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A Fiação por Sopro em Solução (Solution Blow Spinning - SBS) é uma técnica utilizada 

produção de fibras nano e micrométricas, que consiste da fiação de uma solução polimérica por 

meio do uso de forças aerodinâmicas. Em relação aos processos tradicionais, como, por 

exemplo a eletrofiação, apresenta inúmeras vantagens, incluindo menor custo e maior 

segurança. A imobilização de enzimas em materiais nanoestruturados aumenta 

significativamente sua eficiência biocatalítica, mesmo em baixas concentrações. É possível 

conseguir desempenho similar ao uso das enzimas livres, porém com uma maior estabilidade e 

possibilidade de reuso, além de evitar a contaminação do meio. Estruturas do tipo núcleo-casca 

(core-shell) são especialmente interessantes para imobilizar enzimas pelo método de 

encapsulamento e podem ser obtidas no processo de SBS.  No presente trabalho, foi estudada a 

processabilidade do poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) - PHBV via SBS para 

produção de mantas de fibras core-shell, visando a imobilização de enzimas. Ajustes de 

parâmetros de processo e configuração do alvo resultaram em fibras altamente alinhadas com 

menores defeitos e de diâmetros reduzidos (de 3,07 para 1,42 µm) em comparação com as fibras 

obtidas em alvo estático. Os resultados comprovaram a imobilização da enzima lipase no 

interior da estrutura core-shell das fibras.  A inserção de 1% de polietilenoglicol – PEG na 

solução de PHBV foi estudada como metodologias para facilitar o acesso do substrato à enzima 

e possibilitou um aumento na atividade da enzima imobilizada, quando comparado às enzimas 

livre e imobilizada sem a presença do PEG na casca.  
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Solution Blow Spinning (SBS) is a technique to produce nano and micrometric fibers, which 

consists of spinning a polymeric solution through the use of aerodynamic forces. Compared to 

traditional processes, such as electrospinning, for example, it has numerous advantages, 

including lower cost and greater safety. The immobilization of enzymes in nanostructured 

materials significantly increases their biocatalytic efficiency, even in low concentrations. It is 

possible to obtain performance similar to the use of free enzymes, but with greater stability and 

rotation besides avoiding contamination of the medium. Core-shell structures are especially 

interesting for enzymes immobilization by the encapsulation method and can be used in the 

solution blow spinning process. In the present work, the processability of poly(3-

hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) - PHBV via SBS for the production of core-shell fiber 

mats was evaluated. Adjustments of process parameters and target configuration resulted in 

highly defined fibers with smaller defects and reduced diameters (from 3.07 to 1.42 µm). The 

results verified the immobilization of the lipase enzyme into the core-shell structure of the 

fibers. The insertion of 1% polyethylene glycol – PEG in the PHBV solution was studied as a 

methodology to facilitate the access of substrates to the enzyme and enabled an increase in the 

activity of the immobilized enzyme, when compared to the free and immobilized enzyme on 

the fibers mats without PEG. 
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CAPÍTULO I 

INTRODUÇÃO 

Fibras nanométricas e submicrométricas têm ganhado grande interesse devido às suas 

propriedades únicas em comparação com micro e macromateriais e até mesmo com outros 

nanomateriais materiais com geometrias diferentes, como nanopartículas e esferas mesoporosas 

(SUN et al., 2020; LOMBARDO et al. 2020). Essas propriedades, que incluem a elevada 

relação entre área superficial e volume e interconectividade da estrutura fibrosa, tornam as 

fibras candidatas promissoras para uso em muitas aplicações médicas, por exemplo, o uso na 

liberação controlada de fármacos, como arcabouços para regeneração de tecidos, sistemas de 

entrega de compostos ativos e imobilização (YANG et al. 2011; GHOSAL et al., 2019; DING 

et al., 2019; TOLEDO et al. 2020).  

Existem muitas tecnologias para a fabricação de fibras micro e nanométricas, tais como, 

fiação por sopro de material fundido, fiação por sopro em solução, fiação a seco, separação de 

fases e eletrofiação (ALMETWALLY et al., 2017; BARHOUM et al., 2019; DOS SANTOS et 

al., 2020). A eletrofiação (ES) é uma técnica bem conhecida e tradicional que permite a 

produção de fibras utilizando forças eletrostáticas partir de soluções poliméricas (TOOSI et al., 

2020; KHALAJI et al., 2021).  

A fiação por sopro de solução (SBS – Solution Blow Spinning) é uma tecnologia que utiliza 

força aerodinâmica para induzir a formação de fibras a partir de soluções poliméricas em 

solventes voláteis. O uso de gás como força motriz ao invés de alta voltagem possibilita a 

deposição de fibras em qualquer superfície, incluindo organismos vivos. Além disso, a alta 

eficiência de fiação em comparação com o processo de eletrofiação torna o SBS um processo 

promissor para produzir fibras poliméricas (MEDEIROS et al., 2009; GAO et al., 2020; SONG 

et al., 2020; GAO et al., 2020). Outra vantagem do processo SBS sobre ES é a variedade de 
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solventes, não se limitando ao uso de sistemas solventes com características dielétricas 

adequadas para ejeção da solução polimérica. Assim, pelo SBS, uma ampla gama de polímeros 

pode ser usada para produzir fibras fiadas (DARISTOTLE et al., 2016).  

Além disso, ao ajustar as variáveis de processamento e as propriedades da solução, o sistema 

SBS possibilita a produção de fibras com propriedades adequadas, como bioatividade, 

superfícies funcionalizadas, e estrutura biomimética (MAGAZ et al., 2018).  

A configuração do SBS inclui uma geometria de bico personalizada que permite a 

incorporação de vários canais, o que facilita o uso de fibras multicomponentes, incluindo a 

incorporação de compostos variados na produção da estrutura core-shell. Substâncias sensíveis 

ao pH ou solúveis em água, por exemplo, podem ser fiadas na geometria núcleo-casca, usando 

solventes não voláteis na solução do núcleo. Essa geometria é a mais indicada para 

encapsulamento de moléculas instáveis que podem ser facilmente degradadas pelo meio externo 

(temperatura, luz e/ou ar). Corantes, óleos essenciais e enzimas são exemplos desses agentes 

sensíveis. Desta forma, a solução da casca é facilmente fiada no processo, enquanto a solução 

interna é alimentada dentro das fibras da casca e é encapsulada pela estrutura da casca (PARK 

et al., 2018; DI et al., 2017; DIAS et al., 2020; GONÇALVES et al., 2020).  

Polímeros biodegradáveis têm sido amplamente escolhidos em processos de fiação. De 

acordo com relatório da European Bioplastic, em 2022, o poli(ácido láctico) (PLA) foi o 

polímero biodegradável que apresentou maior capacidade de produção global 

(aproximadamente 500.000 toneladas), sendo seguido pelas blendas de amido e pelo 

poli(butileno adipato co-tereftalato) (PBAT). De acordo com este mesmo relatório, há 

expectativa para que, em 2027, a capacidade de produção global do PLA aumente para 2,4 

milhões de toneladas e que os polihidroxialcanoatos (PHA) (poliésteres biodegradáveis 

produzidos naturalmente pela fermentação de microrganismos) passem a configurar no segundo 

lugar de produção global dos bioplásticos.  
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O poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) é um copolímero PHA produzido 

em larga escala com alta biocompatibilidade com diversas linhagens celulares e 

biodegradabilidade, toxicidade nula, estabilidade química, piezoeletricidade, termoplasticidade 

e propriedades de barreira (JIAO et al., 2020; PERVEEN et al., 2020; ABAZARI et al., 2021; 

THIRÉ et al., 2011; KANIUK et al., 2020).  

A imobilização de enzimas é um processo que garante seu uso industrial como 

biocatalisadores com maior estabilidade e possibilidade de recuperação do meio. A 

imobilização em materiais nanométricos aumenta significativamente sua eficiência 

biocatalítica, mesmo em baixas concentrações, pela alta área superficial destes materiais, 

podendo-se conseguir desempenho similar ao uso das enzimas livres, garantindo uma maior 

estabilidade e possibilidade de recuperação, evitando contaminação do meio. Técnicas 

tradicionais de imobilização de enzimas em suportes necessitam muitas vezes de mais de uma 

etapa e, na maioria dos casos, o processo de imobilização da enzima é um processo a parte do 

processo de produção.  

As lipases desempenham um papel muito importante nos processos tecnológicos em 

diversos segmentos industriais catalisando reações como hidrólise, esterificação e aminólise. A 

imobilização destas enzimas em suporte de baixo custo que permita aumentar sua estabilidade 

operacional e reutilização surge como uma grande vantagem econômica. 

A fiação por sopro de solução (SBS) é uma tecnologia inovadora e economicamente viável, 

que apresenta potencial na produção de fibras com enzimas imobilizadas em uma única etapa 

de forma mais simples, e, portanto, seu estudo e desenvolvimento de fibras a partir desta técnica 

se mostra altamente relevante. Estruturas do tipo núcleo-casca (core-shell) são especialmente 

interessantes para imobilizar enzimas pelo método de encapsulamento e podem ser obtidas de 

forma simples no processo de fiação por sopro em solução (BILAL et al., 2019; JIANG et al., 

2005; JIANG et al., 2014; VASILE, 2018a; HAGHJU et al., 2018; ZDARTA et al., 2018; DIAS 

et al., 2020; GONÇALVES et al., 2020). A eletrofiação é bastante utilizada para produção de 
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fibras de PHBV, porém, apesar de vários biopolímeros serem explorados na produção de fibras 

biodegradáveis pela técnica SBS, esse polímero ainda é pouco utilizado nessa técnica 

(CARLOS et al., 2021, GAO et al., 2020, DADOL et al., 2020; SOUZA et al., 2014).  

