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PRODUCAO ENZIMATICA DE POLI(e-CAPROLACTONA) EM DIOXIDO DE
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A utilizacdo de materiais poliméricos derivados do petréleo vem se constituindo em um sério
problema a ser resolvido, devido ao longo periodo de degradacéo, acarretando assim em
impacto ambiental. Neste sentido, a utilizacdo e a producédo de materiais biodegradaveis tém
sido noticia em diversos setores da sociedade. No presente estudo, foi avaliada a producao
de poli(e-caprolactona), polimero reconhecidamente biodegradavel, em diéxido de carbono
supercritico catalisada por uma lipase comercial Novozym 435. Policaprolactona (PCL) é um
dos mais atrativos poliésteres alifdticos para aplicagcbes biomédicas devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade e compatibilidade com uma ampla faixa de
polimeros. A sintese de policaprolactona em diéxido de carbono supercritico catalisada por
lipase foi realizada em sistema batelada, a fim de avaliar: (1) o efeito do teor massico de
enzima em relagdo ao monémero, (2) o efeito da presséo na reagdo e (3) a razdo massica
solvente/mondmero sobre o rendimento da reagdo. A andlise estatistica dos resultados
mostrou que tanto a massa de enzima quanto o efeito cruzado entre concentracdo de
enzima e a relagdo solvente:mon6mero foram significativos (95% de confianga) no
rendimento. De acordo com o planejamento experimental, com duas horas de reacdo, os
maiores rendimentos foram obtidos para as rea¢fes com 15% de enzima, que variaram de
63 a 76%. No entanto, rendimentos similares aos obtidos utilizando-se 15% de enzima
foram alcancados em cerca de 8 e 12 horas de reacdo para a cinética com 5% de enzima,
obtendo-se valores de 65 e 75%. A atividade enzimatica medida para as diversas condicbes

de operacéo e ao longo do tempo indicou a possibilidade de reuso da enzima.
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There has been a growing interest in the development of biopolymers toward reducing
environmental problems. In this work, the production of poly(e-caprolactone) was
investigated in supercritical carbon dioxide medium using a commercial lipase, Novozym
435. For this purpose, the experiments were conducted in batch mode assessing the effects
of enzyme concentration, system pressure and solvent to substrate (caprolactone monomer)
molar ratio on the reaction yield. The statistical analysis of the results revealed that the
enzyme content and the cross effect of enzyme concentration and solvent to substrate ratio
were significant at 95% confidence level. According to the experimental design, short
reaction times (two hours) led to the highest yields for 15 wt% enzyme, from 63% to 76%.
Nevertheless, similar reaction yields were also verified using 5 wt% enzyme at longer times,
8 and 12 hours, affording 65% e 75%, respectively. Enzyme activity measured for various

reaction conditions maintained almost invariant, hence indicating possible catalyst reuse.
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1 INTRODUCAO

Ao longo da década de 90, o processo de polimerizagcdo mediado por enzimas
emergiu como um método novo e importante para a producdo de polimeros. Como 0s
catalisadores tradicionais normalmente contenham espécies de metais toxicos e prejudiciais
ao ambiente, a catalise enzimatica € muitas vezes vista como uma alternativa favoravel
(KRISTOFER et al., 2006).

Abordagens biocataliticas em ciéncia de polimeros sdo esperadas para incrementar
ainda mais a diversidade de materiais poliméricos. Grande progresso tem sido alcancado
nos ultimos anos na aplicacdo de catélise enzimatica em ciéncia dos polimeros. A aplicacédo
de enzimas em sintese e transformacdo de polimeros apresenta-se como técnica bastante
atrativa (GEUS et al., 2005).

Em particular, a producéo de polimeros biodegradaveis de alta pureza é importante,
considerando seu potencial de aplicacdo nas diversas areas de medicina e de alimentos
(GREGOROWICZ, 2008), considerando que os polimeros sintéticos levam em média 150
anos para se degradarem, a consequéncia direta € a poluicdo ambiental. Assim, varios
paises no mundo j& reconheceram a necessidade de desenvolver restricbes ambientais
baseadas numa verdadeira politica de residuos nao-degradaveis voltada para o principio
dos 3R: reduzir a periculosidade desses residuos, reutilizar quando possivel, reciclar para
producéo de novos produtos (SEBIO, 2003).

O reverso dessa transformagdo € o enorme problema ambiental que o acumulo
desses materiais comega a gerar. Apesar de garantirem uma protecdo desejada para
diversos tipos de aplicagbes satisfazendo a necessidade de custo, conveniéncia, formatos,
marketing, protecéo fisica, quimica e Otica, os materiais plasticos utilizados atualmente ndo
sdo, em sua maioria, biodegradaveis e séo responsaveis por grande parte de residuos que
se acumulam na natureza (GONTARD & GUILBERT, 1994).

No Brasil, sdo geradas diariamente cerca de 228.413 toneladas de residuo. Dentre
0S materiais provenientes de coleta seletiva, 20% sdo plasticos e o destino final desses
materiais € muitas vezes incerto. Quando sdo descartados em meio aquatico, fica dificil
remové-los, restando-lhes a possibilidade de ali permanecer, podendo ou ndo degradar
(FARIA 2009).

Visando atenuar esses problemas, inUmeros estudos tém sido realizados no sentido
de apresentar materiais plasticos alternativos. Surgiu, entdo, o conceito de plastico
biodegradavel associado ao uso de matérias-primas renovaveis. Os biopolimeros, como s&o

chamadas essas matérias-primas, sdo macromoléculas sintetizadas seja por processos
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bioldgicos, seja por via quimica a partir de monémeros naturais ou idénticos aos naturais
(GUILBERT, 1992).

Os catalisadores enzimaticos frequentemente apresentam vantagens consideraveis
por apresentarem alta enantiosseletividade-1 e quimiosseletividade. Mais importante ainda,
esses catalisadores podem operar em condicdes mais brandas do que os catalisadores
metdlicos e séo considerados alternativas biocompativeis (KRISTOFER et al., 2006).

A utilizacdo de recursos naturais renovaveis como alternativa para produtos
derivados de combustiveis fésseis vem ganhando preferéncia, principalmente devido a sua
disponibilidade inesgotavel e as condi¢cdes ambientais (van DAM et al., 2005; JUAIS, 2009).
A preocupacdo ambiental levou a comunidade cientifica a buscar caminhos visando diminuir
0 uso de compostos organicos volateis (STASSIN et al., 2000). Nesse caso, a busca pelo
uso de catalisadores enziméaticos € fator determinante. Isso se deve a sua capacidade de
operar em condicbes amenas, reciclabilidade e biocompatibilidade, ja que a producéo de
substancias de alta pureza exige a utilizacdo de reagentes ndo-toxicos e economicamente
viaveis (HANS, 2006).

Os processos envolvendo fluidos supercriticos tém atraido especial atencdo nas
Ultimas décadas. Suas aplicacdes tém amplo alcance como em processos de extracao,
separacdo, fracionamento, reacdo e processamento de farmacos e polimeros
(KALOGIANNIS e PANAYITOU, 2006). Particularmente, a tecnologia que emprega fluidos
supercriticos e pressurizados tem recebido recentemente grande atengdo no campo da
formacao de particulas de polimeros biodegradaveis, que podem ser usados como sistemas
de liberacdo controlada de drogas e agentes bioativos (YUE et al., 2004).

As caracteristicas atrativas de fluidos em condi¢des supercriticas demonstram que
estes podem ser facilmente separados dos produtos da reacdo pela diminuicdo da pressdo
do sistema. Além disso, fluidos supercriticos tém propriedades de solventes que sé&o
ajustaveis entre os limites dos estados liquido e gasoso. Os fluidos na proximidade do ponto
critico apresentam alta difusividade e baixa viscosidade, caracteristica dos gases, e
densidade semelhante a dos liquidos (LOEKER et al., 2004).

Muita atencdo tem sido dedicada a catdlise enzimatica empregando o diéxido de
carbono supercritico (CO2 supercritico), sobretudo pelo baixo custo, por ser atoxico, ndo
inflaméavel, e pelo fato de que seus pardmetros criticos podem ser facilmente alcancados
(LOEKER et al., 2004).

Uma das enzimas mais comumente empregadas na reacdo de polimerizacdo de
caprolactona é a lipase de Candida antarctica fracdo B (CALB). A forma da enzima
imobilizada (Novozym 435) tem se mostrado extremamente eficaz para catalisar a

polimerizacdo de abertura de anel (Kristofer et al., 2006), uma vez que a polimerizacdo €
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simplesmente uma série de reacdes de policondensacdo completamente aleatérias que
produz polimeros com indice de polidispersao tipico de reac¢des de poli-condensacao.

