaliado se as NPMs de PUU
liofilizadas poderiam interferir no pH do sistema de imobilizacdo em
tampdo fosfato 0,1M, uma vez que as NPMs encapsuladas possuem
recobrimento com &cido oleico. Para isso, o suporte liofilizado foi
incubado em shaker nas condigdes de temperatura e agitacdo propostas
para o0 processo de imobilizacdo e o pH do meio foi monitorado.
Durante as 6 horas de incubagdo, o pH se manteve estavel na faixa entre
75¢e7,6.

4.3.2.1 Estudo da influéncia de material magnético no suporte e
concentracao de enzima

A lipase CALB foi imobilizada pelo processo em duas etapas
pelo contato das nanoparticulas poliméricas magnéticas liofilizadas e a
enzima em solucdo tampdo fosfato 0,1M. Com o0 objetivo de avaliar a
interferéncia do material magnético encapsulado no suporte em relagéo
a atividade da enzima livre (18,7 U/g), as trés concentragcdes de
magnetita utilizadas na encapsulacdo em PUU (item 3.3.3.3) foram
avaliadas.

A Figura 42 apresenta os resultados de imobilizagdo em um
periodo de incubacdo em shaker de 6 horas a 30 °C com uma
concentracdo de enzima de 0,55 mg/mL. As barras de erro estdo
apresentadas, porém o desvio padrdo calculado ndo ultrapassou 2% em
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todas as titulacdes realizadas. Como observado, com tempo minimo de 1
hora, a lipase imobilizada nas nanoparticulas poliméricas magnéticas
apresentou 86,6; 85,5 e 86,7% na atividade relativa em relacdo a enzima
livre para concentracdes de 5, 10 e 30% em massa de magnetita no
suporte (condicBes Al, A2 e A3), respectivamente.

O procedimento de imobilizacdo levou a maiores atividades
relativas com o decorrer do tempo e/ou manteve-se estavel em todas as
concentracbes de FezO4 utilizadas no suporte, atingindo atividade
relativa (em relacdo a atividade da enzima livre) de 90,5; 87 e 91% em
tempo de 6 horas para as concentragdes 5, 10 e 30% de Fe3Oy4.

Figura 42 - Tempo de imobilizacdo da lipase CALB em NPMs de PUU com
diferentes concentragdes de Fe;O, e 0,55 mg/mL de enzima em solucdo tampéo
fosfato.
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Como em uma hora de imobilizacdo a lipase imobilizada
apresentou elevada atividade, para a concentracdo de 2 mg/mL de
enzima, nas mesmas condi¢cfes de suporte testadas acima, a atividade
relativa foi medida apdés 30 minutos e foi acompanhada até 6 horas de
contato. A Figura 43 apresenta os resultados de imobilizacdo durante 6
horas de incubagcdo em shaker a 30 °C com concentracéo de enzima de 2
mg/mL (condi¢Bes A4, A5 e A6). As barras de erro estdo apresentadas,
porém o desvio padrdo calculado ndo ultrapassou 2% em todas as
titulagdes realizadas.
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Como observado, com tempo minimo de 30 minutos, a lipase
imobilizada apresentou 81,6; 81,2 e 80% de atividade relativa em
relacdo a enzima livre para concentracdes de 5, 10 e 30% em massa de
magnetita, respectivamente, demonstrando a radpida adsorcdo entre a
lipase e o suporte logo no inicio do processo de imobilizagdo. Com o
decorrer das medidas relativas, a atividade aumentou ou manteve-se
estavel em todas as concentracbes de FesQ, utilizadas no suporte,
atingindo atividade relativa de 85,6; 84,5 e 85,4% em 6 horas para as
concentracdes iniciais tedricas de 5, 10 e 30% de Fe;O4 em relacdo ao
IPDI

Figura 43 - Tempo de imobilizagdo da lipase CALB em NPMs de PUU com
diferentes concentracdes de Fe;0O, e 2 mg/mL de enzima em solucdo tampéo
fosfato.
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O aumento da concentracdo de enzima nao levou ao aumento da
atividade relativa no processo de imobilizacdo, uma vez que elevando a
concentracao da lipase os valores de atividade relativa permaneceram na
mesma faixa, ou até em faixas inferiores. Este fato indica que a
superficie do suporte (nanoparticulas poliméricas magnéticas) pode estar
saturada com enzima adsorvida, desta forma, o aumento da quantidade
de catalisador no processo ndo conduz a valores mais elevados de
atividade. A adsorcdo da CALB sobre o suporte ocorre primeiramente
na superficie disponivel, e ap6s a superficie estar coberta, ocorrem a
formag&o de agregados de enzima. A agregacgdo de proteinas é possivel
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em solucdo aquosa, e os agregados formados podem ser adsorvidos a
superficie (MILETIC et al., 2010).