Assim, o presente trabalho propõe, pela primeira vez, a imobilização de enzima em mantas 

de fibras do tipo core-shell de PHBV em uma única etapa via SBS. Além disso, este trabalho 

traz uma discussão sobre a processabilidade do PHBV em comparação com o PLA, que é um 

polímero amplamente utilizado no processo SBS. A capacidade de fiação dos polímeros foi 

avaliada em termos de características morfológicas. O estudo também investigou como cada 

parâmetro pode afetar a morfologia das fibras, como diâmetro das fibras, alinhamento e 

presença de defeitos, e propõe como essa influência pode ser significativamente reduzida 

alterando a configuração do SBS. 
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CAPÍTULO II 

OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

O presente trabalho propõe a produção de um suporte de baixo custo e sustentável e 

imobilização de enzima em uma única etapa via Fiação por Sopro em Solução (SBS).  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

⮚ Avaliar a processabilidade do polímero PHBV comparado ao polímero PLA via SBS; 

⮚ Imobilizar a enzima lipase por encapsulamento em estrutura core-shell de fibras de 

PHBV utilizando a técnica de SBS; 

⮚ Estabelecer metodologias para facilitar o acesso do substrato à enzima.  
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CAPÍTULO III 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 ENZIMAS 

Enzimas são proteínas (com exceção das enzimas ácidos ribonucleicas – RNA) compostas 

por um grande número de resíduos de aminoácidos que varia de cem a várias centenas. Estes 

aminoácidos são covalentemente ligados por meio de ligação peptídica formada entre o átomo 

de carbono de um grupo carboxila de um aminoácido e o átomo de nitrogênio de um grupo α-

amino do aminoácido seguinte, como apresentado na Figura 1. De acordo com a natureza de 

seus grupos substituintes (R’ e R’’), os aminoácidos podem ser polares ou apolares e sua 

distribuição ao longo da molécula de proteína determina seu comportamento (LEHNINGER, 

NELSON e COX, 2013; ILLANES, 2008).   

 

 

Figura 1. Formação de ligação peptídica entre dois α-aminoácidos adjacentes (Adaptado de ILLANES, 2008). 

 

As enzimas são moléculas capazes de catalisar eficientemente uma infinidade de reações 

químicas, sem, contudo, sofrerem quaisquer alterações em sua composição. Elas são 

consideradas catalisadores verdes por serem biocompatíveis, biodegradáveis e de origem 

natural (WOLFENDEN & SNIDER, 2001). 
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A catálise enzimática (biocatálise) ocorre em uma pequena porção da enzima denominada 

sítio ativo (ou centro ativo). Os sítios ativos são pequenas regiões da sequência de aminoácidos, 

responsáveis pelas reações químicas, enquanto o resto da proteína atua como um suporte. O 

sítio ativo possui características moldáveis à ancoragem do substrato (em bioquímica, é 

designado substrato um composto químico que sofre reação catalisada por uma ou mais 

enzimas, diferentemente da definição utilizada na engenharia, onde o substrato é o material 

que serve de suporte para deposição de outro material. Para maior clareza do texto, será 

denominado substrato o que atende à definição bioquímica e suporte o que atende ao conceito 

usado em engenharia). Ao se ligar à enzima no sítio ativo, o substrato adequa a conformação 

do sítio à sua estrutura e sofre alterações na distribuição de elétrons de suas ligações químicas, 

o que leva à formação dos produtos. Após a formação dos produtos, estes são liberados da 

enzima que está pronta para o próximo ciclo catalítico (ILLANES, 2008; WOLFENDEN & 

SNIDER, 2001). A Figura 2 apresenta a teoria do encaixe induzido (induced fit), que descreve 

como funciona o processo de catálise das enzimas.  

 

Figura 2. Modelo do encaixe induzido (induced fit) de processo de catálise enzimática.  

(Fonte: www.thebiologynotes.com, Adaptado). 
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O comitê de nomenclatura da União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular 

(IUBMB), classifica as enzimas em seis famílias diferentes, de acordo com suas atividades 

biocatalíticas (ILLANES, 2008):  

● Oxirredutases: são enzimas que catalisam reações de oxidação-redução por meio de 

transferência de elétrons, hidrogênio ou oxigênio; 

● Transferases: são enzimas que catalisam a transferência de grupos funcionais entre 

doador e receptor; 

● Hidrolases: são enzimas que catalisam reações de hidrólise, isto é, a cisão de uma 

ligação química pela ação da água; 

● Liases: são enzimas que catalisam reações de cisão não hidrolíticas e não oxidativas 

das ligações químicas; 

● Isomerases: são enzimas que catalisam reações de conversão de um substrato em 

um isômero, ou seja, em uma substância molecularmente igual, mas estruturalmente 

diferente; 

● Ligases: são enzimas que catalisam reações de ligações covalentes entre duas 

moléculas. 

Além de serem catalisadores muito eficientes (em função de sua alta seletividade), as 

enzimas são capazes de manter elevada atividade catalítica em condições brandas (temperatura 

ambiente, pH fisiológico, pressão atmosférica, etc.). Tais características tornam essas moléculas 

alternativas eficientes para substituição de catalisadores tradicionais, como, por exemplo, os 

metálicos, que têm sua atividade limitada às condições específicas de ativação (LEHNINGER, 

NELSON e COX, 2013; ILLANES, 2008).  

A versatilidade enzimática como catalisador é de interesse para diversos setores da 

indústria. Elas podem ser aplicadas em processos variados, como na fermentação de laticínios 

e produtos de panificação, fabricação de cerveja, processamento de frutas e vegetais, produção 

de detergentes, cosméticos, medicamentos, na produção de biocombustíveis de primeira e 
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segunda geração, processamento têxtil, na indústria de química fina e ainda em processos de 

despolimerização (SALES et al., 2020; GUERRAND 2017). 

No setor de embalagens para alimentos, enzimas comerciais podem ser facilmente utilizadas 

como agentes biocatalisadores, com aplicações que variam de controlar o crescimento 

microbiano, inibir reações de degradação oxidativa à biocatálise direcionada (inibição de 

compostos ativos presentes na formulação do alimento ou naturalmente gerados por este em 

processos de maturação e/ou desnaturação), sem modificar características como textura, 

estabilidade de emulsões, odor, gosto e cor (XIE et al., 2022; SHARMA et al., 2022; 

KAUSHAL et al., 2018).  

3.1.1 Lipases 

Dentre as enzimas que possuem maior versatilidade industrial, podemos destacar as lipases. 

Lipases (triacilglicerol acilidrolase, EC 3.1.1.3) catalisam a hidrólise das ligações éster 

carboxílico em triacilgliceróis (TAGs) para produzir monoacilgliceróis, diacilgliceróis, ácidos 

graxos e glicerol. Além disso, as lipases catalisam a hidrólise, acidólise, aminólise e 

transesterificação de outros ésteres, e ainda a síntese de ésteres. Lipases podem ser obtidas de 

diversas fontes, podendo ser de origem animal, como por exemplo, lipase pancreática de porco; 

de bactérias, como as lipases produzidas por Pseudomonas sp. e Bacillus sp.; de fungos, como 

lipase Aspergillus sp. e Candida sp.; de planta, como lipases de mamona; de palmeira, entre 

outras. As lipases produzidas por bactérias, no entanto, vêm ganhando mais destaque no uso 

industrial devido a maior variedade de reações que podem catalisar, e maior simplicidade de 

isolamento e produção (MEHTA et al., 2020). A Tabela 1 a seguir apresenta exemplos do uso 

de lipases em diferentes aplicações industriais.   
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Tabela 1. Aplicações industriais das lipases (Adaptado de SHARMA et al., 2001). 

Indústria Ação Aplicação 

Laticínios Hidrólise de leite, gordura, 

maturação de queijo e 

modificação de gorduras 

Desenvolvimento de agente aromatizante 

em leites, queijos e manteigas 

Detergentes Hidrólise de gorduras Remoção de manchas de óleo em tecidos 

Bebidas Melhoramento de amora Melhoria do aroma e sabor 

Condimentos Aumento da qualidade Estabilidade de molhos para salada, cremes, 

maioneses, chantillys  

Carnes e peixes Melhoramento de sabor  Remoção de rancidez dos alimentos à base de 

carnes pela remoção de gordura 

Farmacêutica Hidrólise de álcoois e poliésteres Produção de diversos produtos intermediários 

aplicáveis na fabricação de fármacos 

Cosméticos Síntese Atuam com emulsificantes e hidratantes 

Biorremediação Transesterificação de óleos e 

graxas  

Remoção e hidrólise de oleosas e graxas 

Combustíveis Transesterificação Produção de biodiesel  

Agroquímicos Esterificação  Produção de herbicidas 

As lipases de Candida rugosa (CRL) são vastamente utilizadas em diversos processos 

catalíticos, sendo uma das enzimas mais aplicadas em síntese de fitoesteróis (fitoesteróides, 

semelhantes ao colesterol, que ocorrem em plantas, sementes, óleos vegetais e frutas), 

correspondendo a cerca de 50% da aplicação (PEREIRA et al., 2022). Também apresentam alta 

eficiência quando utilizadas na produção de biodiesel (KUMAR et al., 2023). O sítio ativo das 

CRL é coberto por uma tampa (lid) composta de aminoácidos com propriedades anfifílicas em 

uma estrutura β-hélice, que é essencial para ativação interfacial e, consequentemente, para a 

atividade enzimática catalítica, outra vantagem para reações de esterificação (PEREIRA et al., 

2023; KUMAR et al., 2023). 
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3.2 MÉTODOS DE IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS 

Apesar de vantajosa, a aplicação industrial das enzimas é frequentemente dificultada pela 

instabilidade destas em condições de processamento e estocagem, como por exemplo, altas 

temperaturas, pHs extremos e longos prazos de prateleira (YUSHKOVA et al., 2019; 

ILLANES, 2008). A Tabela 2 apresenta as vantagens e desvantagens da utilização das enzimas 

como catalisadoras em processos industriais. 

 

Tabela 2. Vantagens e desvantagens da utilização de enzimas processos catalíticos (Adaptado de ILLANES, 

2008). 

Vantagens Desvantagens 

Alta especificidade Alta complexidade molecular 

Alta atividade em condições moderadas 
Alto custo de produção quando comparada aos 

catalisadores comerciais mais tradicionais 

Possibilidade de reuso 

Fragilidade intrínseca Altamente biodegradável 

Produto de origem natural 

 

Tais desvantagens geralmente podem ser superadas pela imobilização da enzima. Além 

disso, o processo de imobilização minimiza extensamente a contaminação da enzima por 

agentes externos e a contaminação do produto pela enzima, sendo mais fácil separá-la deste. A 

imobilização da enzima também é um processo que permite um maior custo-benefício, uma vez 

que a utilização de um suporte elimina o desperdício durante o processo (RIOS et al., 2022; 

NGUYEN & KIM, 2017; EŞ et al., 2015a; SHELDON e VAN PELT, 2013; HOMAEI et al., 

2013; GARCIA-GALAN et al., 2011). A Figura 3 ilustra as vantagens e desvantagens da 

imobilização das enzimas em sua ação biocatalítica.  
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Figura 3. Comparação entre vantagens e desvantagens da imobilização biocatalítica 

 

Existe uma grande quantidade de metodologias para imobilização de enzimas já descritas 

na literatura. Estes métodos podem ser divididos em duas categorias: (i) métodos que envolvem 

interação química da enzima com a matriz (ou apenas entre enzimas, no caso da reticulação), 

denominados métodos químicos e (ii) métodos onde a enzima está restrita a um espaço limitado 

e ligada à matriz por interação física, denominados métodos de contenção (ILLANES, 2008).  