A estabilidade de lipases em meio organico e sua capacidade para promover a
transesterificacdo e reagdes de condensacdo em uma ampla gama de substratos de baixa e
alta massa molar tem sido demonstrada. A aplicagdo de enzimas como catalisadores em um
ambiente ndo-natural era até agora predominantemente de dominio da quimica organica
(GEUS et al., 2005).

A policaprolactona (PCL) € um poliéster alifatico para aplicacdes biomédicas devido
a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e compatibilidade com uma ampla faixa de
polimeros (STASSIN et al., 2001).

Kristofer et al. ( 2006) mostraram que o0 produto resultante da polimerizacdo da
caprolactona ocorre em CO2 supercritico com massa molar e indice de polidispersao
comparaveis aos que se formam em solventes organicos liquidos convencionais.

O uso de Didxido de Carbono Supercritico (CO2) apresenta uma alternativa na
producdo de biopolimeros. A tentativa de avaliar seus efeitos na polimerizacdo surge como
desafio. E dentro desse contexto que este estudo objetiva investigar a producdo de poli(e-
caprolactona) em diéxido de carbono supercritico(CO2), catalisada pela lipase comercial
Novozym-435. O parametro empregado para avaliacdo da producgdo foi o rendimento da
reacdo em termos de polimero produzido. Além disto, foi determinada a atividade da enzima
apos a reacdo com o intuito de verificar a possibilidade de seu reuso. Deseja-se, assim,
colaborar cientificamente com este campo do conhecimento, onde se verifica flagrante

caréncia de estudos sistematicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O trabalho proposto tem como objetivo geral a producao de poli(e-caprolactona), em
meio contendo dioxido de carbono supercritico utilizando uma lipase comercial como

catalisador.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito das variaveis que influenciam a reacéo de polimerizagdo como: teor
massico de enzima em relagdo ao mondmero, presséo e razdo massica solvente/substrato;

- Determinar a atividade enzimética da enzima comercial utilizada (Novozym 435)
com a finalidade de verificar o impacto das condi¢des reacionais sobre a enzima,

- Determinar experimentalmente a cinética da reagéo de polimerizagéao;

- Selecionar condic¢des para a cinética de polimerizacao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Polimeros

Polimeros sé@o definidos como moléculas grandes, contendo um nimero de atomos
encadeados superior a uma centena. Suas propriedades se chamam macromoléculas de
elevadas massas molares, podendo ou nao ter unidades quimicas repetidas. Quando a
macromolécula € composta por unidades relativamente simples, repetidas varias vezes, ela
€ denominada polimero (do grego, muitas partes). Portanto, os polimeros sé&o
macromoléculas caracterizadas por seu tamanho, estrutura quimica e interacdes intra e
intermoleculares. Os polimeros que ocorrem normalmente na natureza sdo chamados de
biopolimeros, enquanto que aqueles obtidos por sintese a partir do petréleo sdo chamados
polimeros sintéticos; porém o mesmo principio basico de tecnologia aplica-se para ambos.

De acordo com o comportamento mecéanico, os materiais poliméricos podem ser
divididos em trés grandes grupos (BILLMEYER, 1984):

- As borrachas ou elastdbmeros sdo materiais que apresentam elasticidade em longa
faixa, a temperatura ambiente;

- Os pléasticos sdo materiais macromoleculares organicos usualmente tendo por base
resinas sintéticas ou polimeros naturais modificados, que embora sdlidos no estado final, em
algum estégio de seu processamento podem tornar-se fluidos e moldaveis por agéo isolada
ou conjunta de calor e presséao;

- As fibras englobam macromoléculas lineares orientaveis longitudinalmente, com
estreita faixa de extensibilidade, parcialmente reversiveis, termoestaveis, infusiveis em
alguns casos e sem alteragcdo substancial das propriedades mecénicas.

Através das caracteristicas tecnolégicas de fusdo e/ou de solubilidade, os polimeros
podem ser agrupados em:

- Termoplasticos que fundem por aquecimento e solidificam por resfriamento em um
processo reversivel e podem sofrer processo de extrusdo, laminacdo e injecdo
caracterizando os polimeros lineares ou ramificados. Eles estdo sujeitos a um grau de
degradacédo quimica que limita 0 nimero de reciclagens.

- Termorrigidos ou termofixos que fundem por aquecimento, porém sofrem reacao
quimica que causa a formacdo de ligagdes cruzadas intermoleculares, resultando numa
estrutura reticulada, infusivel e insollvel. Nao permitem reprocessamento, pois seu formato

ndo pode ser modificado.
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3.1.1 Classificacdo dos polimeros

a) Polimeros Naturais

Os polimeros naturais sdo aqueles normalmente encontrados na natureza, sendo
produzidos por organismos vivos e, neste caso, sdo chamados de biopolimeros. Dentre os
polimeros naturais estao os poli(hidroxialcanoatos) (PHAs) (FARIA, 2009).

Os PHAs pertencem a familia de poliésteres de acidos hidroxialcandicos acumulados
por diversas bactérias, na forma de granulos intracelulares de reserva de carbono e energia,
que atingem até 80% de massa seca da biomassa bacteriana (ANDERSON e DAWES,
1990; GOMEZ et al., 1993; STEINBUCHEL, 1991; SUDESH et al., 2000). Em geral, a
sintese de PHA por bactérias em um meio nutritivo ocorre quando ha excesso de fonte de
carbono e a limitacdo de pelo menos um nutriente necessario a multiplicacdo das células (N,
P, Mg, Fe etc.) (ANDERSON e DAWES, 1990; BRANDL et al., 1990; STEINBUNCHEL e
VALENTIN, 1995).

Os polimeros naturais sédo biodegradaveis no estado nativo, alguns deles tém ciclo
de vida relativamente curto, como no caso das ligninas. A titulo de exemplo, cita-se os
poliosideos e derivados (celulose, amido, goma, quitina,.etc); as proteinas (colageno,
gelatina e caseina) e a borracha natural. Alguns sdo frequentemente usados para a
fabricagdo de materiais de embalagem. A fim de melhorar a qualidade dos papéis, duas
outras matérias-primas intervém na composicdo: o amido e o caulino (VALETTE e de
CHOUDENS, 1989).

O uso de enzimas para sintese de polimeros in vitro tem sido ativamente estudado
na ultima década. A catdlise enzimatica tem fornecido uma nova estratégia sintética para a
producdo de polimeros. Por outro lado, os catalisadores organometélicos derivados de Zn,
Al, Sn ou Ge podem ser toxicos na natureza. Eles podem se concentrar na matriz
remanescente depois da degradacao do polimero (THTSSON e SRIVASTAVA, 2008).

b) Polimeros Sintéticos

Os polimeros sintéticos constituem provavelmente a via mais dificil do ponto de vista
das consideracbes feitas sobre os polimeros biodegradaveis. O caminho é aquele da
incorporacao de ligagfes labeis, tais como: éster ou amida nas cadeias principais para imitar
as substancias naturais utilizadas na producdo de materiais biodegradaveis como os

poliuretanos lineares, poliamidas e &lcool polivinilico (SEBIO, 2003). A biodegradabilidade
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relativa desses polimeros é devida a presenca de grupamentos sensiveis a hidrolise
enzimatica nas cadeias carbdnicas (LIN et al, 1996.)

Muitos dos plasticos, borrachas e materiais fibrosos que nos séo uteis nos dias de
hoje consistem em polimeros sintéticos. Os materiais sintéticos podem ser produzidos de
maneira barata, e as suas propriedades podem ser aprimoradas num nivel em que muitas
delas séo superiores as suas contrapartes naturais (CALLISTER, 2002).

Os poliésteres alifaticos (compostos nao ciclicos) sédo, deste modo, particularmente
0s mais interessantes, pois foram reconhecidos como os mais facilmente biodegradaveis de
todos os polimeros sintéticos (VERT, 1991).

Esses polimeros, em particular os poli-a-hidroxiacidos como os poli-acido glicélico
(HO-CH2-COOH) (PGA), os poli-L-acidos lacticos, (HO-CH (CH3)COOH) (PLLA) e os poli-e-
caprolactona, (PCL) sdo sintetizados por via quimica a partir dos monémeros de acidos
(TOKIWA, 1989).

3.1.2 Estrutura dos polimeros

Y

As cadeias poliméricas podem apresentar variacdes quanto a estrutura (linear,
ramificada, com ligagcbes cruzadas e em rede), tipo (homopolimeros e copolimeros), forma
de obtencédo (polimeros de condensacdo e polimeros de adicdo) e mecanismo de reacéo
(polimerizacdo em etapas e polimerizacdo em cadeia). Quando os meros séo ligados entre
si formando uma unidade continua, a cadeia é linear, quando as unidades sao conectadas
de forma tridimensional formando uma rede (ou mais redes unidas), o polimero é reticulado
ou contém ligacOes cruzadas; e quando uma cadeia possui ramificacdes laterais, o polimero
€ chamado de ramificado ou ndo-linear. A Figura 1 mostra as quatro formas basicas de
estrutura molecular para a formacao polimérica: linear, ramificada, cruzada e em rede
(AKCELRUD, 2007).
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Figura 1 - Representacdo esquematica de estruturas moleculares das cadeias poliméricas.
(a) Lineares, (b) Ramificadas, (c) Com ligagBes cruzadas e (d) Em rede. Os circulos
representam as unidades monoméricas que se repetem (CALLISTER, 2002).