A Figura 44 ilustra a separacdo do material magnético, com
enzima imobilizada, da solucdo tampéo fosfato ndo atraida pelo campo
magnético externo. Como é possivel observar na Figura 44, o suporte
contendo NPs poliméricas magnéticas e lipase é totalmente atraido pelo
campo magnético externo, o que indica que o suporte contendo enzima
mantém suas propriedades superparamagnéticas apds o0 processo de
imobilizacéo.

Bussamara e colaboradores (2013) imobilizaram lipase de
Pseudomonas cepacia pela deposicdo de NPs magnéticas de niquel (Ni)
na superficie do catalisador, sem nenhum recobrimento do material
inorganico ou modificacdo de sua superficie. Apesar da simplicidade do
método e altas retencBes de atividade em relacdo a enzima livre, a
auséncia de um estabilizante nas NPs de Ni pode acarretar em
aglomeracdo das NPs em solucdo aquosa, resultando em excesso de Ni
livre aglomerado, podendo causar inconvenientes no processo de
imobilizacéo.

Figura 44 - Lipase CALB imobilizada em NPMs de PUU em solugéo tampéo
fosfato sem a aplicagcdo de um campo magnético externo e com a aplicagdo de
um campo magnético externo.




111

4.3.2.2 Caracterizagdo da enzima imobilizada por Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
foi utilizada para andlise da lipase CALB livre e da lipase imobilizada
em duas etapas com concentracdo de enzima (em relacdo ao tampéo
fosfato) de 2 mg de enzima/mL em suporte de NPs de PUU com relagéo
tedrica inicial de10% de Fe;O,4em relacdo ao IPDI.

O espectro de FTIR (Figura 45) confirma a formacdo de poli
(ureia-uretano) no suporte, sintetizado previamente ao procedimento de
imobilizacdo, pelas bandas de absor¢do com picos localizados em 1748
cm™ (grupo uretano, C=0) e 1696 cm™ (grupo ureia, N-H).

A auséncia de banda de absorcdo localizada em 2270 cm™,
correspondente ao grupo isocianato (N=C=0), confirma o consumo total
do diisocianato durante a reacdo de polimerizacdo. As bandas de
absorcdo localizadas em 621 e 584 cm™ correspondem a vibracdes
caracteristicas de ligac6es Fe-O das NPs de Fes0,, e podem ser vistas no
espectro das NPs magnéticas de PUU com 2 mg/mL de enzima
imobilizada.

Figura 45 - Espectro de FTIR da (a) CALB livre e (b) 2 mg/mL de CALB
imobilizada em NPs de PUU com 10% de NPMs-AO em massa (em relacdo ao
IPDI).
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O espectro da lipase CALB livre mostra um espectro tipico de
proteinas com bandas de absor¢do associadas ao grupo amida (CONH)
primério e grupo amida secundario em 1652 e 1542 cm™ (BARTH,
2007; FORESTI et al., 2010). Apo6s a imobilizacdo, estes grupos
permaneceram no espectro da lipase imobilizada, o que indica a
presenca de enzima nas particulas poliméricas magnéticas apds o
processo de imobilizag&o.

Devido a auséncia de diisocianato no espectro das NPs
magnéticas de PUU (item 3.3.3.2) e nas NPs magnéticas de PUU com
enzima imobilizada (Figura 45) e ao fato dos picos com absor¢do em
1652 e 1542 cm™ ndo apresentarem alteragdo apés a imobilizagdo,
conclui-se que o processo foi conduzido por adsorcdo fisica entre
suporte-lipase.

4.3.2.3 Morfologia das NPMs de PUU com lipase CALB imobilizada
em duas etapas

O derivado contendo NPs magnéticas de PUU com lipase
imobilizada foi avaliado por microscopia eletrénica de varredura MEV-
FEG a fim de verificar se o processo de imobilizacdo por adsor¢édo
poderia acarretar em mudangas na morfologia da particula.