3.2.1 Métodos Químicos 

Os métodos químicos podem ser subdivididos em métodos que incluem a ligação química 

das enzimas em um suporte inerte (denominado método de suporte), por meio de adsorção ou 

ligação covalente entre enzima e suporte, e métodos que não requerem suporte (denominado 

método de reticulação) que podem ocorrer pela formação de uma rede de ligação cruzada de 

enzimas agregadas (cross-linked enzyme aggregate - CLEA) ou de cristais (cross-linked enzyme 

crystal - CLEC) (ILLANES, 2008; SHELDON e VAN PELT, 2013).   
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MÉTODOS DE SUPORTE (CARRIER) 

Diversos materiais vêm sendo aplicados como suportes para imobilização de enzimas, 

sejam compostos orgânicos ou inorgânicos. Os requisitos básicos para um material poder ser 

utilizado como suporte na imobilização de enzimas por meio do método químico de suporte 

são: alta capacidade de se ligar às proteínas, compatibilidade e insolubilidade no meio reacional, 

estabilidade química e mecânica, flexibilidade conformacional e alta área superficial. Os 

materiais mais comumente usados como suporte para imobilização de enzimas são resinas 

poliméricas sintéticas, polímeros naturais, como por exemplo, polissacarídeos, sílicas e zeólitas 

(ILLANES, 2008; SHELDON e VAN PELT, 2013; VASILE, 2018a).  

Imobilização em suporte por adsorção  

Nesta metodologia, a enzima está imobilizada no suporte por meio de interações que podem 

ser interações hidrofóbicas, interação de van der Waals ou por meio de ligação iônica. As 

principais vantagens deste método são a facilidade em recuperar o suporte após a exaustão da 

enzima, por meio da dessorção de proteínas, os rendimentos de imobilização geralmente 

elevados e a simplicidade do método. No entanto, sua principal desvantagem é que a enzima 

pode ser facilmente dessorvida do suporte por alterações no ambiente da reação. No caso da 

imobilização por ligação iônica, por exemplo, muitas proteínas podem perder força e sofrer 

dessorção com alterações no pH do meio reacional. É importante ressaltar que em meios não 

aquosos, como em solventes orgânicos, a tendência à dessorção das enzimas é 

significativamente reduzida, tornando essa metodologia uma opção adequada (ILLANES, 

2008; SHELDON e VAN PELT, 2013). 
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Imobilização em suporte por ligação covalente 

Nesta metodologia, ligações covalentes são estabelecidas entre os grupos funcionais 

disponíveis no suporte e os grupos funcionais disponíveis nos resíduos de aminoácidos das 

enzimas. É um método significativamente complexo, mas muito explorado na literatura, 

dispondo de diversos protocolos de desenvolvimento. Como principal vantagem, pode-se 

destacar a estabilidade operacional alta e flexibilidade, possibilitando que a imobilização seja 

realizada adequando às características de cada processo. No entanto, devido à alta energia de 

ligação enzima-suporte adquirida por essa técnica, a mobilidade da enzima é restringida, 

reduzindo seu acesso ao substrato e, consequentemente, reduzindo sua atividade catalítica. 

Além disso, podem ocorrer alterações nas propriedades cinéticas da enzima.  Para a catálise 

industrial em biorreatores, a impossibilidade de reutilizar o suporte após a exaustão da enzima 

é uma desvantagem ainda mais significativa (EŞ et al, 2015b; ILLANES, 2008; SHELDON e 

VAN PELT, 2013).  

MÉTODOS DE RETICULAÇÃO (CROSS-LINKING) 

Enzimas são moléculas naturalmente solúveis em meio aquoso. No entanto, estas podem se 

tornar insolúveis por meio da formação de uma rede tridimensional de ligações cruzadas entre 

elas (reticulação). Essa reação é feita utilizando um reagente bifuncional que atuará como 

agente reticulante, ou seja, um reagente que fornece grupos diferentes dos grupos presentes nas 

enzimas, fazendo com que estes grupos se liguem covalentemente aos seus grupos funcionais 

dos resíduos de aminoácidos, criando uma rede tridimensional de enzimas reticuladas (EŞ et 

al., 2015b; ILLANES, 2008; SHELDON e VAN PELT, 2013).  
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Imobilização por formação de rede de ligação cruzada de enzimas agregadas (CLEA) 

 A imobilização por reticulação de agregados de enzimas é feita reticulando-se os agregados 

de enzimas via técnica de precipitação de proteínas.  

Primeiramente enzimas solúveis são agregadas pela adição de agentes externos, como por 

exemplo, sais, solventes orgânicos ou polímeros. Posteriormente, os agregados são agitados 

vagorosamente a fim de se reduzir o tamanho dos agregados de enzimas. Por fim, os agregados 

formados são reticulados e as enzimas se tornam estáveis por meio da imobilização.  

Essa técnica de imobilização é bastante vantajosa por alcançar uma alta atividade 

enzimática, já que dispõe de uma alta concentração de enzimas expostas (praticamente todos 

os sítios ativos estão disponíveis e não há impedimento na mobilidade da enzima pela presença 

de um suporte), alta estabilidade e baixo custo de produção, dispensando investimento em 

suporte. No entanto, sistemas de CLEAs possuem desvantagens como baixas propriedades 

mecânicas (partículas altamente compressíveis e sensíveis ao cisalhamento) e dificuldade do 

controle do tamanho de partículas (partículas geralmente muito pequenas), dificultando a 

recuperação do catalisador (ILLANES, 2008; SHELDON e VAN PELT, 2013).  

Imobilização por formação de rede de ligação cruzada de cristais de enzima (CLEC) 

A imobilização por CLEC é feita pela reticulação de cristais de enzimas purificados. Essa 

reticulação dos cristais de enzimas estabiliza a rede cristalina, conferindo alta atividade 

catalítica resultante de uma alta concentração enzimática disposta em redes com alto grau de 

organização. A estabilidade deste sistema permite sua liofilização e armazenagem em 

temperatura ambiente. Os cristais reticulados também são altamente estáveis em condições 

extremas como, por exemplo, alta temperatura, pHs extremos e exposição à solventes 

orgânicos, mantendo sua atividade catalítica.  

Embora possua as vantagens anteriormente mencionadas, esta metodologia possui a 

desvantagem de ter um custo significativamente alto, resultante do processo de purificação em 
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alto grau necessário para que as enzimas sofram cristalização. Tal custo torna este processo 

inviável para diversas aplicações (ILLANES, 2008; SHELDON e VAN PELT, 2013).  

3.2.2 Métodos de Contenção 

Os métodos de contenção são métodos de imobilização da enzima em um espaço restrito, 

por meio do aprisionamento das enzimas em sistemas de géis poliméricos, denominados 

métodos de aprisionamento em gel (entrapment) ou ainda no confinamento destas em 

microcápsulas ou cascas que permitam a interação enzima-substrato sem permitir a liberação 

da enzima para o meio, denominados métodos de encapsulamento (encapsulation).  

Estes métodos possuem inúmeras vantagens em relação aos métodos já apresentados 

anteriormente, como por exemplo, ser mais eficiente em imobilizar a enzima que o método de 

adsorção, mas possibilitar uma maior interação desta com o substrato, em comparação ao 

método de ligação covalente.  Além de não necessitar de enzimas com alto grau de pureza, 

como no caso dos métodos de reticulação. O inconveniente dos tamanhos das partículas no caso 

dos sistemas imobilizados de CLAEs também é sanado por meio dos métodos de confinamento 

(ILLANES, 2008; SHELDON e VAN PELT, 2013).  

MÉTODO DE APRISIONAMENTO EM GEL (ENTRAPMENT) 

O método de aprisionamento em gel é muito similar ao método de suporte, no entanto, este 

método se dá pelo aprisionamento das enzimas na matriz de um polímero durante a sua reação 

de polimerização e não em uma matriz pré-fabricada. A imobilização ocorre pela polimerização 

do monômero presente num solvente contendo a enzima. As enzimas ficam confinadas entre as 

cadeias de polímero formadas, numa conformação compacta o suficiente para imobilizá-las. A 

polimerização pode ocorrer por rotas químicas ou por fotopolimerização. Embora ocorra 

majoritariamente durante o processo de polimerização, a imobilização por aprisionamento em 

gel pode ser realizada ainda no processo de gelificação de polímeros como, por exemplo, o 



17 
 

poli(álcool vinílico) - PVA. Uma solução concentrada de PVA é misturada à enzima e 

conduzida ao resfriamento para que ocorra a formação de gel.  

Esta metodologia de imobilização resulta em biocatalisadores com tamanhos apropriados 

para processos de catálise industriais e de fácil recuperação. No entanto, é limitada no que diz 

respeito à transferência de massa (baixa transferência de massa, resultante da alta viscosidade 

do gel necessária para evitar perda), dificultando o livre acesso do substrato à enzima, reduzindo 

sua atividade catalítica (ILLANES, 2008; SHELDON e VAN PELT, 2013).  

MÉTODO DE ENCAPSULAMENTO (ENCAPSULATION) 

A principal característica desta metodologia de imobilização é a possibilidade de um alto 

nível de liberdade do substrato e do produto sem a perda da enzima para o meio. Nesta técnica, 

mais de uma enzima pode ser imobilizada no mesmo suporte, podendo desempenhar mais de 

uma ação catalítica (ILLANES, 2008).  