3.1.3.Tipos de polimeros

Quanto ao numero de mondmeros envolvidos na formacdo da cadeia
macromolecular, os polimeros podem ser classificados de duas maneiras: polimeros
preparados a partir de um Unico mondmero, que sao chamados de homopolimeros; e
polimeros em que dois ou mais mondmeros sdo empregados, os copolimeros. Nestes
ultimos, as unidades monoméricas podem ser distribuidas aleatoriamente (copolimero
randémico ou aleat6rio), de modo alternado (copolimero alternado), ou em blocos
(copolimero em bloco) e, ainda, um polimero pode ramificar a cadeia de um outro polimero
graftzado ou enxertado. A Figura 2 apresenta uma representacdo esquematica da
classificagdo dos polimeros quanto aos monémeros envolvidos na sua formacgéo
(STEVENS, 1999; MANO, 1999 apud SANTOS, 2011).
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-A-A-A-A-A-A-A-A- Homopolimero
-A-B-B-A-B-A-A-B- Copolimero randémico
-A-B-A-B-A-B-A-B- Copolimero alternado
-A-A-A-A-B-B-B-B- Copolimero em bloco
-A-A-A-A-A-A-A-A- Copolimero graftzado

B-B-B-B-B

Figura 2 - Representagdo esquematica de um
homopolimero e de copolimeros (RAMOS, 2007).

Carothers, em 1929, propds uma classificacdo dos polimeros em duas categorias:
polimeros de condensacdo e polimeros de adicdo. Os polimeros de condensacédo séo
aqueles formados a partir de reacbes de condensacdo com eliminacdo de pequenas
moléculas: agua, acido cloridrico ou metanol (por exemplo, formacdo de poliamidas,
policarbonatos e poliuretano). J& os polimeros de adigdo sdo formados sem que haja saida
de moléculas orgénicas, sendo a estrutura da unidade repetitiva idéntica aquela do
mondmero (por exemplo, poliestireno, polietileno e poli(cloreto de vinila). A Figura 3
apresenta uma representagdo esquematica das reacdes para a obtencdo de polimeros de

condensagéo e de polimeros de adicdo (AKCELRUD, 2007).

n H R OH + n HO.C R — CHOLH ==

0 0 (2)
HY O~ R—0—C—R—C} OH + a1} HO

n H,C=CH

et
ohi® .

Figura 3 - Representacao das reac¢des de polimerizagdo: (a) Formacéo de
poliéster por meio da policondensacdo entre um diol e um diacido, com
eliminacdo de agua. Se R = (CH2)2 e R’ = fenila, o poliéster formado € o
poli(tereftalato de etileno). (b) Polimerizagdo do estireno exemplificando a
formacdo de um polimero de adi¢cdo, em que n é o grau de polimerizacéo do
polimero resultante (AKCELRUD, 2007).

Rotular um polimero como de adigédo ou de condensagéo pode ser inadequado, pois
alguns polimeros podem ser sintetizados a partir de reagentes diferentes, e,
consequentemente, pela classificagdo de Carothers, receberiam classificacdes diferentes

dependendo da rota sintética utilizada (STEVENS, 1999). Para evitar interpretacdo erronea,
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a classificagdo proposta por Flory surge baseada no mecanismo da reacéo, dividindo em
duas classes de polimeros: polimerizagcdo em etapas (inclui todos os polimeros de
condensacéo e aqueles formados por meio de etapas definidas) e polimerizagdo em cadeia
(essas reacOes requerem a formacdo de um centro ativo ao qual as moléculas de
mondmero adicionam-se para formar o polimero final). A Figura 4 mostra exemplos de

polimerizacdo em cadeia e de reacdo em etapas (AKCELRUD, 2007).

3.1.4 Propriedades dos polimeros

As propriedades dos polimeros dependem da estrutura quimica do material
processado, tais como: estrutura e massa molar, da composicao do material; da densidade;
do grau de cristalinidade; das temperaturas de transi¢cdes fisicas; etc. Assim, as
propriedades mecéanicas podem ser quantificadas atraves de métodos estabelecidos nas
normas técnicas (ASTM D 882-00, 2001).

Etileno

H H H H HH HH HHHH

R:4C=2C —sR-C~C: =p R=-C=Ci+CaC: mp R=C=C=C=C
~ H H H H HH HH HHHH
\
Inddador
Inicizgio Propagagio
(a)
Polietieno
HHHHHHHMH
— R CrC=~C~C~C=C~C~C R
HHHHHHHH
Terminagio
H H o HHHH g4 HH g HHHH
HO~-C-C-0OH+ C-C~-C-C-C-C ——% DH-C-C-0-C-C=C-C-C~C_ +H:0

Ho oH OH (b)

H H HHHH HH HHHH

Etibenagical Andy gdipion Pokdl Poliéster

Figura 4 — (a) Polimerizagcdo em cadeia para a formacdo de
polietileno. Esse processo envolve trés estagios distintos
(iniciacdo, propagacdo e terminacdo), em que na iniciacdo
uma espécie catalisadora reage com o mondémero, formando
um complexo ativo. Na propagacdo ocorre o crescimento
linear da molécula a medida que unidades do monémero se
fixam umas as outras em sucessao. A etapa de terminacao se
encerra quando as extremidades ativas de duas cadeias que
se propagam reagem entre si, formando uma molécula ndo-
reativa. (b) Reacdo em etapas representada pela formacao de
um poliol poliéster. O polimero é formado mediante reacdes
intermoleculares entre o etilenoglicol e o &cido adipico, com
eliminacéo de dgua (CALLISTER, 2002).
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As propriedades devem ser determinadas de forma confiavel e reprodutivel. Para
tanto, é necessario estabelecer sempre que possivel, correlagbes entre os resultados de
ensaios em laboratério em condi¢cdes padronizadas com o desempenho esperado do
material no seu ciclo de fabricagdo e de uso (SEBIO, 2003).

Para estabelecer tais correlagbes, é necessério conhecer as diferencas entre 0s
ensaios, em relagdo as varidveis externas que afetam o comportamento mecéanico dos
materiais poliméricos: temperatura, tempo ou velocidade de deformacéo, tipo de solicitacdo
e as condicdbes ambientais como, por exemplo, o efeito da umidade relativa sobre as
propriedades de um polimero hidrofilico (AGNELLI, 2001).

3.1.5 Biodegradacéo e biocompatibilidade

Na sociedade atual, o0 uso de materiais plasticos € muito frequente, devido o seu
baixo custo e grande durabilidade. Devido a maneira incorreta de descarte destes, seu uso,
no entanto, vem tornando-se um sério problema ambiental. Os plasticos permanecem no
meio ambiente por longo tempo, apresentando baixa degradacédo, prejudicando assim a
circulacdo de gases. Com isso, desenvolveram-se alternativas para resolver ou minimizar os
problemas gerados pelos plasticos. Os polihidroxialcanoatos sdo um exemplo de polimeros
gue apresentam propriedades termoplésticas interessantes e sdo biodegradaveis (GOMEZ e
BUENO-NETTO, 1997).

A biodegradacdo € um processo natural pelo qual os compostos organicos no meio
ambiente sdo convertidos em compostos simples, mineralizados e redistribuidos através dos
ciclos tais como, ciclo do carbono, nitrogénio e enxofre. Os microrganismos sao 0s principais
responsaveis pela degradacdo (CHANDRA e RUSTGI, 1998).

Para que um polimero seja usado em aplicacdes biomédicas é necessario que este
exiba biocompatibilidade, ou seja, a auséncia de toxicidade. Ja a biodegradabilidade € uma
vantagem adicional, pois evita que o polimero tenha que ser removido depois de um periodo
apropriado de implantagcdo em um organismo vivo. Os polimeros poli(e-caprolactona),
poli(glicolideos) e poli(lactideos) sdo de grande interesse pois sdo hidroliticamente instaveis
e degradam tanto in vitro como também in vivo, resultando no langcamento de subprodutos
atoxicos, como produto de degradagéo (DUBOIS, 1991 apud JAHNO, 2005).
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3.1.6 Fatores de degradacdo dos polimeros

Diversas definicbes tém sido utilizadas para degradagéo, no entanto, uma delas se
destaca como sendo um processo irreversivel que leva a uma alteracdo significativa no
material, sendo caracterizada tipicamente pela mudanca nas suas caracteristicas (massa
molar, estrutura quimica e forca mecénica) e ainda pela sua fragmentacao (LI, VERT, 1995;
MARIANI, 2005).