As micrografias da condi¢do de imobilizacdo A4 (5% de
magnetita no suporte e 2 mg de enzima/mL em solugéo tampéo fosfato)
estdo apresentadas na Figura 46. Como pode ser observado, apos a
imobilizacdo da lipase na superficie do suporte ndo ocorreram alteragdes
de morfologia nas particulas, permanecendo esféricas. Nao foi possivel
observar a formacéao de agregados e a particulas permaneceram na faixa
de tamanho de 130 a 150 nm, correspondentes aos diametros
encontrados na condigdo de encapsulacdo de 5% de NPMs em PUU.

Apesar do sistema descrito neste trabalho nunca ter sido
reportado na literatura anteriormente (suporte com material magnético
encapsulado em matriz polimérica, sintetizado via polimerizacdo
interfacial em miniemulséo), as nanoparticulas obtidas por miniemulséo
(suporte), na faixa de tamanho de 100 a 270 nm, podem ser facilmente
dispersas em solugdo tampao apos sua liofilizagdo, mantendo-se estaveis
e ndo formando agregados durante o processo de imobilizacéo.
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Figura 46 - Micrografias de MEV-FEG das NPs magnéticas de PUU com 5% de
Fe;0,4 e 2 mgE/mL (condigdo A4) com barra de tamanhos de 100 nm (figura &
esquerda) e 1000 nm (figura a direita).

O método desenvolvido nesta etapa do trabalho foi
caracterizado frente a diferentes condicdes operacionais, como
estabilidade térmica, pH e armazenamento.

4.3.2.4 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica da enzima imobilizada é fator primordial
na caracterizacdo do processo, uma vez que a aplicacdo futura esta
diretamente ligada com a utilizacéo deste catalisador frente a diferentes
condi¢des reacionais, como tempo e temperatura. Os resultados em
termos de atividade relativa especifica (em relacdo a enzima livre; 18,7
U/g) estdo apresentados nas Figuras 47, 48 e 49.

As barras de erro estdo apresentadas, porém o desvio padréo
calculado ndo ultrapassou 2% em todas as titulagdes realizadas. A
atividade relativa da enzima imobilizada foi maior ou igual a atividade
relativa da enzima livre em todos os tempos e temperaturas estudados.

As atividades relativas para as enzimas imobilizadas ap6s 6
horas de incubacdo em temperaturas de 40, 60 e 80 °C foram de 93,8;
100 e 100%, respectivamente (valores calculados em relagcdo as
respectivas atividades iniciais), enquanto que para a enzima livre apds o
mesmo periodo nas mesmas temperaturas as atividades relativas
encontradas foram de 100, 98 e 98,1%, respectivamente para as
temperaturas de 40, 60 e 80 °C.
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Figura 47 - Estabilidade térmica da enzima livre e imobilizada a 40 °C.
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Figura 48 - Estabilidade térmica da enzima livre e imobilizada a 60 °C.
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Figura 49 - Estabilidade térmica da enzima livre e imobilizada a 80 °C.
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O aumento da temperatura acima da atividade 6tima da enzima
livre pode acarretar em uma ligeira alteracdo na conformacdo da
estrutura da lipase, resultando em acréscimo na atividade enzimatica
ap6s a imobilizagdo (RODRIGUES et al., 2013). Além disto, a
imobilizacdo pode acarretar em mudangas conformacionais na estrutura
da enzima, podendo alterar as propriedades finais do catalisador
(HANEFELD et al., 2009). Este comportamento pode ser observado
para a enzima imobilizada quando incubada a 60 e 80 °C, aumentando a
atividade relativa de 93,8% a 40 °C para 100% apés 6 horas de
imobilizacdo.

Para a enzima livre, ap6s 6 horas frente a diferentes
temperaturas, a temperatura 6tima encontrada foi em 40 °C, retendo
100% da atividade inicial. Na maioria das atividades medidas, as
enzimas livre e imobilizada apresentaram comportamento semelhante
frente a diferentes temperaturas.

Yong e colaboradores (2008) modificaram NPMs de Fe;04 com
trietoxivinilsilano (VTES), e metacrilato de glicidila (GMA) e cloreto de
metacriloxietil trimetil aménio (MATAC) foram enxertados na
superficie nas NPMs-VTES. A temperatura 6tima para enzima livre de
Candida rugosa foi de 35 a 40 °C, enquanto que para a enzima
imobilizada de 35 a 45 °C. Em temperatura de 80 ° C as lipases
retiveram menos de 50% da atividade relativa inicial. Estes dados
sdo inferiores ao obtidos no presente trabalho, na qual a temperatura de
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80° C enzimas livre e imobilizada apresentaram atividade relativa de
98,1 e 100% em relacdo a atividade inicial da enzima livre.