Encapsulamento em microcápsulas 

A imobilização de enzimas em microcápsulas é dada por uma reação de polimerização que 

ocorre na superfície de gotas de uma solução aquosa de enzimas. A solução aquosa da enzima 

é gotejada em um solvente orgânico imiscível em água contendo o monômero. Um surfactante 

(espécie com grupamentos hidrofílicos e hidrofóbicos que reduz a tensão superficial entre dois 

líquidos imiscíveis, mantendo uma emulsão) é adicionado para manter a dispersão das gotas de 

enzima. Um material de parede de matriz polimérica é formado ao redor da solução aquosa da 

enzima, encapsulando-a (ILLANES, 2008).  
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Encapsulamento em fibras  

A incorporação de enzimas em materiais nanoestruturados vem ganhando destaque na 

literatura, uma vez que a razão área/volume intrinsecamente alta destes materiais proporciona 

uma vasta disponibilidade de superfície para a ancoragem destas enzimas, aumentando 

significativamente sua eficiência catalítica em comparação com enzimas imobilizadas em 

suportes tradicionais (macro) (EL-AASSAR et al., 2019, BILAL et al., 2019).  

Alguns dos materiais nanoestruturados, no entanto, apresentam desvantagens que são 

difíceis de contornar. Materiais mesoporosos (com tamanhos de poros entre 2-50 nm), por 

exemplo, geralmente confinam moléculas de enzima em sua área interna, o que limita a difusão 

do substrato para a enzima e resulta em menor atividade enzimática. Nanopartículas e os 

nanotubos, mostraram diminuir notavelmente a transferência de massa, tornando sua dispersão 

mais difícil (BILAL et al., 2019). 

Nanofibras poliméricas obtidas por eletrofiação têm um grande potencial para superar tais 

limitações, podendo ser suportes promissores para a imobilização enzimática. Estas fibras são 

extremamente vantajosas, já que uma alta gama de polímeros pode ser utilizada nessa técnica, 

e são capazes de formar estruturas com poros interconectados (o que permite uma maior 

transferência de massa). Além disso, propriedades intrínsecas dos polímeros como facilidade 

de modificação superficial (que favorece a fixação de enzimas e aumenta sua atividade), baixo 

custo de produção, alta processabilidade e resistência mecânica adequada, são exploradas. 

Outras propriedades de materiais passíveis de serem eletrofiados desejadas para imobilização 

de enzimas são: biocompatibilidade e não toxicidade, hidrofilicidade e biodegradabilidade 

(BILAL et al., 2019; VASILE 2018a; ZDARTA et al., 2018, MANCIPE et al., 2022).  

A técnica de eletrofiação consiste na infusão de uma solução polimérica com solvente 

condutor por um capilar com o auxílio de uma seringa. Um campo eletrostático de alta voltagem 

é formado entre a ponta do capilar e um coletor aterrado, levando ao estiramento da solução 
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com evaporação do solvente e formação das fibras depositadas no coletor (MANCIPE et al., 

2022; SUN et al., 2019; ZHUANG et al., 2019). 

A imobilização da enzima em fibras eletrofiadas pode ser realizada por meio de três 

metodologias diferentes.  

A primeira metodologia consiste na imobilização da enzima na superfície das fibras em 

etapas pós-processamento, por meio da funcionalização da superfície das fibras (para expor os 

grupos ativos ligantes à enzima) e formação de ligações covalentes entre as enzimas e o suporte 

com a utilização de agente externo (agente químico de reticulação ou irradiação). No entanto, 

essa técnica traz a necessidade de várias etapas longas que encarecem o processo e o torna 

industrialmente complexo. Esta tecnologia pode ser considerada uma técnica de imobilização 

em suporte por ligação covalente (já apresentada anteriormente no texto), dadas suas 

características.  

A segunda metodologia refere-se ao processo de eletrofiação direta monoaxial, que consiste 

na formação de fibras ativas a partir de uma solução de polímero e enzima. As enzimas são 

incorporadas à matriz de polímero, sendo aprisionadas entre as cadeias poliméricas por 

ancoragem. No entanto, essa tecnologia limita o uso de uma vasta gama de polímeros e enzimas, 

uma vez que a maioria das enzimas apresenta degradação frente à solventes orgânicos 

comumente empregados na solubilização de materiais poliméricos. Dessa forma, a 

imobilização fica restrita à utilização de polímeros solúveis em água ou ao emprego de enzimas 

resistentes à solventes orgânicos.  

A terceira metodologia baseia-se no uso de um dispositivo de duas agulhas concêntricas 

(uma interna e outra externa) onde a solução de enzima é confinada no interior de fibras ocas. 

Essa metodologia é denominada eletrofiação coaxial e as fibras apresentam morfologia do tipo 

core-shell (núcleo-casca). 

Esta técnica possui claras vantagens em relação às outras duas apresentadas, por ser uma 

técnica de imobilização simples em uma única etapa. Solventes distintos podem ser utilizados 
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para o material de casca e núcleo (sem a necessidade de utilizar polímeros solúveis em água na 

casca) sem que a enzima perca sua integridade, além de se mostrar mais eficiente no controle 

da estabilidade da enzima (BILAL et al., 2019; JIANG et al., 2005; JIANG et al., 2014; 

VASILE, 2018a; HAGHJU et al., 2018; ZDARTA et al., 2018).  

A Tabela 3 a seguir apresenta alguns trabalhos disponíveis na literatura, onde enzimas foram 

imobilizadas em nanofibras produzidas por eletrofiação e avaliadas quanto sua atividade 

biocatalítica, estabilidade de estocagem e estabilidade em diferentes condições (diferentes 

temperaturas e pHs). 

Tabela 3. Imobilização de enzimas em nanofibras produzidas por eletrofiação. 

Enzima/ação Metodologia Resultados Referência 

Lacase 

(degradação 

por oxidação) 

Imobilização por ligação 

covalente em fibras 

eletrofiadas de 

policrapolactona (PCL)/ 

polietilenodiamina (PEI), 

funcionalizadas com 

glutaraldeído. 

A enzima imobilizada manteve 30% de sua 

estabilidade operacional mesmo após 10 

ciclos de uso. A enzima imobilizada teve 

uma eficiência de degradação de 86% e 

46% para os corantes Alaranjado II e Verde 

malaquita, respectivamente. 

Kolak et 

al., 2023. 

Peroxidase de 

rábano 

(degradação 

por oxidação) 

Imobilização pelo método de 

encapsulamento em cápsulas 

de alginato de sódio (AS), 

seguida de eletrofiação de 

solução de poli(cloreto de 

vinila) com as cápsulas de 

AS/Peroxidase dispersas. 

Devido a dupla imobilização, foi possível 

obter 100% de eficiência de imobilização. A 

enzima manteve 80% de sua atividade 

catalítica.  

A ação biocatalítica da enzima se manteve 

superior à 80% para ambos os fármacos 

avaliados.  

Zdarta et 

al., 2022. 

 

Tirosinase 

(degradação 

por oxidação) 

Imobilização por adsorção 

pós-processo de eletrofiação 

de fibras de policrapolactona 

(PCL) com quitosana.  

A imobilização da enzima nas fibras 

manteve 95% de atividade em comparação 

com a enzima livre. A imobilização 

aumentou a estabilidade da enzima e 

facilitou o reuso. O biocatalisador foi capaz 

de degradar todo o agente poluente (bisfenol 

A) após apenas 90 min.  

Zdarta et 

al., 2020. 

 

Lacase 

(degradação 

por oxidação) 

Imobilização por ligação 

covalente em fibras 

eletrofiadas de 

poli(acrilonitrila-

A eficiência do método de imobilização 

provou ser diretamente dependente da 

concentração de PEI incorporada. A 

imobilização manteve a estabilidade da 

El-Aassar 

et al., 2019 
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estireno/pirrol) 

funcionalizadas com 

polietilenodiamina (PEI), 

utilizando glutaraldeído como 

agente reticulante.  

enzima em diferentes pHs e temperatura. A 

condição ótima operacional da enzima 

imobilizada foi encontrada em 70°C e pH 6, 

enquanto a enzima livre teve uma perda de 

65% de sua atividade após 2h submetida a 

temperatura de 50°C.  

β-D-

Galactosidase 

(biocatálise 

direcionada) 

Imobilização por eletrofiação 

direta monolítica de fibras de 

quitosana/poli(álcool 

vinílico)/ β-D-Galactosidase. 

A atividade catalítica da enzima imobilizada 

não foi significativamente afetada pela 

imobilização, se mantendo similar à 

atividade da enzima livre.  

A imobilização aumentou 

significativamente a estabilidade da enzima 

em relação a temperatura, pH e estocagem.  

Haghju et 

al., 2018 

3.3 FIAÇÃO POR SOPRO EM SOLUÇÃO (Solution Blow Spinning) 

A técnica Solution Blow Spinning (SBS) ou Fiação por Sopro em Solução foi desenvolvida 

em 2009 utilizando elementos de Eletrofiação e Fiação por Sopro de Material Fundido 

(Eletrospinning e Melt Blowing, respectivamente). Este método de produção de micro e 

nanofibras consiste na injeção de uma solução polimérica, a uma taxa constante, através de uma 

seringa que injeta a solução em um bico interno de um sistema concêntrico, ao mesmo tempo 

em que um fluxo de ar ou gás de alta pressão passa pelo bico externo do sistema, evaporando o 

solvente e formando fibras poliméricas em direção a um coletor (MEDEIROS et al., 2009; 

GAO et al., 2020). A Figura 4 apresente um esquema representativo da configuração de um 

sistema de Solution Blow Spinning.  
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Figura 4. Configuração do sistema Solution Blow Spinning (ilustração criada no Biorender.com). 

 

O desenvolvimento da técnica de SBS traz uma alternativa mais segura e sustentável ao 

processo de eletrofiação, uma vez que não requer o uso de alta voltagem para obtenção das 

fibras. É também industrialmente mais viável, sendo sua vazão significativamente maior. Além 

disso, a vasta possibilidade de solventes que podem ser utilizados no processo de fiação por 

sopro em solução aumenta significativamente a gama de polímeros que podem ser processados, 

não sendo limitada, por exemplo, a polímeros que possuam solubilidade em solventes 

condutores. No entanto, a vantagem da técnica de SBS em relação à eletrofiação que tem atraído 

o maior interesse é a possibilidade de deposição em qualquer tipo de suporte, incluindo 

organismos vivos, sendo especialmente interessante para aplicação em biomateriais como 

suportes ou arcabouços com imobilização de uma diversidade de moléculas e agentes ativos 

(da SILVA PARIZE et al., 2016; GAO et al., 2020; SONG et al., 2020; dos SANTOS et al., 

2020).  