Apdés o depodsito no solo e compostagem em aterro, 0s materiais podem ser
degradados por fotodegradacéao (luz solar e catélise), quimiodegradacdo (dgua e oxigénio),
biodegradacédo (microorganismos e enzimas), degradacéo fisica (vento e macro organismo)
ou por combinacdo desses fatores com substéncias ambientalmente inofensivas ou com
produtos de menores moléculas que mais tarde podem ser metabolizados por
microorganismos. Nos melhores casos, esses materiais devem se transformar em biomassa
aerdbia microbiana com producao de H20 e CO2 ou em biomassa anaerdbia com producgéo
de hidrocarbonetos, acidos organicos e alcoois (RAPRA, 1989).

A fotodegradacao ou foto-oxidacao ocorre sob exposicdo a luz solar na presenca de
02 do ar. Ela pode ser aumentada pela adi¢cdo de catalisadores como os sais metalicos (Co,
Fe, Mg, Zn, etc) de &cidos graxos insaturados e aditivos pro-oxidantes. O problema maior é
o0 de formular os materiais de tal maneira que eles degradem depois de certo tempo de
exposicao a luz solar. Deve-se mencionar que foram identificados fotometabdlitos téxicos
em alguns desses polimeros fotodegradaveis que ja estdo disponiveis no mercado (SEBIO,
2003).

Na degradacdo quimica, os polimeros classicos (PE, PP, PS, etc) podem ser
guimicamente modificados pela implantacdo de um grupo funcional como C=0 na cadeia do
polimero com objetivo de conseguir acelerar uma degradacdo fotoquimica e quimica
(hidrdlise e oxidacg&o), como observaram ROPER & KOCH (1990).

A degradacdo biolégica ou biodegradacdo ocorre por acdo enzimatica de
microorganismos vivos, tais como: as bactérias, leveduras e fungos. A degradacdo fisica
ocorre sob acdo do vento pela corrosdao do material, ou por acdo de insetos, animais e
peixes que consomem o material como fonte de alimento podendo lhes ser toxicos. A
demanda por plasticos degradaveis esta intrinsecamente ligada aos fatores relacionados ao
ambiente, tais como: as atitudes dos consumidores, as legislacdes e as acoes reguladoras.
O problema ecoldgico que envolve os materiais plasticos sintéticos desperta um interesse
muito grande na Europa e nos EUA. Por exemplo, na Italia, j& ha projeto de lei que sugere
gue todos os plasticos utilizados em mercadorias ndo durdveis deverdo ser degradaveis. As

indastrias maritimas assinaram o tratado “MARPOL” que passaria a vigorar a partir do dia 10
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de janeiro de1994 proibindo o uso de embalagens ndo degradaveis nas embarcacfes em
alto mar (SEBIO, 2003).

Por meio do Comité para Plasticos Ambientalmente Degradaveis, a American Society
for Testing and Materials (ASTM), tem proposto varios métodos de analise e de
acompanhamento da biodegradacdo de polimeros. Normas tém sido estabelecidas para
cada um desses métodos propostos, visando a padronizacdo de procedimentos
relacionados a biodegradacdo (MEZZANOTE et al.; 2005).

3.1.7 Processo de degradacéo de biopolimeros

Segundo estabelecido pela American Standard for Testing and Methods (ASTM-D-
883), polimeros biodegradaveis sdo polimeros nos quais a degradagdo resulta
primeiramente da acdo de microrganismos tais como bactérias, fungos e algas de
ocorréncia natural. Em geral, derivam desse processo CO2, CH4, componentes celulares
microbianos e outros produtos (SWIFT, 1995).

A divisdo da cadeia principal, ou seja, a producéo de intermediarios de baixa massa
molar por diferentes formas: abibtica (sem a presenca de seres vivos) ou por organismos
vivos, ilustra o primeiro estdgio de degradacgéao (Figura 5).

Na segunda etapa, os microrganismos (bactérias e fungos), atuando como agentes
degradativos da natureza sdo o0s responsaveis pela degradacdo bidtica chegando até o
processo de mineralizacdo, sendo esta a Ultima etapa da transformacdo biol6gica dos
materiais organicos no solo, que ocorre simultaneamente com a imobilizacdo de nutrientes
minerais para atender a demanda nutricional da microbiota decompositora. Essa etapa pode
eliminar, por completo, o polimero original no meio ambiente, produzindo gas carbonico e
agua em processos aerdbicos ou, em condi¢Bes anaerbbicas, metano, gas carbbnico e agua
(ROSA et al., 2003; ROSA; PANTANO FILHO, 2003; INNOCENTINI-MEI; MARIANI, 2005;
KRZAN et al., 2006; VOLOVA et al., 2007).
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Figura 5 - Degradacdo de um polimero através de
diferentes processos.
Fonte: Adaptado de Innocentini-Mei e Mariani (2005)

3.1.8 Mercado de biopolimeros

H& aproximadamente 20 anos, os polimeros degradaveis estdo comercialmente
disponiveis. No entanto, ainda ndo sdo capazes de competir com 0s polimeros tradicionais,
devido ao seu custo, que vem diminuindo ao longo dos anos, mas que ainda é alto
comparativamente aos polimeros produzidos a partir do petréleo (DOTY, 2005;
MEZZANOTE et al.; 2005; VOLOVA et al., 2007).

No inicio do desenvolvimento dos materiais biodegradaveis, uma quantidade
expressiva de amido era utilizada na composicéo juntamente com polietileno. Como a base
polimérica nado sofria degradacdo, apenas desintegrava em pequenos pedacos, sO
degradando, portanto, a porcdo do amido, estes produtos foram duramente criticados

(KTISTI, 2005).
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No mercado atual, diversos plasticos com caracteristicas biodegradaveis ja estdo
disponiveis tais como polihidroxialcanoatos (PHAS), os polilactatos (PLA) e os poliglicolatos
(PGA) (SRIDEWI; BHUBALAN; SUDESH, 2006; SURIYAMONGKOL et al., 2007)

Em 2002, o mercado dos biopolimeros, era da ordem de 60 mil toneladas com preco
de comercializagdo de US$ 4/kg. A taxa de crescimento deste mercado é na ordem de 20%
ao ano e custos de producdo decresceram para cerca de US$ 2/kg. O preco de venda do
produto é o obstaculo principal para sua entrada no mercado, apontando-se um precgo teto
de cerca de US$ 2/kg (BORSCHIVER, 2008).

No uso cotidiano dos brasileiros, os polimeros degradaveis sédo raridades, no
entanto, o pais ja exporta de 50 a 60 toneladas por ano de poli(hidroxibutirato) (PHB) para
Europa, Japdo e Estados Unidos. O PHB ¢é obtido a partir de bactéria que usa o aguUcar
(sacarose) para transforma-lo em plastico (SILVA; RODRIGUES, 2001). A area de
polimeros biodegradaveis € um campo em desenvolvimento, com crescente utilizacdo nos
mais variados setores, embora ainda sejam verificadas poucas patentes (8,9%) relacionadas
com aplicac6es (FALCONE; AGNELLI; FARIA, 2007).

3.2 Poli( e-caprolactona)

A poli(e-caprolactona) (PCL), também chamada de poli(6-hidroxihexanoato) (P(6-
HH)), é um poliéster sintético de cadeia linear que € de grande interesse para a area de
biomateriais devido as suas propriedades mecanicas e sua biocompatibilidade (JELLINEK e
KACHI, 1989; ANDRADE et al., 2002 apud ALVES, 2008). E um polimero de caréater
hidrofébico, possui baixa temperatura de fusdo (55 a 60C). A PCLé conhecida pela sua
capacidade de formar blendas com outros polimeros (MARIANI, 2005; DENG et al.;2006).
Sua biodegrabilidade € devida ao grupo funcional éster presente na estrutura de sua
molécula, que pode ser hidrolizado pela acdo de enzimas microbianas (OHTAKI et al.;
1998).
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A Figura 6 ilustra a poli(e-caprolactona) em uma de suas formas de comercializacéo,

como flocos semi-cristalinos de aproximadamente 3 mm de diametro.

Figura 6 - Fotografia em tamanho natural de flocos
de poli(e-caprolactona) de aproximadamente 3 mm
de didmetro e massa molar entre 70000 e 90000
g/mol (SANTOS, 2011).

Diversas aplicacbes biomédicas da policaprolactona e seus copolimeros podem ser
encontradas na literatura. Darney et al. (1992) investigaram o uso de céapsulas de
caprolactona contendo levonorgestrel em implantes de contraceptivo subcutaneo. Hattori et
al. (2001) desenvolveram uma nova técnica para fixacdo de ossos utilizando fios de blenda
de poli(l-acido lactico) e poli(e-caprolactona); Lemmouchi et al. (1997) investigaram o uso de
copolimeros de e-caprolactona e d,l-dilactideo em liberacdo controlada de medicamentos
para tripanosomiase, uma doenca que acomete frequentemente animais domeésticos
africanos (CASTRO, 2006); den Dunnem et al. (1997) investigaram o uso de copolimero I-
dilactideo, d-dilactideo e e-caprolactona como biomaterial para reconstituicdo de nervos
periféricos.

