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RESUMO

A sintese de policaprolactona em diéxido de cartsupercritico catalisada por lipase foi realizada
em sistema batelada, a fim de avaliar o efeito @awlicoes de reacdo sobre orendimento em
biopolimero e sobre a atividade enzimatica da déip@sestudo compreendeu um planejamento fatorial
e uma cinética de polimerizacdo. As variaveis estad no planejamento foram teor massico de
enzima em relacdo ao mondmero, pressao e razacaadskvente/substrato. O gréfico de Pareto para
o planejamento fatorial mostrou que tanto a poegEth de enzima quanto o efeito cruzado entre
razdo de enzima e fracdo foram significativos c@¥ @le confianca. De acordo com o planejamento
experimental, para tempos curtos (duas horas),absres rendimentos foram obtidos para as reacbes
com 15 % de enzima que variaram de 63% a 76%. Nanin rendimentos similares aos obtidos
utilizando-se 15 % de enzima séo alcancados cora cier8 a 12 horas de reagdo para a cinética com
5% de enzima, obtendo-se valores de 65% e 75%gatsmmente. A atividade enzimatica residual
medida para as diversas condi¢cdes de operacadom@m do tempo indica que ha possibilidade de
reuso da enzima.

Palavras-chave:Policaprolactona, lipase, diéxido de carbono.

1 INTRODUCAO

Policaprolactona (PCL) é um dos mais atrativoséstdires alifaticos para aplicacdes
biomédicas e em alimentos devido a sua biocompdtile e biodegradabilidade (Stassin et
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al., 2001; Pitt et al., 1981). Pode ser utilizadmo agente encapsulante de drogas, aromas e
pigmentos. Tradicionalmente, a PCL tem sido sirael por polimerizacdo em massa, em
solugdo ou em suspensao utilizando um iniciadoairametalico. No entanto, a utilizacédo de
enzimas como catalisador na polimerizacdo por atzerte anel vem se tornando uma
alternativa bastante atrativa. Enquanto catalissdtradicionais geralmente contém espécies
metalicas toxicas, enzimas sdo uma opcéao ecologit@ntorreta (Thurecht et al., 2006). O
uso do dioxido de carbono supercritico também tpeloaambiental, uma vez que pode ser
facilmente separado pela despressurizagdo do sistepode ser reutilizado no processo.
Desta forma, o objetivo do presente trabalho feegtigar a producéo de pak¢aprolactona)

em dioxido de carbono supercritico catalisada piglase comercial Novozym 435. O
parametro empregado para avaliagcado da produca@opmicentagem de mondmero convertida
em polimero. Além disto, foi determinada a ativelald enzima apds a reacdo com o intuito

de verificar a possibilidade de seu reuso.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

As reacoes de polimerizacdo foram conduzidas emeator de volume varidvel com
visualizacdo. Resumidamente, o dispositivo experiadleconsiste de um reator com um
volume interno maximo de 27 mL, duas janelas dérasgfara observacdo visual, um
transdutor de pressao absoluta (DL 301, Smar, dad@eho/SP/Brasil), com uma precisao
de £+ 0,03 MPa e uma bomba de seringa (260 D, 1S@G@pn/NE/EUA). A célula contém
um pistdo mével que permite o controle de pressfral do reator. A enzima, uma lipase
comercial imobilizadaCandida antarcticade nome comercial Novozym 435 (Novozymes
S/A), e o mondmero, pod{caprolactona) (Sigma-Aldrich, 97%), sdo pesadosbatanca
analitica e adicionados ao reator que entdo é declta didxido de carbono (White Martins,
99,9%) é adicionado ao reator com auxilio da bod#waeringa. Sua massa € calculada de
acordo com o volume deslocado na bomba levandooasideracdo a densidade do dioxido
de carbono na temperatura e pressdo da bomba. petemra do reator € mantida constante

com o auxilio de um banho termostatico, com agumocfiuido circulante em uma jaqueta
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em torno do reator. O sistema é mantido em agitagatinua, com a ajuda de um agitador
magnético. As massas adicionadas ao reator sdaladds para atingir um volume de
aproximandamente 13 mL dentro do reator, nas coadide reacdo. Apos a polimerizacao, o
material foi solubilizado em THF (Fmaia 99%), fltlo para separar a enzima e precipitado
em etanol (Merck, 99%). A supensdo de polimeroefuido filtrada. O rendimento foi
calculado tomando-se a massa de material preapitath relacdo a massa de monémero
utilizado na polimerizacdo expresso em porcentagem.