Técnicas industriais de produção de fibras poliméricas, como por exemplo, fiação por sopro 

de material fundido e fiação a seco, utilizam gás para resfriar e evaporar o solvente das fibras, 

respectivamente, em uma etapa seguinte à fiação. A técnica de SBS é ainda mais viável em 

comparação a estas, uma vez que o gás pressurizado é utilizado para fiação e evaporação do 
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solvente, em uma única etapa. O que torna o processo mais simples, rápido e econômico 

(DARISTOTLE et al., 2016; DADOL 2020).  

No entanto, por se tratar de uma tecnologia mais recente, a fiação por sopro em solução 

possui naturalmente diversos desafios quando comparada a técnicas já bem estabelecidas e 

vastamente exploradas. O controle das variáveis do processo e sistema (pressão do ar, taxa de 

injeção, distância de trabalho, tamanho, velocidade e tipo de coletor, diâmetro do bico, ângulo 

de deposição), o seu efeito na morfologia final das fibras, os fatores externos que afetam o 

processo (taxa de evaporação do solvente, viscosidade da solução, tensão superficial, 

temperatura ambiente, pressão atmosférica, umidade relativa do ar), a porção de influência que 

cada fator tem, entre outras, são questões que ainda seguem sendo discutidas na literatura. 

Esforços vêm sendo aplicados a cada trabalho desenvolvido, a fim de se superar esses desafios. 

Apesar destes desafios de uma tecnologia ainda emergente, as vantagens do SBS estimulam 

pesquisadores a buscarem produzir fibras por essa tecnologia para os mais diversos campos de 

aplicação que vão desde o uso em biomateriais, sistemas de liberação de fármacos, à aplicação 

em sensores de monitoramento e controle de qualidade de produtos (DADOL et al., 2020; GAO 

et al., 2020; DIAS et al., 2020).  

MIRANDA et al. (2021) desenvolveram sachês de nanofibras de poli(ácido lático) -  PLA 

contendo ativos absorvedores de umidade e oxidativos de etileno para uso em embalagens de 

frutos climatéricos (frutos que sofrem maturação mesmo após a colheita). Os resultados 

apresentados mostraram que além de adiar a maturação dos frutos de tomate avaliados, 

aumentando assim o tempo de prateleira, as nanofibras de PLA produzidas por SBS foram uma 

barreira eficiente ao agente absorvente permanganato de potássio (KMnO4), evitando a 

contaminação por agente tóxico.  

Em outro trabalho, em 2020, os autores exploraram ainda a produção de nanofibras de 

poliestireno (PS) como sensores indicadores de alteração de pH para vinhos, via SBS. Os 

autores incorporaram azul de bromotimol às fibras de PS e os resultados apontaram que o 
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material desenvolvido foi adequado ao uso em embalagens para bebidas e alimentos contendo 

um alto teor de álcool (acima de 20%), sendo indicado para a utilização proposta. Em relação 

às propriedades morfológicas das fibras obtidas, os resultados mostraram que a incorporação 

do indicador azul de Bromotimol não alterou significativamente os diâmetros das fibras, 

embora tenha gerado regiões com contas (beads). Este resultado indica que a incorporação de 

aditivos em fibras produzidas via SBS não interfere diretamente nas variáveis do processo, uma 

vez que o diâmetro das fibras se manteve diretamente relacionado aos parâmetros utilizados 

(MIRANDA et al., 2020).  

FERREIRA et al. (2019) produziram filmes de fibras nanoestruturadas de poli(dimetil 

siloxano) - PDMS via SBS dopados com nanopartículas de prata (AgNP), para revestimentos 

antimicrobianos. O material apresentou atividade antimicrobiana contra linhagens de 

Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os autores ressaltaram que, embora o método de 

produção dos revestimentos ativos tenha se dado em duas etapas, sendo elas fiação e deposição 

das nanopartículas, ainda assim se mostrou um método simples, barato e eficiente.  

A fiação por sopro em solução é especialmente adequada para incorporação de moléculas 

sensíveis a agentes do meio externo e/ou solventes da matriz (como corantes, óleos essenciais 

e enzimas), por utilizar condições brandas de processamento, mantendo a integridade do 

princípio ativo enquanto garante seu contato com o meio (ASADUZZAMAN e SALMON, 

2022). 

Uma alta estabilidade dessas moléculas imobilizadas pode ser encontrada ainda no pós-

processamento quando encapsuladas em estrutura núcleo-casca (DIAS et al., 2020; 

GONÇALVES et al., 2020).  

PARK et al. (2018) encapsularam o corante fotossensível hidrofílico sulforodamina B em 

estrutura core-shell via SBS.  O polímero poli(3-caprolactona) - PCL foi utilizado na casca e o 

polímero polivinilpirrolidona – PVP como dispersante do corante no núcleo. O efeito da 

incorporação de uma porção de PVP na estrutura shell como agente porogênico foi avaliado. 
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Os autores destacaram que a presença do agente porogênico PVP facilitou a exposição do 

corante ao meio externo, aumentando a taxa de liberação deste para o meio. No entanto, foi 

possível observar a liberação do agente mesmo em estruturas com ausência do agente 

porogênico.  

Polímeros biodegradáveis são materiais bastante explorados nos processos de fiação. Estes 

polímeros são facilmente processados por essas técnicas e amplamente utilizados como 

biomateriais, além de possuir apelo ambiental. O polímero biodegradável mais aplicados nos 

processos de fiação, incluindo o SBS, é o PLA. O PLA é bioabsorvível, biocompatível, possui 

propriedades mecânicas competitivas e tem um histórico de segurança quando utilizado como 

biomaterial (PARIZE et al. 2016; PARIZE et al, 2016; MILLER, et al., 2019).  

No entanto, os polihidroxialcanoatos - PHAs (poliésteres biodegradáveis produzidos 

naturalmente em fermentação bacteriana) vêm ganhando espaço no setor de bioplásticos 

(ELMOWAFY et al, 2019; KOLLER e MUKHERJEE et al., 2020).  

3.3.1 Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) 

O poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) é um copolímero da família dos 

PHAs, hidrofóbico (quando comparado a outros poliésteres) e termoplástico produzido em 

larga escala que possui alta biocompatibilidade com diversas linhagens celulares e alta 

biodegradabilidade, é atóxico, quimicamente estável e com propriedades de barreira e 

piezeletricidade. O PHBV pode ser considerado um polímero amigável ao ambiente (eco-

friendly), já que além de seu processo de produção por fermentação bacteriana ser um processo 

sustentável, é um polímero 100% biodegradável em diversos ambientes (solos, águas, etc.)  

(JIAO et al, 2020; PERVEEN et al, 2020; ABAZARI et al, 2021; KANIUK et al, 2020).   

No processo de eletrofiação, o PHBV já é um polímero bastante utilizado para gerar 

estruturas de fibras. No entanto, embora diversos biopolímeros venham sendo processados via 
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SBS, o PHBV ainda não é muito explorado por essa técnica (GAO et al., 2020; DADOL et al., 

2020; SOUZA et al., 2014).  

Em um estudo de Souza et al. (2014), os autores produziram nanofibras de PHBV por 

eletrofiação (ES) e fiação por sopro em solução (SBS) para uso como sistemas de liberação 

controlada de diclofenaco de sódio e avaliaram o efeito das técnicas utilizadas na eficiência do 

material produzido. Os resultados mostraram que o fármaco introduzido atuou como 

plastificante durante os processos de produção das membranas, aumentando sua flexibilidade. 

O efeito da adição do fármaco nestas propriedades foi similar em ambos os processos. As fibras 

de PHBV produzidas sem adição de fármacos apresentaram microestrutura e diâmetro análogos 

para ambas as técnicas. Apenas com a adição de grandes concentrações de fármaco (20% m/m) 

foi observada uma diferença nas fibras de PHBV produzidas via SBS e ES, onde a adição do 

fármaco aumentou significativamente os diâmetros das fibras produzidas por SBS (de 246 ± 

1,5 nm das fibras de PHBV puro para 577,4 ± 25,7 nm das fibras de PHBV com 20% de 

diclofenaco de sódio). Os autores destacaram a competitividade da técnica de SBS para a 

produção de fibras de PHBV quando comparada ao processo de eletrofiação.  

Embora polímeros em solução aquosa sejam mais difíceis de fiar via SBS, devido à baixa 

pressão de vapor da água em comparação a solventes mais voláteis (como por exemplo, os 

orgânicos), estes têm sua importância para a técnica, principalmente para formação de fibras 

núcleo e carreamento de moléculas hidrofílicas e/ou sensíveis à solventes orgânicos (DOS 

SANTOS et al., 2020; KHARAGHANI et al., 2019; SANTOS et al., 2016; LIU et al., 2014).   

3.3.2 Poli(álcool vinílico) – PVA  

O poli(álcool vinílico) é um polímero solúvel em água, biodegradável e biocompatível, com 

alta capacidade de absorção de água e formação de gel. É o polímero hidrossolúvel mais 

produzido mundialmente, sendo produzidas cerca de 650.000 toneladas de PVA anualmente. 

Possui alta capacidade de formação de filme, o que atrelado ao fato de ser atóxico e 
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biocompatível, amplia significativamente seu uso em diversos campos de aplicação.  Seu uso 

vai de embalagens de alimentos, recobrimentos hidrofílicos, excipientes e cápsulas de 

fármacos, lentes de contato, fios cirúrgicos, entre outros. (ALONSO-LÓPEZ, et al., 2021; 

KHARAGHANI et al., 2019). Hidrogéis de PVA são especialmente interessantes e bastante 

aplicado como sistema de carreamento e liberação controlada de moléculas hidrofílicas. 

Estudos têm explorando essas características do PVA em mantas produzidas pelas técnicas de 

Eletrofiação e Fiação por Sopro em Solução para aplicação como biomateriais (MICKOVA et 

al., 2012; LIU et al., 2014; TONG et al., 2015; KOLBASOV et al., 2016; ALHARBI et al., 

2018; SEDGHI et al., 2018; KHARAGHANI et al., 2019).  