Industrialmente, o custo de producdo da poli(e-caprolactona) ndo é muito elevado,
uma vez que pode ser obtido por polimerizagcdo da e-caprolactona (CL), um mondmero
relativamente barato, pela tradicional reacdo de oxidagdo Bayer-Viling a partir de
ciclohexanona (ALVES, 2008). A Figura 7 mostra a estrutura quimica do monémero &-

caprolactona e do polimero poli(e-caprolactona).
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(a) (b)

Figura 7 - (a) Estrutura quimica da e-caprolactona
na sua forma ciclica, com um anel de sete membros
e foérmula molecular C6H1002. (b) Estrutura da
poli(e-caprolactona) representada pela sua unidade
monomeérica, a e-caprolactona, com o anel aberto
(SIGMA-ALDRICH, 2010).

A PCL tem sido sintetizada por polimerizacdo em massa, solucdo ou suspensdo. Em
qualquer destas técnicas € utilizado um iniciador organometalico na presenca ou auséncia
de um co-iniciador contendo hidrogénio ativo (CASTRO, 2006).

Estudos sobre a polimerizacdo por abertura de anel (ciclo-adicdo) da e-caprolactona
(CL) foram concentrados principalmente na determinacéo de estruturas de centros ativos e
nas relacbes entre as cinéticas de propagacdo e reagbes secundarias (como
transesterificagdo inter ou intramolecular) (SLOMKOWSKI et al.,, 1998 apud SANTOS,
2011). Informacbes mais detalhadas sobre polimerizacdo da e-caprolactona estdo no item
3.5.

A PCL sofre degradacdo microbiana e enzimética devido as suas ligacGes ésteres,
passiveis a hidrélise, seguidas de cadeia alifatica. No entanto, a taxa de degradacdo é
bastante lenta (de 2 a 3 anos) em relagcdo a outros polimeros biodegradaveis, como o PHB.
A degradacédo da PCL foi estudada em diversos meios como agua de rio, de lago e de mar,
lodo de esgoto e solo, indicando que quanto maior a quantidade de microorganismos no
meio, maior a taxa de degradacdo da PCL. Ainda, a degradacdo da PCL em ambientes

aeroObicos € mais rapida do que em ambientes anaerébicos (ALVES, 2008).

3.3 Fluidos supercriticos

A aplicacdo de solventes em condi¢cdes supercriticas ou proximas ao seu ponto

critico é baseada na observacdo experimental da caracteristica que muitos gases
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apresentam de melhorar significativamente o seu poder de solubilizagdo quando submetidos

a altas pressdes (McHugh e Krukonis, 1994).
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Figura 8 — Diagrama p-t para um fluido puro (cooper, 2000).

O uso de fluidos comprimidos como solventes para reacfes de catalise enzimatica,
investigados primeiramente por Randolph et al. (1985), Hammond et al. (1985) e Nakamura
et al. (1985), é uma area de pesquisa muito fértil que teve grande destaque na década de
80. A facilidade de alteracdo das propriedades fisicas e de transporte do solvente pela
mudanca da pressao e/ou temperatura é peculiar na proximidade do seu ponto critico.

Quando a temperatura e pressao a que € submetido um fluido encontram-se acima
de seus valores de temperatura critica (Tc) e pressao critica (Pc), o fluido é denominado
supercritico (FSC) (Figura 8). E bem estabelecido que as propriedades dos fluidos
supercriticos apresentam-se como intermediarias entre aquelas do estado liquido e gasoso.
Por exemplo, as densidades dos fluidos supercriticos sdo comparaveis as dos liquidos,
enguanto a difusividade e a viscosidade sdo comparaveis as dos gases. Tais propriedades
de transporte, semelhantes a dos gases, facilitam as taxas de transferéncia de massa entre
reagentes e catalisadores. (Messiano et al., 1999).

Nos ultimos anos, a utilizacdo dos denominados fluidos supercriticos tem se
constituido em desafio interessante para os meios industrial e académico. A principal
vantagem do emprego destes vem de sua grande versatilidade de propriedades fisico-
gquimicas, permitindo a sua utilizacdo em reacfes quimicas ou solubilizacdo seletiva de
espécies. Embora os FSC tenham sido empregados nas primeiras investigacdes
principalmente como agentes/solventes de extracdo de dleos/extratos de matrizes vegetais,

estudos recentes tém considerado o uso de FSC como meio de reacdo. Além disso, alguns
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desses FSC apresentam como vantagem a alta disponibilidade, o baixo custo, ndo s&o
poluentes e desta forma candidatando-se como substituto aos solventes toxicos. O dioxido
de carbono é um exemplo de solvente que pode ser usado no estado supercritico,
constituindo-se como um solvente de grande interesse no desenvolvimento de novas
tecnologias limpas (BERGEOUT, 2004).

No que diz respeito a sua utilizagdo no campo de polimeros, dois tipos de estudos
podem ser distinguidos. O primeiro trata 0 comportamento de fases de polimeros em varios
FSC (KIRBY et al.,, 1999) teve como seu principal objetivo investigar as interacdes
ocorrendo entre o fluido e a macromolécula. Por exemplo, Kiran e Saraf estudaram o
comportamento de poliestireno em FSC, como o butano, pentano, propano, etano, bem
como em suas misturas (SARAF, 1990 e KIRAN, 1988).

Em todos os casos, dependendo do tipo de polimero e solvente, 0 sistema pode
exibir transicao liquido-liquido denominada de temperatura critica de solug¢éo superior(UCST
- upper critical solution temperature) ou inferior (LCST - lower critical solution temperature).
Com o desenvolvimento de tecnologias de alta presséo, foi possivel caracterizar os sistemas
formados por cromatografia em um aparelho equipado com um detector de indice de
refracdo (BUHLER e ZHOU, 1998).

Experiéncias tém revelado que os polimeros tendem a se auto-organizar em
agregados, como micelas. Foi mostrado que é possivel modificar quimicamente polimeros,
mesmo se eles ndo forem totalmente soluveis no fluido em questdo (KENDALL, 1999 e
COOPER, 2000).

Até o presente momento, a maioria dos estudos sobre polimerizacdo em FSC tem
abordado a polimerizacdo de radicais livres de mondmeros vinilicos, sendo o CO2 o
solvente preferencialmente usado. Um beneficio claro em tais sistemas seria a obtengéo de
polimeros sem qualquer vestigio de solvente organico ou mondémero residual
frequentemente presentes nos processos classicos (MINGOTAUD et al., 1999 e 2000).

Na catalise enzimatica, o uso de diéxido de carbono supercritico como solvente, é de
grande interesse devido a baixa polaridade do meio, podendo dissolver preferencialmente
compostos hidrofébicos. O diéxido de carbono supercritico € considerado um solvente ndo
polar, e comparado aos solventes organicos, o CO2 ndo € toxico, € ndo inflamavel e
apresenta risco ambiental consideravelmente menor. Apresenta ainda vantagem em
processos industriais como auséncia de tracos de solvente no produto final, a possibilidade
de reciclagem do efluente gasoso, a facilidade de separacdo do solvente da amostra e
propriedades favoraveis de transporte que podem acelerar a transferéncia de massa em
reacdes enzimaticas (ANDRADE, 2008).
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3.4. Lipases como catalisadores

As lipases séo classificadas como hidrolases e ocorrem largamente na natureza
onde elas catalisam a hidrolise de ésteres de gliceréis e cadeias longas de acidos graxos,
liberando moléculas de alcool e acido (EISENMENGER e REYES-DE-CORCUERA, 2009).
Com a ampliacao do potencial de aplicacdo das enzimas como catalisadores em processos
industriais, o interesse por tecnologias enzimaticas vem aumentando gradativamente,
principalmente nas areas de proteinas e enzimologia em meios ndo convencionais
(FIAMETTI, 2008).

A alta eficiéncia na converséo de substratos devido a sua alta seletividade para uma
dada transformacdo organica e possibilidade de reciclagem do catalisador, apresenta-se
como vantagem. As enzimas tém a habilidade de serem usadas na maioria dos meios
reacionais (exemplos de meios reacionais alternativos incluem varios solventes organicos,
misturas aquosas, misturas azeotropicas e fluidos supercriticos), além de evitarem o uso de
catalisadores potencialmente toxicos (JUAIS, 2009). O reconhecimento dessas vantagens
tem proporcionado um aumento consideravel na produgdo e comercializacdo de lipases,
resultando no desenvolvimento de tecnologias alternativas consistentes para utilizacdo no
setor industrial (CASTRO et al., 2006). Certamente, a CAL-B, que é a lipase de Candida
antarctica — fragdo B (Figura 9), tem sido a lipase mais amplamente utilizada. Essa enzima
tem uma caracteristica que é a habilidade do sitio ativo da enzima em catalisar diferentes
transformacgdes quimicas (JUAIS, 2009).