4.3.2.5 Estabilidade ao pH

A aplicacdo industrial da enzima imobilizada, esta relacionada
com a faixa de pH 6tima para seu uso, que esta diretamente relacionada
com a atividade da enzima. O pH desempenha papel importante no
estado de ionizacdo do sitio ativo e mantém a conformacéo adequada de
enzima.

Lipases livre e imobilizada foram incubadas em tamp&o com
diferentes valores de pH (4, 7 e 10) por 6 horas em shaker com
temperatura constante de 30 °C e agitacdo de 150 rpm e as atividades
relativas estdo apresentadas nas Figuras 50, 51 e 52. As barras de erro
estdo apresentadas, porém o desvio padrdo calculado ndo ultrapassou
2% em todas as titulacGes realizadas.

As maiores estabilidades ap6s 6 horas foram observadas em pH
7 e 10 para a enzima imobilizada, com atividades relativas de 100 e
98%, respectivamente, e pH 7 para a enzima livre com atividade relativa
de 100%. Em pH 10 a lipase imobilizada foi mais resistente ao pH em
comparagdo a enzima livre, que reteve apenas 64% da atividade inicial,
enguanto que a enzima imobilizada reteve 100%.

Em pH 4, ambas apresentaram queda na atividade, obtendo
atividade residual de 61,8 e 64,6% para enzima livre e imobilizada.

Figura 50 - Estabilidade em pH 4 da enzima livre e imobilizada a 30 °C.
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Figura 51 - Estabilidade em pH 7 da enzima livre e imobilizada a 30 °C.
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Figura 52 - Estabilidade em pH 10 da enzima livre e imobilizada a 30 °C.
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Ashtari e colaboradores (2012) estudaram a imobilizacdo de
glicose oxidase (GOD) em NPs magnéticas encapsuladas em silica. Para
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a imobilizagdo covalente de GOD em silica-NPMs a superficie desta foi
modificada com glutaraldeido e a imobilizacdo foi conduzida em
solucdo tampdo fosfato, com 15 mg de GOD em shaker a 200 rpm e 4
°C por 24 horas. As atividades maximas foram observadas em pH 4,3 e
5,2 para enzima livre e imobilizada e os resultados mostraram que a
enzima imobilizada foi menos sensivel ao pH em relacdo a enzima livre.

Xie e Ma (2009) estudaram a imobilizagdo da lipase Lipozyme-
TL em NPMs de FezO,4 revestidas com (3-aminopropil) trietoxisilano
(APES) e glutaraldeido foi utilizado como agente de ligacdo para ligar
covalentemente a enzima na superficie das NPMs. A imobilizagdo foi
realizada utilizando solucéo da lipase em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0.
O pH 6timo para a maxima atividade hidrolitica da lipase imobilizada
foi 7,5, enquanto que para enzima livre foi de 7, ambas com 100% de
atividade relativa. Porém em pH 10 a enzima imobilizada apresentou
menos de 50% de atividade relativa.

4.3.2.6 Estabilidade ao armazenamento

A imobilizacdo de enzimas em um suporte, com a finalidade de
aumentar a estabilidade em relacdo a enzima livre € um processo que
envolve um longo periodo de estudo e muitas vezes um processo
relativamente caro. Contanto, um dos principais interesses no processo
de imobilizacdo é aumentar a estabilidade do catalisador imobilizado
guando armazenado, uma vez que enzimas livres podem perder sua
atividade rapidamente quando armazenadas (ATACAN e OZACAR,
2015). Outro fator relevante esta relacionado com a economia no
processo industrial em virtude do menor consumo de enzima, através da
possibilidade de reuso.