3.3.3 Polietilenoglicol – PEG 

Outro polímero hidrofílico, atóxico e biodegradável bastante empregado para carreamento 

de moléculas é o Polietilenoglicol – PEG.  O PEG é um polímero sintético de baixa massa molar 

obtido a partir da polimerização do Óxido de Etileno. Seu uso é aprovado pela FDA (Food and 

Drug Administration). O alto grau de absorção de água, a capacidade de inchamento do PEG, 

e sua rápida solubilidade, são de alto interesse na aplicação para desenvolvimento de 

membranas para aplicação médica, curativos e sistemas de liberação controlada para facilitar o 

a interação entre moléculas associadas a ele e meios aquosos (AHMED et al., 2018, D’SOUZA 

et al., 2016, MASOOD et al., 2019). Hidrogéis de PEG são adequados para carreamento de 

proteínas. Bioconjugados estabelecidos entre polímeros à base de polietilenoglicol (PEG) 

aniônicos e proteínas catiônicas, por exemplo, provaram ser uma estratégia promissora para 

projetar biocatalisadores termoestáveis. (PÉREZ et al, 2018).  
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CAPÍTULO IV  

METODOLOGIA 

PARTE I 

Nesta etapa do trabalho, mantas de fibras monolíticas de PHBV e PLA foram produzidas 

via Fiação por Sopro em Solução em diferentes condições e parâmetros de processo, com a 

finalidade de estudar a processabilidade do PHBV por SBS. Os materiais utilizados bem como 

os parâmetros testados nesta etapa estão apresentados a seguir.  

4.1 MATERIAIS 

Os materiais utilizados para a produção das fibras via fiação por sopro em solução, bem 

como suas características principais estão descritos na Tabela 4 a seguir. 

 

Tabela 4. Materiais utilizados. 

Material Características físico-químicas Fornecedor 

Clorofórmio PA estabilizado com 

amileno 

Pureza: 99,5% 

Massa molar: 119,36 g/mol 

Sigma-Aldrich 

Poli(3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxivalerato) – PHBV 

Biocycle 2000 (Lote 109) 

Massa Molar ponderal média (Mw) obtida 

em análise de GPC: 170.930 g/mol  

Hidroxivalerato (HV): 4,07% 

PHB Industrial S.A 

Poli(ácido lático) – PLA 

Ingeo (Lote 2003D) 

Massa molar ponderal média (Mw) obtida 

em análise de GPC:168.164 g/mol 

Monômero D-ácido lático: 4% 

Natureworks 

Polietilenoglicol – PEG Massa molar: 4000 g/mol 

Lote: 0503226 

Vetec Química Fina 
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4.2 PRODUÇÃO DE MANTAS DE FIBRAS MONOLÍTICAS DE PHBV E PLA 

Uma configuração de um sistema de Fiação por Sopro em Solução foi obtida para a 

realização de testes de parâmetros de processo para obtenção das mantas de fibras monolíticas.  

A Figura 5 apresenta o sistema preparado. 

 

 

Figura 5. Sistema de Fiação por Sopro em Solução desenvolvido para o processo de obtenção das mantas de 

fibras monolíticas. 

Para a montagem do equipamento, foi utilizado como fonte de ar um compressor modelo 

Motocompressor Pratic Air 8,5 Pés 2 HP 25L Monofásico, adquirido da SCHULZ. Para a 

injeção das soluções foi utilizado uma bomba de infusão, modelo BSV 700 FlexPump, 

adquirido da Biosensor Brasil.  

Para a avaliação das condições de processo a serem empregadas na fabricação das fibras, 

alguns parâmetros foram ensaiados. Testes preliminares de fiação foram realizados para 

determinar uma concentração adequada para as soluções de polímeros empregadas. Diante dos 

resultados observados, a concentração de 10% (m/v) do polímero em clorofórmio foi 

selecionada para dar andamento ao trabalho. A Tabela 5 apresenta os parâmetros e materiais 

testados.  
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Tabela 5. Parâmetros de processo utilizados para produção de mantas de fibras monolíticas. 

Material PLA PHBV 

Vazão de injeção (mL/h) 7,5 

Concentração da solução 

(% massa/volume) 

10 

Pressão do ar 

(PSI) 

42 30 24 

Distância de trabalho 

(cm) 

20 40 
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PARTE II 

A processabilidade do PHBV foi confirmada na etapa I do presente trabalho e este polímero 

foi utilizado como casca para a produção das mantas de fibras coaxiais (ou core-shell). Nesta 

etapa, foram produzidas fibras core-shell tomando como base os resultados obtidos na etapa 

anterior. Uma modificação no tipo de alvo de deposição das fibras foi realizada e a influência 

do tipo e velocidade do alvo na microestrutura e alinhamento destas fibras foi estudada. 

4.3 PRODUÇÃO DE MANTAS DE FIBRAS CORE-SHELL COM LIPASE E 

MODIFICAÇÃO NO TIPO E VELOCIDADE DO COLETOR 

Uma enzima Lipase (E.C. 3.1.1.3) pancreático tipo II (Sigma-Aldrich, São Paulo) foi 

utilizada para o estudo do processo de imobilização, devido sua maior disponibilidade em 

quantidade e menor custo. Uma solução mãe dessa enzima Lipase foi preparada utilizando 

solução salina de NaCl comercial, pH 6 na concentração de 1,82 mg/mL.  

Para a solução core, foi preparada uma solução de poli(álcool vinílico) – PVA em água 

destilada na concentração de 10% (m/v). Foram utilizadas 9 partes da solução de PVA para 1 

parte da solução mãe da enzima.  

Embora os parâmetros de produção das mantas de fibras monolíticas tenham sido utilizados 

inicialmente nesta etapa, ajustes foram realizados com a finalidade de se obter melhores 

condições de processo como, por exemplo, a redução da pressão de ar para evitar o arraste de 

fibras do alvo. A Tabela 6 a seguir apresenta os parâmetros utilizados na produção das mantas 

de fibras core-shell.  
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Tabela 6. Parâmetros de processo utilizados para produção das mantas de fibras core-shell. 

Solução Core Shell 

PVA em água (10%m/v)/ Lipase 

em solução salina de NaCl 

(1,82mg/ml) 

PVA/E 9:1 

PHBV em clorofórmio (10% m/v) 

 

Taxa de injeção 

(ml/h) 

0.5 5 

Pressão do ar 

(psi) 

10 

Velocidade do alvo 

(rpm) 

0* 

300 

600 

Distância de trabalho 

(cm) 

30 

    * coletor estático 

 

O dispositivo utilizado para injeção das soluções foi um dispositivo triaxial que consiste em 

três capilares concêntricos, onde uma agulha de 0,5 mm de diâmetro (capilar da solução núcleo) 

é posicionada interna a um capilar de 1 mm de diâmetro (capilar da solução casca), que por sua 

vez está posicionado internamente a uma saída de 1,5 mm de diâmetro para saída do ar 

comprimido. A Figura 6 apresenta a imagem do dispositivo utilizado no processo.  

 

 

Figura 6. Dispositivo de agulhas concêntricas utilizado no sistema de fiação por sopro em solução 
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Uma nova configuração do sistema foi adotada para possibilitar a produção das mantas de 

fibras core-shell. Uma nova bomba de injeção foi adicionada ao sistema para possibilitar a 

fiação de duas soluções diferentes em composição e vazão de injeção. Um ambiente com 

vedação foi criado para manter umidade e temperatura controladas (aproximadamente 45% ± 5 

e 25°C ± 2, para umidade e temperatura, respectivamente) para maior controle das variáveis do 

processo. Um tambor de alumínio com haste (Figura 7b) foi confeccionado e acoplado a um 

agitador mecânico para ser utilizado como coletor rotatório. Esta configuração (Figura 7c) 

produziu fibras orientadas que foram comparadas às fibras aleatórias obtidas com um coletor 

de placa estático (Figura 7a), como apresentado a seguir. 

 

Figura 7. Sistemas de Fiação por Sopro em Solução desenvolvidos para o processo de obtenção das mantas de 

fibras coaxiais aleatórias (a) e alinhadas (c) e coletor rotatório (b). 
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PARTE III 

A etapa III do presente trabalho constitui da produção de mantas de fibras core-shell de 

PVA/Lipase – PHBV com modificação na composição da casca para avaliar seu efeito no 

acesso do substrato à enzima e, consequentemente, na atividade do material produzido.  

4.4 PRODUÇÃO DAS MANTAS DE FIBRAS CORE-SHELL COM E SEM PEG  

Após as condições de processo bem estabelecidas para a imobilização da enzima Lipase, 

fibras core-shell foram produzidas utilizando uma enzima Lipase de Candida rugosa, tipo VII 

(CAS: 9001-62-1, Sigma-Aldrich, São Paulo), com atividade específica ≥ 700 U/mg de sólido. 

A solução mãe da enzima foi preparada em tampão fosfato (PBS) preparado com concentração 

molar e pH 100 mM e 7, respectivamente, na mesma concentração utilizada na etapa II (1,82 

mg/mL).  

Como estratégia para facilitar o acesso do substrato à enzima encapsulada, baseado no 

estudo de DROR et al. (2008), foram inseridas regiões de domínios hidrofílicos nas fibras casca 

de PHBV. Para tal, 1% em massa de polietilenoglicol (PEG) foi solubilizado juntamente com 

10% em massa de PHBV em clorofórmio. A Tabela 7 traz as condições de produção das fibras 

nessa etapa de processo. 
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Tabela 7. Parâmetros de processo utilizados para produção das mantas de fibras core-shell com e sem PEG. 

 Core Shell 

Solução 

PVA em água (10%m/v)/ Lipase em 

soro (1,82mg/ml) 

PVA/E 9:1 

Manta sem PEG Manta com PEG 

PHBV em 

clorofórmio  

(10% m/v) 

PHBV + PEG em 

clorofórmio  

(10% + 1% m/v) 

Taxa de injeção 

(ml/h) 

0.5 5 

Pressão do ar 

(psi) 

10 

Velocidade do alvo 

(rpm) 

600 

Distância de trabalho 

(cm) 

30 

 

 

Nesta fase do presente trabalho, chegou-se às condições finais do material a ser estudado. 