O uso de enzimas para sintese de polimeros in vitro tem sido ativamente estudado
na ultima década. Polimeros naturais como os polissacarideos, proteinas, poliésteres sédo
sintetizados na natureza por enzimas. A catalise enzimética tem fornecido uma nova
estratégia sintética para a producdo de polimeros. Por outro lado, os catalisadores
organometalicos derivados de Zn, Al, Sn ou Ge podem ser téxicos na natureza. Eles podem
se concentrar na matriz remanescente depois da degradacdo do polimero (ALBERTSSON e
SRIVASTAVA, 2008).
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Figura 9 — Estrutura tridimensional da CAL-B
(SANTOS, 2011)

3.5 Polimerizagao por abertura do anel “Ring-Opening Polimerization” (ROP)

A poli(e-caprolactona) e seus copolimeros podem ser sintetizados quimicamente
através do método da policondensacéo e do método da polimerizacdo pela abertura do anel
de ésteres ciclicos (lactonas, lactideos e gligolideos), o qual permite preparar poliésteres de
elevada massa molar (SANTOS, 2011).

A utilizacdo de enzimas como catalisador na polimerizacéo por abertura de anel vem
se tornando uma alternativa bastante atrativa (THURECHT et al., 2006), devido a
polimerizacdo ocorrer em condicbes mais amenas, principalmente no que concerne a
temperatura (BENDER et al., 2010). As lipases tém se mostrado efetivas na catalise de
polimerizagbes por abertura do anel de lactonas, de lactideos e de carbonatos ciclicos
(THURECHT et al., 2006), sendo a Candida antarctica lipase B a enzima mais aplicada
(THURECHT et al., 2006; LOEKER et al., 2004).

Thurecht et al. (2006) relataram ainda a cinética de polimerizacdo enzimética pela
abertura do anel de caprolactona em diéxido de carbono supercritico utilizando a lipase de
Candida antarctica fragdo B como catalisador, e os resultados mostraram que polimeros de
alto peso molecular podem ser obtidos.

Albertsson e Srivastava (2008) propuseram um mecanismo para a polimerizacdo de
lactonas por abertura de anel, conforme descrito na Figura 10.

Na etapa de iniciacdo, a lipase faz um ataque nucleofilico no monémero, formando
um complexo ativo com a enzima (EAM). A dgua presente no meio reativo, que se acredita
estar presente ha enzima, faz um ataque nucleofilico a esse complexo EAM, liberando a

enzima e originando um polimero de cadeia curta, 0 acido w-hidréxi-carboxilico. A etapa de
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propagacao nada mais é do que o crescimento da cadeia do acido w-hidréxi-carboxilico
quando esse polimero faz sucessivos ataques nucleofilicos nos complexos ativos formados.
A polimerizacdo se encerra quando duas cadeias de polimeros reagem, tornando-se inativa

(ALBERTSSON e SRIVASTAVA, 2008).
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Figura 10 - Mecanismo de polimerizacdo de lactonas



32

3.6 Considerag0Oes a respeito do estado da arte

Nos ultimos anos, um esfor¢o consideravel tem sido dirigido para a producao de
polimeros biodegradaveis e revestimentos poliméricos de particulas, com larga aplicacdo na
industria farmacéutica, alimentos, agrotoxicos, cosmeéticos e industrias biomédicas.

A literatura aponta que o Brasil possui um crescente acumulo de lixo, proveniente de
plasticos sintéticos que agridem o ecossistema, principalmente o solo, devido ao longo
tempo de permanéncia no ambiente. As areas destinadas a receber toneladas de residuos
sem, contudo, terem uma infra-estrutura capaz de evitar os problemas oriundos desta
deposicao, terdo o uso futuro comprometido. Avalia-se que paralelo ao excedente uso de
materiais poliméricos, verifica-se a crescente demanda destes para a producdo de plastico.
Existe entdo, uma necessidade emergente de implantacdo de producdo de biopolimeros.
Diante deste cenario, o uso de biopolimeros torna-se uma alternativa relevante no contexto
nacional atual.

O emprego de enzimas como catalisadores nas reacdes de producdo de polimeros
apresenta algumas vantagens em relacdo aos catalisadores quimicos. Enquanto
catalisadores tradicionais geralmente contém espécies metdlicas toxicas, enzimas sao uma
opcao ecologicamente correta. Varios pesquisadores relatam o uso de enzimas aplicadas as
reacOes de transesterificagdo em solventes organicos, processo este desvantajoso no que
diz respeito ao uso excessivo de solvente.

A maioria dos estudos encontrados na literatura refere-se ao emprego de dioxido de
carbono como solvente, devido a baixa polaridade do meio, podendo dissolver
preferencialmente compostos hidrofébicos, além de apresentar vantagem como:
versatilidade de propriedades fisico-quimicas, permitindo a sua utilizacdo em reacdes
gquimicas ou solubilizacdo seletiva de espécies. O uso do dioxido de carbono supercritico
também possui apelo ambiental, uma vez que pode ser facilmente separado pela
despressurizacdo do sistema e pode ser reutilizado no processo.

Diante destes aspectos € que se justifica a realizacdo do presente trabalho, cujo
objetivo maior € investigar a producdo enzimética de poli-e-caprolactona em diéxido de

carbono supercritico.
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4 MATERIAIS E METODOS

A producdo de poli(e-caprolactona) foi realizada em meio contendo didxido de
carbono supercritico, utilizando uma lipase foi realizada em sistema de batelada, avaliando-
se os efeitos das seguintes varidveis da reacdo de polimerizacdo: teor massico de enzima
em relacdo ao mondmero, pressdo dos sistema e razdo massica solvente/substrato, além
dos experimentos para a determinagdo da atividade enzimatica da enzima comercial
utilizada (Novozym 435) com a finalidade de verificar o impacto das condi¢cdes reacionais
sobre a enzima. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Termodinamica

Aplicada da Universidade Regional Integrada, Campus de Erechim/RS.

4.1 Materiais

A lactona utilizada para as reacdes de polimerizacdo foi a e-caprolactona com 97%

de pureza, adquirida da Sigma-Aldrich com especificagdes indicadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas da lactona estudada.

Formula Massa molar Estrutura molecular Pureza
Lactona
molecular (g/gmol) plana (%)
e-caprolactona C6H1002 114,14 97

Fonte: Sigma-Aldrich, 2010.

O catalisador empregado foi a lipase comercial imobilizada Candida antarctica, a
Novozym 435, fornecida pela Novozymes S/A (Figura 11). O diéxido de carbono (99,9% de
pureza) utilizado foi adquirido da White Martins S/A.
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Figura 11 - Amostra da enzima utilizada nas
reacoes, lipase comercial imobilizada Candida
antarctica, a Novozym 435, fornecida pela
Novozymes S/A.

Para a determinacdo da atividade enzimatica foi utilizado acido laurico (Vetec, 98%
de pureza), alcool n-propilico (Synth, 99,5% de pureza), acetona (Quimex, 99,5% de
pureza), alcool etilico (Quimex, 99,5% de pureza) e hidroxido de sddio (Quimex 99,5% de
pureza). Conforme especificacdes fornecidas pelo fabricante, a referida lipase imobilizada
possui, didametro médio de particulas de 0,4 mm, &rea superficial BET de 130 m2/g, diametro
médio de poros de 15 nm e volume médio de poros de 0,5 ml/g. Também, de acordo com o
fabricante e considerando experiéncia prévia do grupo de pesquisadores da Engenharia de
Alimentos da URI-Campus de Erechim, a temperatura de 65T, se apresenta como a que
propicia melhor performance da enzima Novozym 435 (OLIVEIRA et al., 2006; FIAMETTI,
2008).