A Figura 53 corresponde ao comportamento da atividade
relativa da enzima imobilizada em NPMs de PUU (em relagdo a
atividade da enzima livre) ap6s o armazenamento em refrigeraco a 4
°C. As barras de erro estdo apresentadas, porém o desvio padrdo
calculado ndo ultrapassou 2% em todas as titulacdes realizadas.
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Figura 53 - Estabilidade ao armazenamento a 4 °C da enzima imobilizada.
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O derivado na condicdo de imobilizacdo em duas etapas,
utilizando como suporte NPMs de PUU com 10% de Fe;O,4 apresentou
estabilidade ap6s 30 dias de armazenamento, mantendo a atividade
relativa na faixa de 85 a 90% em relagdo & enzima livre nos 20 dias
iniciais. Apds, a atividade do derivado reduziu de 82% (20 dias) para
72% com 30 dias de armazenamento.

Ficanha (2014) avaliou a atividade residual da enzima livre de
Candida antarctica sob o armazenamento em geladeira a 4 °C. No
sétimo dia de armazenamento a lipase apresentou aproximadamente
70% da atividade inicial (100%), e em um més de armazenamento a
atividade reduziu para menos de 40%, valores inferiores aos encontrados
para CALB imobilizada no presente trabalho.

4.4 CONCLUSOES

Lipase B de Candida antarctica (CALB) foi imobilizada em
nanoparticulas magnéticas de poli(ureia-uretano) por dois métodos
diferentes: em uma Unica etapa, através da polimerizacdo interfacial em
miniemulsdo e em duas etapas, ap0s a sintese das nanoparticulas
magnéticas de poli(ureia-uretano) e a adsorcdo enzima-suporte em
solucdo tampdo pH 7,6.
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A enzima imobilizada pelo processo de imobilizagdo em uma
Unica etapa foi utilizada como catalisador em diferentes reaces de
esterificacdo e altas conversdes em ésteres foram obtidas, atingindo
conversdes acima de 85% para todos os sistemas reacionais estudados.

Para 0 mesmo sistema de imobilizacdo, as analises de
microscopia optica de fluorescéncia mostraram a presenca de enzima na
superficie do polimero, indicando a ligacdo covalente entre o
diisocianato e o grupamento amino na superficie da lipase. Além disso,
as andlises de DLS mostraram o aumento do didmetro de particula com
0 aumento da concentragdo de enzima na formulacéo.

Quando a imobilizagdo foi conduzida em duas etapas,
atividades relativas de 90,5, 87 e 91% de enzima imobilizada em relacéo
a enzima livre foram obtidas em seis horas de imobilizacdo com 0,55
mg de enzima/mL de solucéo tampdo fosfato.

Resultados de FTIR confirmaram a presenca da lipase no
derivado de PUU com NPMs-AO. Micrografias de MEV-FEG
confirmaram a estabilidade do suporte apds o processo de imobilizacao.

Em temperaturas de 60 e 80 °C a enzima imobilizada
apresentou a melhor estabilidade de atividade relativa especifica, com
valores de 100% em relacdo a enzima livre, valores superiores aos
obtidos para enzima livre.

As maiores atividades apds a incubacdo em diferentes pHs
foram obtidas em solugéo tampdo pH 7 e 10, com atividades de 100 e
98%, no segundo caso (pH 10) o valor final foi superior ao da enzima
livre (64%).

A enzima imobilizada perdeu somente 28% de atividade apds
30 dias de armazenamento a 4° C.

Os diferentes métodos de imobilizacdo foram eficientes na
imobilizacdo da lipase no suporte magnético, apresentando resultados
satisfatérios no processo de imobilizacdo e na estabilidade frente a
diferentes condi¢cbes de pH e temperatura. Desta forma, as lipases
imobilizadas sdo vidveis para aplicacdo industrial e em pesquisa,
podendo substituir catalisadores quimicos em reacdes de biocatalise,
tendo como vantagem a facilidade de recuperacdo do derivado apds a
aplicacdo pela simples separagdo através de um campo magnético
externo.
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4.5 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Ao final do estudo da imobilizagdo da lipase CALB em NPs
magnéticas de poli(ureia-uretano) propde-se como sugestdes para
trabalhos futuros:

1. Aprimorar o0 método de imobilizacdo de CALB em uma Unica
etapa, caracterizando o derivado enzimdtico em relacdo a
estabilidade térmica, pH, armazenamento e reuso.

2. Avaliar a morfologia do derivado enzimatico obtido pela
imobilizacdo em duas etapas por microscopia Optica de
fluorescéncia.

3. Awvaliar as propriedades magnéticas do derivado obtido apds a
imobilizacdo em duas etapas.

4. Avaliar os sucessivos ciclos de uso do derivado enzimético
imobilizado em NPs magnéticas de PUU em duas etapas em
uma sintese de ésteres convencional descrita na literatura.