As etapas anteriores constituíram de passos que convergiram para as duas condições finais, 

denominadas mantas com e sem PEG (mantas de fibras core-shell PVA/Lipase – PHBV e 

mantas de fibras core-shell PVA/Lipase – PHBV/PEG).  
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CARACTERIZAÇÕES 

4.5 TÉCNICAS DE CARACTERIZAÇÃO 

4.5.1 Cromatografia Líquida de Permeação em Gel (GPC) 

A viscosidade de uma solução polimérica está diretamente relacionada não apenas com a 

concentração de polímero em uma solução, mas também com o tamanho e massa molar de suas 

cadeias. Tal relação ajuda a melhor compreender o comportamento da solução no processo de 

obtenção das fibras. Para tal, a massa molar média, a massa ponderal média (Mw) e a 

polidispersão (D) do PLA e do PHBV foram avaliadas pela técnica de cromatografia de 

permeação em gel (GPC). As análises foram realizadas utilizando-se clorofórmio como 

solvente, vazão de 1,0 mL/min e volume de injeção de 20 mL. Curva de calibração foi 

construída com padrões monodispersos de poliestireno e as determinações de massa molar 

realizadas com o software LC Solution GPC da Shimadzu. 

4.5.2 Comportamento Reológico (Viscosimetria) 

O comportamento reológico das soluções utilizadas para a produção das fibras monolíticas 

foi avaliado utilizando um viscosímetro rotacional, com taxas de cisalhamento de 1, 2,5, 5, 10 

e 20 rpm. As amostras foram ensaiadas até uma taxa de deformação dos fluidos de 80%. O 

ensaio ocorreu em temperatura ambiente, de acordo com a CNTP (25°C).  

4.5.3 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

As morfologias das fibras monolíticas de PHBV e PLA, das fibras core-shell PVA/Lipase 

– PHBV e das fibras core-shell PVA/Lipase – PHBV/PEG foram avaliadas por meio da 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). Aspectos como integridade, presença de defeitos 

e diâmetro das fibras foram observados. As amostras foram recobertas com ouro para promover 

a condutividade. Os diâmetros das fibras foram medidos com o auxílio do software Size Meter 
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1.1.  As imagens de micrografia obtidas também foram utilizadas no estudo de orientação das 

fibras produzidas nos diferentes tipos de alvo (estático e rotatório) e nas diferentes velocidades 

de rotação (0, 300 e 600 rpm). Para esta análise, foi utilizada a ferramenta Orientation J do 

software Image J.  

A formação da geometria core-shell foi avaliada por meio de microscopia eletrônica de 

varredura, utilizando detector de elétron de transmissão de varredura (STEM). Para esta análise, 

foi utilizada uma aceleração de feixe de 30 kV. Um fino pedaço de manta de fibras core-shell 

foi depositado em grades porta amostra de Microscópio Eletrônico de Transmissão recobertas 

com filme de carbono Formvar.  

4.5.4 Microscopia de Fluorescência (MF) 

A técnica de microscopia óptica com aparato de luz de fluorescência permite avaliar uma 

amostra que emita fluorescência (ou marcada com fluoróforos) e identificá-la ao longo de uma 

amostra que não possua fluorescência. Esta técnica foi utilizada para avaliar as diferentes fases 

(polimérica e enzimática) presentes ao longo de toda a extensão das fibras core-shell das mantas 

obtidas. Para tal, a solução core foi previamente corada com o corante fluorescente Rodamina 

adquirida de Proquimios (Rio de Janeiro, Brasil) na concentração de 25 μL/mL.  

4.5.5 Avaliação de ângulo de contato (Molhabilidade)  

A análise superficial das mantas de fibras monolíticas de PHBV, das mantas de fibras core-

shell PVA/Lipase – PHBV e das mantas core-shell PVA/Lipase – PHBV/PEG (mantas com e 

sem PEG) foi realizada por meio da medida de ângulo de contato. foi buscado avaliar a presença 

ou não de material núcleo na casca, indicando uma falha no processo de produção das mantas 

de fibras core-shell ou seu sucesso. Também foi estudado o efeito da inserção de PEG nas fibras 

casca.  Um filme de PVA/Lipase foi utilizado como controle hidrofílico. Uma gota d'água (2 
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µL) foi depositada em amostras com 2 x 2 cm em três áreas de amostra diferentes com 100 

tempos de medição em cada área. A molhabilidade da superfície foi estudada. 

4.5.6 Espectroscopia por Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)  

A avaliação da composição química da manta de fibras monolíticas de PHBV, da manta de 

fibras core-shell PVA/Lipase – PHBV e da manta core-shell PVA/Lipase – PHBV/PEG 

(mantas com e sem PEG), bem como de um filme de PVA e dos grânulos de PEG foram 

realizadas via análise de FTIR. As análises foram realizadas no modo transmitância, na faixa 

de varredura de 4000 a 650 cm-1, com 256 scans e resolução de 4 cm-1.A tabela abaixo apresenta 

as especificações dos equipamentos utilizados para as caracterizações, bem como os 

laboratórios parceiros onde foram realizadas as análises.  

Tabela 8. Equipamentos, especificações e laboratórios envolvidos nas técnicas de caracterizações. 

Técnica de caracterização 

Especificações do equipamento 

utilizado 

Laboratório 

Cromatografia Líquida de 

Permeação em Gel (GPC) 

Equipamento de GPC Shimadzu 

LC 20, equipado com forno 

CTO-20A, desgaseificador 

DGU-20A3R, detector de índice 

de difração diferencial (RID-

20A) e um conjunto de 2 colunas 

à base de poliestireno-

divinilbenzeno Phenogel linear. 

Laboratório de Catálise para 

Polimerização, Reciclagem e Polímeros 

Biodegradáveis (LCPRB) do Instituto de 

Macromoléculas professora Eloísa Mano 

(IMA)/UFRJ 

Viscosimetria Brookfield, LVDV II + P 

Laboratório de Reologia, do Centro de 

Biocombustíveis, Petróleo e seus 

Derivados da Escola de Química 

(EQ)/UFRJ 
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Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) 

Microscópios eletrônicos de 

varredura Tescan VEGA3 e 

Versa 3D Dual Beam – FEI 

Núcleo Multiusuário de Microscopia do 

Programa de Engenharia Metalúrgica e de 

Materiais (PEMM)/COPPE/UFRJ 

FEG Quanta 450 e Helios 

Nanolab Dualbeam G3 CX – 

FEI 

Centro de Caracterização em 

Nanotecnologia para Materiais e Catálise 

(CENANO) do Instituto Nacional de 

Tecnologia (INT) 

Microscopia de 

Fluorescência (MF) 

Microscópio Óptico de 

Fluorescência Leica, DFC310 

FX. 

Laboratório de Biopolímeros e 

Bioengenharia do Programa de Engenharia 

Metalúrgica e de Materiais 

(PEMM)/COPPE/UFRJ 

Avaliação de ângulo de 

contato (Molhabilidade) 

Equipamento goniômetro NRL 

A 100-00 (Ramé-Hart, 

Alemanha).   

Laboratório de Modificação e 

Caracterização de Superfícies do Programa 

de Engenharia Metalúrgica e de Materiais 

(PEMM)/COPPE/UFRJ 

Espectroscopia por 

Infravermelho com 

Transformada de Fourier 

(FTIR) 

Espectrômetro Spectrum 100 

(Perkin Elmer, Alemanha) 

equipado com acessório de 

reflectância total atenuada 

(ATR), cristal de seleneto de 

zinco (SeZn). 

Laboratório de Engenharia de Superfícies 

do Programa de Engenharia Metalúrgica e 

de Materiais (PEMM)/COPPE/UFRJ 

Espectroscopia no 

ultravioleta visível (UV-

vis), utilizada na medição 

de absorbância das análises 

de atividade.  

Molecular Devices, SpectraMax 

M2e 

Laboratório de Engenharia de Sistemas 

Biológicos da Escola de Química 

(EQ)/UFRJ 
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4.6 TESTE DE INTUMESCIMENTO 

 Para avaliar o potencial de intumescimento das mantas produzidas com e sem PEG (core-

shell PVA/Lipase – PHBV e core-shell PVA/Lipase – PHBV/PEG), foi realizada avaliação de 

diferença de massa durante o processo de inchamento de três amostras de cada condição, em 

intervalos regulares durante 4 horas e 30 minutos. Para isso, foram utilizadas amostras de 

aproximadamente 20 mg, incubadas em solução tampão fosfato 100 mM, pH 7, à 37°C.  A 

massa das amostras inchadas foi relacionada à massa das mesmas amostras quando secas. O 

excesso de líquido na superfície das amostras foi retirado por capilaridade com o auxílio de um 

papel filtro absorvente antes de cada pesagem.  A equação que representa o grau de 

intumescimento (GI) está apresentada a seguir.  

                                                                                                                                                                                                                      (1) 

𝐺𝐼 = 100 𝑥 
𝑀𝑖−𝑀𝑠

𝑀𝑖
                                                   

Onde, Mi é a massa da amostra intumescida em cada intervalo de tempo e Ms é a massa da 

amostra seca pesada antes do ensaio (t0).  

4.7 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA E REUSO 

A atividade enzimática foi avaliada seguindo a metodologia descrita por RIOS et al. (2022), 

com modificações necessárias. Para a solução substrato, 9 mg de Laurato de 4-Nitrofenila 

(pNPL) foi solubilizado em 1 mL de sufóxido de dimetila (DMSO) e adicionado a 50 mL de 

tampão fosfato (PBS) pH 7 a 50 mM.  A solução foi mantida a 37°C para atingir a temperatura 

reacional. 

A atividade da enzima livre foi realizada incubando 1,8 mL de solução substrato com 0,2 

mL de solução mãe de enzima diluída 100 vezes. As leituras foram tomadas a cada 2 segundos 

durante um tempo reacional de 5 minutos. O mesmo volume de solução substrato com 0,2 mL 

de água destilada foi usado com branco e repetido o procedimento.  
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Para avaliar a atividade das enzimas imobilizadas, foram utilizadas amostras de 20 mg das 

mantas com e sem PEG (core-shell PVA/Lipase – PHBV e core-shell PVA/Lipase – 

PHBV/PEG), incubadas com 3 mL da solução substrato, à 37°C e sob agitação de 600 rpm. A 

cinética da reação foi monitorada durante aproximadamente 1h, com leituras a cada 90 

segundos na faixa de absorbância de 410 nm. Como branco da reação (controle), foram 

utilizadas 20 mg das respectivas mantas produzida sem enzima. Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata.  

Para avaliar o reuso, após o tempo reacional de 1h, as mantas foram coletadas do meio e 

lavadas com 10 mL de tampão fosfato (PBS) pH 7 a 100 mM e retornadas a um novo meio 

reacional fresco. O desenho experimental utilizado para estes ensaios está esquematizado na 

Figura 8 a seguir.  

 

Figura 8. Esquema experimental da metodologia utilizada para os testes de atividade e reuso. 