4.2 Procedimento experimental

As reacbes de polimerizagdo foram conduzidas em um reator de volume variavel
com visualizagdo. O dispositivo experimental consiste de um reator com um volume interno
méaximo de 27 mL, duas janelas de safira para observacao visual da formagéo do polimero,
um transdutor de pressdo absoluta (DL 301, Smar, de Sertdozinho/SP/Brasil), com uma
precisdo de + 0,03 MPa e uma bomba de seringa (260 D, ISCO, Lincon/NE/EUA). A célula
contém um pistdo movel que permite o controle da pressao dentro do reator. A enzima,
Novozym 435, e o monbémero, poli(e-caprolactona), sdo pesados em balan¢a analitica e
adicionados ao reator que entdo € fechado. O diéxido de carbono é adicionado ao reator

7

com auxilio da bomba de seringa. Sua massa € calculada de acordo com o volume
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deslocado no reservatério encamisado da bomba levando em consideracédo a densidade do
diéxido de carbono na temperatura e pressao da bomba. A temperatura do reator é mantida
constante com o auxilio de um banho termostético, com agua como fluido circulante em uma
jaqueta em torno do reator. O sistema é mantido em agitagdo continua, com a ajuda de um
agitador magnético. As massas (enzima e monémero) adicionadas ao reator sdo calculadas
para atingir um volume de aproximadamente 13 mL dentro do reator, nas condi¢cdes de
reacdo. Apos a polimerizagdo, o material foi solubilizado em THF (Fmaia 99%), filtrado para
separar a enzima e precipitado em etanol (Merck, 99,9%). A suspensdo de polimero foi
entdo filtrada. O rendimento foi calculado tomando-se a massa de material precipitado com

relacdo a massa de mondmero utilizado na polimerizagcéo, expresso em porcentagem.
4.3 Determinacédo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi avaliada seguindo metodologia descrita em Oliveira et al.
(2006) e Fiametti (2008). A quantificacdo ocorre por meio da reacdo de esterificagdo entre o
acido laurico e o alcool n-propilico, na razdo molar 3:1, a temperatura de 60C com 5%
(m/m) de enzima. A reagdo foi conduzida em um reator de vidro aberto com agitacédo
magnética cuja temperatura € mantida a 60C com o auxilio de um banho termostético.
Foram retiradas aliquotas de 150 uL, em triplicata, do meio reacional no tempo zero e apos
40 minutos de reacdo e foram diluidas em 20 mL da solugdo acetona/etanol 1:1. A
gquantidade de acido laurico consumido foi determinada pela titulagdo de hidroxido de sédio
0,01M. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que conduz ao
consumo de 1umol de acido laurico por minuto nas condicbes experimentais descritas. A
atividade enzimética residual foi calculada determinando-se a atividade enzimatica final, com

relacdo a inicial expressa em porcentagem.

A
A (%) =—1x100

A , onde Ar denota atividade residual, Af e Ai, representam,
respectivamente, atividade final e inicial. Para o célculo da perda ou ganho da atividade

enzimatica, a seguinte relacao foi utilizada:

Atividade enzimdtica apos a reagio (U/g)

Perda ou ganho de atividade (%) =

Atividade enzimética antes da reagio (U/g)

Portanto, valores abaixo de 100% indicam perda de atividade enquanto valores

superiores a 100% indicam ganho de atividade. A partir dai é possivel discutir se a atividade
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da enzima diminuiu, aumentou ou se permaneceu a mesma, uma vez que atividade
enzimatica pode ser consideravelmente afetada pela temperatura e pressao (OLIVEIRA et
al. 2006; KNEZ e HABULIN, 2002).

Figura 12 - Sistema composto de um banho termostatico e reatores
utilizados para a determinacao da atividade enzimatica.

4.4 Planejamento experimental

Para avaliar a influéncia das variaveis de processo na producdo enzimatica de poli(e-
caprolactona) em diéxido de carbono a alta pressao foi realizado um planejamento fatorial
completo, totalizando 11 experimentos. As variaveis investigadas foram pressao de
operacgdo, porcentagem de enzima, com base na massa de substrato, e fracdo massica
solvente/substrato. O planejamento foi realizado a temperatura constante de 65T
(temperatura 6tima da enzima) adotando duas horas de reacdo. A cinética de polimerizacéo
foi realizada a 120 bar, 65<C, fracdo massica diéxido de carbono:e-caprolactona de 2:1 e 5%
de enzima (m/m) com experimentos destrutivos em tempos determinados até 20 horas. As
pressdes e fracdes solvente/ substrato foram escolhidas observando-se o diagrama de
equilibrio de fases entre o dioxido de carbono e 0 monémero, e-caprolactona, apresentado
por Bender et al. (2010). De acordo com o diagrama de equilibrio de fases apresentado
pelos autores, para a relacdo solvente:substrato de 2:1 ou inferiores e temperatura de 65T,
as pressfes de 200 e 280 bar exibem regido monofasica, enquanto a pressao de 120 bar
apresenta-se como sistema bifasico, de imiscibilidade liquido-liquido, para a relacao de 2:1,
liquido-liquido para 1:1 e monofasica para 1:2. Os resultados foram analisados com o

software Statistica 8.0 Statsoft Inc.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo apresenta os resultados obtidos para a producédo de poli (e-caprolactona)
em didxido de carbono supercritico catalisada pela lipase comercial Novozym 435.
A Tabela 2 mostra as condicbes de processo e os resultados de rendimento da

reacdo de polimerizacéo via execucdo do planejamento fatorial.

Tabela 2 - Resultados do planejamento para a producdo de poli(e-caprolactona) em CO2
supercritico catalisada por lipase para duas horas de reacéo e temperatura de 65<C.

Exp Presséo (bar)/ [Enzima] Fracdo Massica Rendimento  Ar (%)
' Densidade (g/cm3) (m/m%) (CO2:caprolactona) (m/m%)
1 120/ 0,3781 5 1:2 47 80
2 280/ 0,7865 5 1:2 39 94
3 120/ 0,3781 15 1:2 72 89
4 280/ 0,7865 15 1:2 63 86
5 120/ 0,3781 5 2:1 29 ---a
6 280/ 0,7865 5 2:1 25 ---a
7 120/ 0,3781 15 2:1 67 91
8 280/ 0,7865 15 2:1 76 74
9 200/ 0,7986 10 11 56 114
10 200/ 0,7986 10 1:1 56 91
11 200/ 0,7986 10 1:1 60 114

a Quantidade de amostra insuficiente para avaliacao da atividade.

Os maiores rendimentos obtidos foram de 72% e 76% para 15% de teor de enzima,
nas condicdes de 120 bar, razdo solvente:substrato de 2:1, e 280 bar razdo de 1:2,
respectivamente. Foram realizadas também medidas de atividade enzimatica para avaliar o
efeito das condicdes de reacdo sobre a atividade da enzima. Como observado na Tabela
5.1, os resultados de atividade enzimatica variaram de 74% a 114%. Considerando-se o
desvio padrao do ponto central 116 +13 %, observa-se que ndo ha perda que impossibilite, a
principio, a reutilizacdo da enzima no processo de polimerizagéao.

A respeito da influéncia das condicbes de processo quanto ao rendimento da
polimerizacdo foi realizada uma andlise estatistica do tipo ANOVA em que 0s niveis das
variaveis foram avaliados para o intervalo de confianga de 95% (p=0,05).0 diagrama de
Pareto (Figura 13) mostra que a concentracdo de enzima foi a variavel estatisticamente
mais significativa para as faixas de condicbes de processo estudadas. Ainda, o efeito
cruzado entre a concentracdo de enzima e a razdo entre dioxido de carbono e ¢-
caprolactona apresentou um efeito significativo, ou seja, melhores resultados sé&o obtidos
associando-se altas concentracbes de enzima a proporcdo entre dioxido de carbono e

caprolactona de 2:1.
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Segundo Kristofer et al. (2006), as melhores condicdes para e ROP em CO2
supercritico sdo alcancadas quando ocorre um equilibrio entre o poder de solubilizagdo do
solvente e a temperatura ideal para a atividade da enzima. Uma vez que o sistema
caprolactona e CO2 exibem um comportamento de LCST (Low Critical Solution
temperature), com o aumento da temperatura diminui-se a solubilidade do monémero no
solvente (BENDER et al., 2010). No entanto, para temperaturas abaixo da 6tima da enzima,
esta apresenta uma redugdo em sua atividade.

Stassin et al.,, (2001), estudou a polimerizacdo por abertura do anel de e-
caprolactona em dioxido de carbono supercritico a 40T sob uma pressdo que variou de
210-215 bar. Nessas condi¢cdes de temperatura moderada e de alta pressdo, a densidade
do diéxido de carbono supercritico € suficientemente alta (> 0,75 kg / L) para solubilizar o
monémero.

No entanto, um aspecto interessante do diagrama de Pareto € que a pressao, assim
como a densidade do fluido solvente, ndo se mostrou uma variavel significativa para a faixa
estudada apesar de as reacdes realizadas a 120 bar terem ocorrido em uma regido de
imiscibilidade liquido-liquido. Segundo Loeker et al. (2004), para as reacbGes de
polimerizagéo, trabalhar dentro da regido de solubilidade permite que haja uma maior
interagdo entre o mondmero e a espécie iniciadora da reagdo, permitindo ao mondémero se
difundir rapidamente para o sitio ativo.

Deixando de lado momentaneamente o efeito cruzado entre a porcentagem de
enzima e a fracdo, observa-se que apesar de nado ser significativo com p=0,05, o efeito da
variavel razao massica solvente substrato é negativo. Sendo assim, para as concentracdes
de enzima mais baixas, e portanto de interesse econémico, 0s rendimentos sdo maiores
para menores quantidades de solvente com relacdo ao monémero, ou seja, para relacdes
massicas de 1:2.