5. A ligacdo entre o suporte e a enzima discutida durante o
trabalho foi atribuida considerando as hipdteses de ligacdo
disponiveis entre os dois componentes, a fim de certificar o tipo
de ligacdo formada, propde-se a realizagdo de andlises que
possam elucidar os mecanismos de ligag6es envolvidos.






CONSIDERAGOES FINAIS

No presente trabalho, um sistema de sintese de suporte
polimérico magnético para imobilizacdo de lipase foi apresentado, o
qual possibilita a rapida separacdo do derivado enzimatico obtido do
meio reacional pela simples aplicacdo de um campo magnético externo,
viabilizando, desta forma, processos de imobilizacdo de enzimas e
apresentando como diferencial a recuperacdo do derivado para posterior
reuso.

Em um primeiro momento, foram obtidas as nanoparticulas
magnéticas de magnetita recobertas com &cido oleico, NPMs-AO, e as
particulas puras de polimero de poli(ureia-uretano), PUU, por
polimerizacdo interfacial em miniemulsdo, utilizando diisociananto de
isoforona, IPDI como diisocianato e 1,6-hexanodiol como poliol. Apds a
caracterizacdo destas, iniciou-se o processo de encapsulagdo das NPMs-
AO em PUU via polimerizagao interfacial em miniemulséo.

A influéncia de parametros como método de adi¢do das NPMs-
AO e concentragdo de NPMs-AO em relagdo ao mondmero hidrofdbico
foram estudados. Em geral, foi observado que para os dois métodos de
adicdo de NPMs-AO utilizados foram obtidos comportamentos
semelhantes, e segundo analise de TGA, a fracdo final em massa de
NPMs-AQ incorporada no polimero permaneceu na faixa de 30 a 34%.
O aumento na concentracdo de NPMs-AO levou a um aumento no
didmetro das particulas formadas, assim como um aumento no indice de
polidispersdo. NPs magnéticas de PUU apresentaram comportamento
superparamagnético com alta resposta magnética quando caracterizadas
por VSM.

Apos a sintese e caracterizagdo do suporte, este foi utilizado
para a imobilizacdo da lipase B de Candida antarctica utilizando duas
estratégias de imobilizacdo diferentes.

No primeiro método, a lipase foi imobilizada a0 mesmo passo
em que as NPs magnéticas de PUU foram sintetizadas, durante a reacdo
de polimerizacdo interfacial em miniemulsdo. Andlise de microscopia
Optica de fluorescéncia mostrou a presenca de lipase na superficie das
particulas sintetizadas, sendo que o didmetro destas aumentou com o
aumento da concentracdo de enzima na formulacdo da miniemulsdo. O
derivado enzimatico obtido foi aplicado em diferentes sistemas de
sintese de ésteres, sendo que altas conversdes foram obtidas para todas
as faixas estudadas, com resultados semelhantes e/ou superiores a lipase
comercial de Candida antarctica, Novozym 435.
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No segundo método realizado, a imobilizacdo foi conduzida
apos a sintese das NPs magnéticas de PUU (suporte), pelo contato entre
a enzima e o suporte em solucdo tampdo fosfato pH 7,6. Em seis horas
de imobilizacdo atividades relativas (em relacdo a enzima livre)
superiores a 87% foram obtidas com concentracdo de 0,55 mg de
enzima/mL de solugdo tampéo fosfato. Analise de FTIR confirmou a
presenca da lipase no derivado enzimatico ap0s o processo de
imobilizacéo.

A estabilidade térmica das enzimas livre e imobilizada
apresentou comportamento semelhante para temperaturas de 40, 60 e
80° C, com atividades relativas proximas de 100%. A enzima
imobilizada mostrou-se mais resistente a enzima livre quando incubada
em diferentes valores de pH. O derivado enziméatico magnético perdeu
apenas 28% de sua atividade ap6s 30 dias de armazenamento a 4° C.

Os resultados obtidos ap6s a imobilizacdo da CALB no suporte
polimérico magnético demonstraram o potencial da aplicacdo destas
nanoparticulas contendo material magnético encapsulado como sistemas
para imobilizacdo de enzimas de diferentes naturezas, apresentando
diversas vantagens em relacdo a suportes poliméricos, em funcdo das
propriedades magnéticas do material sintetizado.
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