A atividade enzimatica foi avaliada seguindo melkogia descrita em Oliveira et al.
(2006) e Fiametti (2008). A quantificacdo ocorre peio da reacao de esterificacdo entre o
acido laurico (Vetec, 98%), e o alcool n-propili@ynth, 99,5%), na razdo molar 3:1, a
temperatura de 60°C com 5% (m/m) de enzima. A meégéconduzida em um reator de
vidro aberto com agitagdo magnética cuja tempexaunantida a 60°C com o auxilio de um
banho termostatico. Foram retiradas aliquotas @gul5 em triplicata, do meio reacional no
tempo zero e apos 40 minutos de reacao e forandadem 20 mL da solucéo acetona/etanol
1:1 (Vetec, 99,5%). A quantidade de acido lauricnstmido foi determinada pela titulacdo
de hidréxido de so6dio 0,01N (Quimex 99,5%). Umalade de atividade foi definida como a
guantidade de enzima que conduz ao consumo de lgenatido laurico por minuto nas
condicOes experimentais descritas. A atividadendanea foi avaliada em duplicata antes do
inicio dos experimentos obtendo-se o valor de ceeal5 U/g. A atividade enzimatica
residual foi calculada tomando-se a atividade eatiga final com relag&o a inicial expressa
em porcentagem. Valores abaixo de 100% indicamapeér atividade enquanto valores
superiores a 100% indicam ganho de atividade.

Para avaliar a influéncia das variaveis de pracessproducdo enzimatica de pali(
caprolactona) em didxido de carbono a alta prefsamalizado um planejamento fatorial
completo, totalizando 11 experimentos. As variaueigestigadas foram pressédo de operacéao,
porcentagem de enzima sobre a massa de subsfrattiie solvente/substrato. As pressoes e
fracOes de substrato foram escolhidas observandddsgrama de equilibrio de fases entre o
diéxido de carbono e &caprolactona apresentado por Bender et al. (2@G9pressdes de
280 e 200 bar denotam regido monofasica, enquaptesaao de 120 bar apresenta sistema
bifasico, de imiscibilidade liquido-liquido. O pkamento foi realizado a temperatura
constante de 65°C (temperatura 6tima da enzima)dues horas de reacdo. A cinética de

polimerizacdo foi realizada a 120 bar, 65°C, frag&ssica de 2:1 (diéxido de carbano:
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caprolactona) e 5% de enzima (m/m) com experimesgsutivos em tempos determinados

até 20 horas. Os resultados foram analisados csoftware Statistica 8.0 Statsoft Inc.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra as condicbes de processo e sudta@os de rendimento de

polimerizacao via execugao de planejamento fatorial

Tabela 1. Resultados do planejamento para a prodig@oli¢-caprolactona) em CGh alta

presséao catalisada por lipase para duas horasi¢iore temperatura de 65°C.

Pressao (bar)/ _ _ _ Atividade
_ [Enzima] Fracdo Massica Rendimento o
N° Densidade Enzimatica
(kg/nr) (m/m%) (COy:caprolactona) (%) Residual (%)
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 -8
6 280/ 0,7865 5 2:1 25 -8
7 120/ 0,3781 15 2:1 67 91
8 280/ 0,7865 15 2:1 76 74
9 200/ 0,7986 10 1:1 56 114
10 200/ 0,7986 10 1:1 56 91
11 200/ 0,7986 10 1:1 60 114

# Quantidade de amostra insuficiente para avalideZatividade.

Os maiores rendimentos obtidos foram de 72% e [F&f4 as condigbes de 120 bar,
fracdo de 2:1, 15% de enzima e 280 bar fracdo d& 15% de enzima respectivamente.
Foram realizadas também medidas de atividade eticargara avaliar o efeito das condi¢cdes
de reacdo sobre a atividade da enzima. Como oltkema Tabela 1 os resultados de
atividade enzimatica residual variam de 74% a 11@#%nsiderando-se o desvio padrdao do
ponto central 116 +13 %, observa-se que ndo h&apgud impossibilite a reutilizagdo da

enzima no processo de polimerizacao.
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A respeito da influéncia das condicbes de procepsanto ao rendimento da
polimerizacao foi realizada uma analise estatistwdipo ANOVA em que os niveis foram
avaliados para o intervalo de confiangca de 95% ,(J50 O diagrama de Pareto (Figura 1)
mostra que a concentracdo de enzima foi a varestatisticamente mais significante para as
faixas de condicGes de processo estudadas. Aindigito cruzado entre a concentracdo de
enzima e a razdo entre diéxido de carbonc-@aprolactona apresentou um efeito
significativo, ou seja, melhores resultados sédadobtassociando-se altas concentracdes de
enzima a proporcédo entre dioxido de carbono e tagioma de 2:1. Um aspecto interessante
do diagrama de Pareto é que a pressao, assim cdersi@ade, ndo se mostrou uma variavel
significativa para a faixa estudada apesar deages realizadas a 120 bar terem ocorrido em
um regido de imiscibilidade liquido-liquido. Segaricdbeker et al. (2004), para as reacdes de
polimerizacdo, trabalhar dentro da regido de slidlslnie permite que haja uma maior
interacdo entre 0 mondmero e a espeécie iniciadareedcao, permitindo o monémero se

difundir rapidamente para o sitio ativo no crescitoalas cadeias do polimero.

% Enzima

10,19872

% Enzima x Fragdo Massica

Fragao Massica

Presséo x Fragdo Méassica

Presséo

Presséo x % Enzima

Figura 1. Diagrama de Pareto para o rendimentootiagrizacdo com nivel de significancia
de 90%.