O tempo de duas horas foi escolhido para proporcionar uma rapida resposta das

melhores condicbes para polimerizacdo (BERGEOQOT et al., 2004).
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Figura 13 - Diagrama de Pareto para o rendimento da polimerizacdo
com nivel de significancia de 95%.

A partir dos resultados do planejamento, foram escolhidas as condi¢gdes para a
realizacdo dos experimentos de cinética de polimerizacdo da caprolactona com o intuito de
avaliar o rendimento do processo de polimerizacdo ao longo do tempo. Os resultados
obtidos para os ensaios com 15% de enzima foram os melhores rendimentos alcancados
(63%-76%). Devido ao alto custo da enzima, procurou-se buscar uma condicdo que se
apresentasse promissora com uma menor quantidade de enzima (5%). Dentre os
experimentos realizados no planejamento observa-se uma condi¢cdo singular em que com
apenas 5%, economicamente viavel, obteve-se um rendimento de 47%,. Dentre as
condicbes do ensaio 1 pode se citar o nivel (-1) de pressao, propiciando economia
energética, além do nivel (-1) para a razdo massica entre dioxido de carbono e ¢-
caprolactona, propiciando economia de solvente. Desta forma, estas foram as condigcbes
utilizadas na cinética de polimerizagéo.

A Figura 14 mostra os resultados da cinética de producao de poli(e-caprolactona), em
termos de rendimento (m/m%), bem como os valores da atividade residual da enzima a 120
bar, 65 C, razdo massica dioxido de carbono: e-caprolactona de 1:2 e 5% (m/m) de enzima.
Pode-se observar pela Figura 15 que rendimentos similares aos obtidos utilizando-se 15 %
de enzima (63% a 76% de converséo) foram alcangados com cerca de 8 a 12 horas de
reacdo para a cinética com 5% de enzima, obtendo-se valores de 65% e 75%,

respectivamente.
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Figura 14 - Cinética de producdo de poli(e-caprolactona) e atividade
enzimatica residual a 120 bar, 65 C, razdo massica CO2: e-caprolactona
de 1:2 e 5% (m/m) de enzima.

Loecker et al. (2004) alcancaram rendimentos de até 98% para a reacdo de
polimerizacdo a 138 bar, 65C e 24 horas utilizando 10% de enzima. Além da maior
guantidade de enzima no meio, outro fator que contribui para a diferenca de rendimento é o
método de separacdo do polimero. Isso pode justificar o menor rendimento obtido no
presente trabalho. Outro ponto importante € o maior teor de agua presente na amostra de
mondmero aqui utilizada quando comparado ao de Locker et al. (2004). Neste trabalho, o
monoémero foi utilizado sem prévia secagem visando economia de custos para um processo
em larga escala. Segundo Turecht et al. (2006) a presenca de umidade conduz a obtencéo
de maior fragdo de cadeias com menor massa molar, passiveis de remocdo com a
separacgao utilizando-se o solvente e anti-solvente.

Nota-se também que a atividade enzimética proporciona a possibilidade de reuso da
enzima. Tendo em vista o elevado custo da enzima (em torno de U$ 1,500.00/kg), pode ser
mais vantajoso admitir maiores tempos de reacdo com menores quantidades de enzima.
Uma detalhada analise de custo pode contribuir para esta deciséo.

Tem sido demonstrado que a estabilidade e a atividade da CALB imobilizada
permanecem elevadas, mesmo sob extremas condicdes fisicas (Kristofer et al., 2006). Em
2004, Gross et al.,, demonstraram que a Novozym-435 perde pouca atividade e opera
eficazmente para catalisar a polimerizacdo de abertura de anel em CO2 supercritico, apesar

das altas pressoes intrinsecamente associadas com fluidos supercriticos.
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A Figura 15 mostra a cinética de conversao e os resultados de rendimento da reagéo

de polimerizacéo.
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Figura 15 - Resultados da cinética de conversdo para a polimerizacéo da e-
caprolactona a 120 bar, 65 C, fragdo massica de COZ2: e-caprolactona 2:1 e
3%, 5% e 15% de enzima.

A cinética de conversdo para a polimerizacdo da e-caprolactona foi determinada em
diferentes tempos que variaram de 30 minutos até 20 horas de reacdo. Os maiores
rendimentos obtidos foram de 72%, 76% e 90% para as condicBes de 120 bar, 20 horas de
reacdo a 65T, 3%, 5% e 15% de enzima.

De acordo com AL-Azemi et al. (2002), a conversdo de mondmero aumenta de forma
constante com o tempo. Por exemplo, ap6s 1,5 h a 4% de enzima a conversao é de 19% e
atinge 74% apds 9 h. As reacdes de polimerizacdo sdo muito rdpidas, em apenas 15
minutos, a uma temperatura de 60C, ocorre uma conver sdo de 43% do monémero.

Na Figura 15, é possivel visualizar o aumento de rendimento com o aumento da
porcentagem de massa enzima com relacdo a massa de mondémero. No tempo de 1,5 h, 3%
de enzima obteve-se um rendimento de 8%. Com 5% de enzima, o rendimento passou para
21%, ja para 15% de enzima, o rendimento foi de 50%. Com 12 h de rea¢do, que € um
tempo em que ja esté préximo de uma taxa de conversao igual a zero, com 3% de enzima, 0
rendimento alcancado foi de 65%, com 5% de enzima obteve-se uma converséo de 75% e

com 15% de enzima, foram alcancados rendimentos de 85%.
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Deng et. al. (1999) mostraram que a concentracdo de enzima usada em um sistema
de polimerizagdo tem um forte efeito na taxa de conversao de mondémeros. Os rendimentos
da converséo de caprolactona para um dado tempo sdo maiores para uma porcentagem de
enzima maior.O aumento da conversdo de mondmero a temperatura de reacdo (65C) em
geral leva a maiores polimeros de massa molar. Na polimerizacdo realizada a 65T, a
enantiosseletividade da enzima é afetada consideravelmente com o passar do tempo.
Curiosamente, a enantiosseletividade da lipase, aumenta, com o aumento da temperatura
até 65C. Quanto maior a viscosidade da mistura da reaca o, maior o limite a acessibilidade
dos monbmero ndo reagido ao sitio ativo da lipase. A temperatura ideal de reacdo, por
outro lado, se traduz numa maior fluidez na mistura de reacdo e, portanto, explica a
conversao de 72%, 76% e 90% a 65T, apds 20 horas de reacdo (DENG et al., 1999).

De acordo com Gross et al. (2004), em solventes convencionais, ha pouca variacdo
na cinética de reacdo em funcéo da temperatura, que variou de 35C, 50C e 65T, embora
a temperatura mais favoravel foi relatado como sendo 65<C.

Segundo Vivas et al. (2003), com o aumento da temperatura da reacdo acima de
70C, 0 massa molar e a producdo de polimeros diminui p rogressivamente sugerindo a
possivel ocorréncia de degradacéo térmica. O rendimento era de 95,18% a 60T, a partir de
80T decresce para 91,27%, a 100C 87,55% e a 120C 73 ,6%. Por isso, decidiu-se estudar
a polimerizacéo da caprolactona a 65<C.

Como observado na Figura 15, as taxas de conversdo sdo maiores no inicio da
reacdo. Apos 12horas, o rendimento aumenta 7% com 3% de enzima, 1% a 5% de enzima e

5% com 15% de enzima.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalhou foi investigada a produgcdo de poli(s-caprolactona), polimero
reconhecidamente biodegradavel, em dioxido de carbono supercritico catalisada por enzima,
especificamente a lipase comercial Novozym 435. O efeito das varidveis que influenciam a
reacdo de polimerizagdo como: teor massico de enzima em relagdo ao mondmero, presséo
e razdo massica solvente/substrato foi avaliado. Determinou-se a atividade enzimatica da
enzima comercial utilizada e a cinética da reacdo de polimerizagdo em condi¢cbes
selecionadas.

Com base nos objetivos propostos, pode-se concluir que:

» A concentracdo de enzima € a variavel mais significativa no processo, sendo que

o rendimento aumenta a medida que aumenta a concentracdo de ezima;

* Os resultados de atividade enzimatica residual variaram de 74% a 114%.
Observa-se que ndo ha perda que impossibilite, a principio, a reutilizacdo da
enzima no processo de polimerizacao;

* A pressédo, assim como a densidade do fluido solvente, ndo se mostrou uma
variavel significativa para a faixa estudada;

» A taxa de conversdo € maior no inicio da reacao.

6.1 Sugestdes

Baseando-se nos resultados obtidos no presente trabalho, algumas sugestbes
podem ser enumeradas como forma de aprimoramento do tema:
* Emprego de outras enzimas;

» Emprego de outros fluidos pressurizados.
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