Deixando de lado momentaneamente o efeito cruzaitle @ porcentagem de enzima
e a fracdo, observa-se que apesar de ndo sericagnd com p=0,05 o efeito da variavel
fracdo tem efeito negativo. Sendo assim, para asectracbes de enzima mais baixas, e
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portanto de interesse econdmico, 0s rendimentosnséores para menores quantidades de
solvente com reacdo ao mon6émero, ou seja, paesanassicas de 1:2.

A partir dos resultados do planejamento, foram legtas as condigcdes para a
realizacdo dos experimentos de cinética de polragéio da caprolactona com o intuito de
avaliar o processo de polimerizacdo ao longo dpterpesar de os resultados obtidos para
0s ensaios com 15% de rendimento terem fornecidoedisores resultados (63%-76%) altos
rendimentos foram obtidos em curto periodo de tenimvido ao alto custo da enzima,
procurou-se buscar uma condi¢do que se apreseptassissora com uma menor quantidade
de enzima (5%). Dentre os experimentos realizadoplanejamento observa-se um ponto
singular em que com apenas 5% obteve-se um rentinderd7%. Dentre as condi¢cdes do
ponto 1 pode se citar o nivel (-1) de pressao,igisoplo economia energética, além do nivel
(-1) de fracdo massica entre dioxido de carbomeca&prolactona, propiciando economia de
solvente. Desta forma, estas foram as condicO&zadias na cinética de polimerizacao.

A Figura 2 mostra os resultados de cinética pamanaersao e a atividade residual da
enzima para polimerizacdo daaprolactona a 120 bar, 65 °C, fracdo massicazi@ibxido
de carbona-caprolactona) e 5 % de enzima. Pode-se obserlaFgrira 2 que rendimentos
similares aos obtidos utilizando-se 15 % de enZB88&c a 76% de conversao) sao alcancados
com cerca de 8 a 12 horas de reacéo para a cigétit®% de enzima, obtendo-se valores de

65% e 75%, respectivamente.

120 120

100 o 100
[m]

80 [m] 80

60 A 60

Rendimento (%)

40 40

Atividade Enzimatica Residual (%)

O Atividade Enzimatica Residual (%)
A Rendimento (%)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo (horas)

Figura 2. Cinética de conversado e atividade enmadesidual para a polimerizacéao da

caprolactona a 120 bar, 65 °C, fracdo massicadlfCDy:e-caprolactona) e 5 % de enzima.
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Loecker et al. (2004) alcancaram rendimentos de 9% para a reacdo de
polimerizacdo a 138 bar, 65°C e 24 horas utilizad®%6 de enzima. Além da maior
quantidade de enzima no meio, outro fator que ibntpara a diferenca de rendimento € o
método de separacdo do polimero. Loecker e sewdbaradores (2004) separaram oS
oligdbmeros formados e mondmeros residuais utilieaextracdo com didxido de carbono
supercritico, enquanto este trabalho usa a satabdo com solvente e precipitagdo em anti-
solvente. No caso da extracdo com dioxido de carkapercritico, a remo¢édo de compostos
de maior massa molar pode ser inferior ao que i$icaecom 0 uso de um solvente organico
no estado liquido. Isso pode justificar 0 menodm@ento obtido em nosso trabalho. Outro
ponto importante é o maior teor de agua presente@sa amostra de monémero quando
comparado ao de Locker et al. (2004). Neste traballmondémero foi utilizado sem prévia
secagem visando economia de custos para um proessfarga escala. Segundo Turecht et
al. (2006) a presenca de umidade conduz a obtate&aaior fracdo de cadeias com menor
massa molar, passiveis de remoc¢ao com a separdiggando-se o solvente e anti-solvente.
Andlises de GPC posteriores para célculo de masta permitirdo uma comparacao mais
adequada entre os resultados deste trabalho eutrds autores.

Nota-se também que a atividade da enzima permapeogimadamente constante ao
longo da reacdo proporcionando a possibilidade edsor da enzima. Tendo em vista o
elevado custo da enzima (em torno de U$ 1,500,p0pade ser mais vantajoso admitir
maiores tempos de reacdo com menores quantidadeszdea. Uma detalhada analise de

custo pode contribuir para esta deciséo.

3 CONCLUSAO

A é&rea de producdo de biopolimeros esta cresceada wez mais com o0 uso de
técnicas menos agressivas ao ambiente. A produggmlde-caprolactona) em didxido de
carbono supercritico catalisada por lipase surgseneontexto como um processo promissor
ainda pouco explorado pela comunidade cientifica.

De acordo com o planejamento experimental, pargdsnturtos (duas horas), os

maiores rendimentos foram obtidos para as reacoes X5 % de enzima. No entanto,
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rendimentos similares aos obtidos utilizando-sé&cl&e enzima sédo alcancados com cerca de
8 a 12 horas de reacdo para a cinética com 5% zZien@&ro que pode pode representar
economia devido ao alta custo da enzima.

Quanto a atividade enzimatica apds a polimerizagi®rvou-se a possibilidade de

reuso da enzima, sendo este um fator importantegeiabilidade do processo
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