 

A eficiência de imobilização foi avaliada por meio do cálculo da atividade relativa (AR), 

de acordo com o descrito por DOS SANTOS (2017). Este fator determina o sucesso do processo 
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de imobilização por meio da comparação entre as atividades enzimáticas de enzimas livres e 

imobilizadas. Também foram calculadas as atividades relativas entre as mantas (com e sem 

PEG). Para encontrar a atividade das amostras analisadas, inicialmente foram determinadas as 

unidades de enzimas livre e presentes nas mantas. Uma unidade (U) de atividade enzimática 

hidrolítica é definida como a quantidade de enzima que libera 1 μmol de produto (neste caso p-

nitrofenol) por minuto nas condições do ensaio. A atividade da enzima livre foi inicialmente 

expressa em (U/L) e é calculada de acordo com a seguinte equação:                                        

                                                                                                                                                  (2) 

𝐴 (𝑈/𝐿) =   
(∆𝐴) ∗ 𝐷 ∗ 𝑓 ∗ 𝑉𝑅

(∆𝑡) ∗ 𝑉𝑠
 

  

 

Onde: 

ΔA = a diferença na absorbância em diferentes pontos de tempos da região linear; 

D = a diluição da solução enzimática; 

VR = volume reacional, que é o volume da solução de p-NPL em tampão e o volume da amostra 

(em litros); 

Vs = o volume da solução enzimática utilizada no ensaio (em litros); 

f = fator de conversão (245 μmol/L) em cubeta de acrílico, obtido através da construção de uma 

curva padrão de p-NFL em concentração variando entre 0,01 e 0,2 μmol/mL. 

Δt = o intervalo de tempo da região linear da curva (em minutos). 

A atividade operacional das enzimas imobilizadas foi expressa em unidades por grama de 

suporte (U/g). Esta atividade é dada pela equação:                                            

                                                                                                                                                  (3) 

𝐴 (𝑈/𝑔) =   
(∆𝐴) ∗ 𝐷 ∗ 𝑓 ∗ 𝑉𝑅

(∆𝑡) ∗ 𝑀𝐴
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Onde:  

ΔA = a diferença na absorbância em diferentes pontos de tempos da região linear; 

D = a diluição da solução enzimática; 

f = fator de conversão (245 μmol/L) em cubeta de acrílico, obtido através da construção de uma 

curva padrão de p-NFL em concentração variando entre 0,01 e 0,2 μmol/mL; 

VR = volume do meio reacional (em litros); 

Δt = o intervalo de tempo da região linear da curva (em minutos); 

MA = Massa da amostra (massa em gramas da manta). 

No entanto, para se estabelecer uma relação de comparação entre ambas as enzimas (livre 

e imobilizada), foram determinadas suas respectivas atividades em função da quantidade de 

proteína disponível em cada amostra. A atividade em função da disponibilidade de proteína 

(U/gp) é dada por: 

(4) 

𝐴 (𝑈/𝑔𝑝) =   
(∆𝐴) ∗ 𝐷 ∗ 𝑓 ∗ 𝑉𝑅

(∆𝑡) ∗ 𝑀𝑃
 

Onde:  

ΔA = a diferença na absorbância em diferentes pontos de tempos da região linear; 

D = a diluição da solução enzimática; 

f = fator de conversão (245 μmol/L) em cubeta de acrílico, obtido através da construção de uma 

curva padrão de p-NFL em concentração variando entre 0,01 e 0,2 μmol/mL; 

VR = volume do meio reacional (em litros); 

Δt = o intervalo de tempo da região linear da curva (em minutos); 

MP = Massa de proteína disponível em cada amostra (em 20 mg de suporte ou 0,2 mL de 

solução de enzima livre diluída). 

Por fim, a atividade relativa é determinada pela equação a seguir: 
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                                                                                                                                                  (5) 

𝐴𝑅(%) =  
AM

𝐴𝐸𝑙 
 𝑥 100                                                      

Onde: 

 AEl é a atividade enzimática medida nas enzimas livres; 

AEi é a atividade enzimática medida nas mantas. 

4.8 AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE TÉRMICA E DE pH 

A estabilidade térmica e de pH das enzimas livre e imobilizadas foi avaliada de acordo com 

a metodologia a seguir.  Para avaliar a atividade das enzimas em diferentes pHs, as soluções 

substrato foram preparadas pela metodologia já descrita, porém utilizando tampões PBS com 

pH 5 ou 9. As condições de reação e leitura seguiram de acordo com o item 4.5.  

Para o ensaio de estabilidade de temperatura, a reação de atividade foi conduzida 

incubando-se o meio reacional em temperatura de 50°C.  

Para estes ensaios não foi avaliado o reuso. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

A Figura 9 apresenta o esquema do experimento realizado para a análise.  
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Figura 9. Esquema experimental da metodologia utilizada para os testes de estabilidade em diferentes pHs (A) e 

em alta temperatura (B). 

 

4.9 AVALIAÇÃO DA ESTABILIDADE EM ESTOCAGEM 

A estabilidade em estocagem das enzimas imobilizadas nas mantas com e sem PEG foi 

avaliada realizando a medição da atividade enzimática, como descrito no item 4.5 após 

estocagem das mantas por 14 dias em temperatura ambiente.   
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CAPÍTULO V  

RESULTADOS E DISCUSSÕES 

PARTE I 

Este capítulo apresentará os resultados obtidos no presente trabalho, sendo esta parte (Parte 

I) destinada ao estudo do comportamento reológico das soluções dos polímeros utilizados para 

a casca e seu efeito nas fibras obtidas no processo de fiação. O efeito da variação dos parâmetros 

na morfologia das fibras foi avaliado.  

5.1 PROPRIEDADES REOLÓGICA DAS SOLUÇÕES DE PLA E PHBV  

A viscosidade das soluções de PLA e PHBV em regime semidiluído, a 10% (massa/volume) 

em função da taxa de cisalhamento está apresentada na figura 10 a seguir.  
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Figura 10. Comportamento reológico das soluções poliméricas utilizadas em função da taxa de cisalhamento. 
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Com a finalidade de se compreender melhor o comportamento reológico das soluções 

poliméricas no ensaio de viscosimetria, as massas molares e a polidispersão dos polímeros 

foram avaliadas por cromatografia de permeação em gel (GPC) e os resultados de massa molar 

ponderal média (Mw) acompanham o gráfico apresentado.  

O comportamento viscoso de uma solução polimérica é dependente de diversos fatores, tais 

como: concentração de polímero no solvente, afinidade polímero-solvente, massa molar, 

polidispersão, o grau de enovelamento das cadeias do polímero no solvente e também de fatores 

externos como temperatura, tempo e taxa de cisalhamento (MAGAZ et al, 2018; UM et al, 

2001).  

Uma vez que os ensaios foram realizados nas mesmas condições (temperatura, taxa de 

cisalhamento, tempo, concentração de polímero na solução e solvente), pôde-se avaliar a 

influência das propriedades intrínsecas dos polímeros no comportamento reológico da solução.  

Embora possuam massa molar e índice de polidispersão muito similares (PLA – Mw: 

168.164 g/mol e D: 1,952 e PHBV – Mw: 170.930 g/mol e D: 1,938), quando observamos os 

comportamentos reológicos do PLA e do PHBV, notam-se comportamentos distintos. A grande 

redução na viscosidade da solução de PLA em função do aumento da taxa de cisalhamento, 

sugere um comportamento pseudoplástico para este polímero. Por outro lado, o PHBV 

apresentou uma redução muito menor de sua viscosidade com o aumento da taxa de 

cisalhamento, sugerindo um comportamento mais próximo de um fluido Newtoniano. Apenas 

quando a taxa de cisalhamento foi aumentada 10 vezes (de 1 rpm para 10 rpm), foi possível 

observar uma redução significativa na viscosidade da solução de PHBV (de 150 cP para 100 

cP, redução em torno de 67%). A baixa viscosidade e diferente comportamento da solução de 

PHBV em relação à solução de PLA podem ser atribuídos ao grau de enovelamento das cadeias 

dos polímeros no solvente. Cadeias bem dispersas apresentam menor resistência ao fluxo que 

cadeias com conformação enovelada, ao passo que regiões com alto emaranhamento de cadeias 
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refletem na resposta viscosa do material em baixas taxas de cisalhamento, apresentando alta 

viscosidade. 

O emaranhamento das cadeias está fortemente relacionado à estabilidade da solução 

(sistema polímero-solvente). Essa interação é um resultado das condições de solubilização (que 

inclui temperatura e tempo) e também afinidade química e tensão superficial. Neste contexto, 

a energia coesiva (δ) dos diferentes componentes da solução desempenha um papel importante 

na solubilização do polímero. O parâmetro de solubilidade generalizada (parâmetro Hansen) 

assume que três componentes determinar o sucesso da solubilidade do sistema por química 

afinidade: interações polares (δp), ligações de hidrogênio (δh), e interações de Van der Waals 

(δd). Estudos anteriores encontraram valores dos parâmetros de Hansen de 21,9, 20,6 e 18,9 

Mpa1/2 para PLA, PHBV e clorofórmio, respectivamente (SNOWDON et al., 2017; CHOI & 

PARK, 2004), indicando que o PHBV tem mais afinidade com o clorofórmio que PLA. Embora 

os parâmetros pareçam muito próximos, em a nível molecular, a pequena diferença pode refletir 

na dispersão das cadeias PLA e PHBV em clorofórmio e, consequentemente em seu 

comportamento reológico. 

O efeito da viscosidade nos processos de formação de fibras que utilizam soluções 

poliméricas é bastante conhecido na literatura. Soluções muito concentradas ou com alto 

emaranhamento de cadeias requerem uma maior força motriz para vencer a tensão superficial 

e resistência ao estiramento e consequentemente formar fibras. Fibras com alto grau de defeitos, 

carreadas com solvente, formação de gotas e contas ao invés de estrutura fibrilar, fibras 

heterogêneas (de diferentes diâmetros, enoveladas, rompidas, etc) são alguns dos efeitos da 

viscosidade das soluções na formação de fibras (MAGAZ et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2014; 

MIRTIČ et al., 2019). O comportamento de cadeias enoveladas apresentado pelo PLA, bem 

como a baixa viscosidade da solução de PHBV, refletiram significativamente na formação e na 

morfologia das fibras obtidas, como será apresentado a seguir. 
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5.2 MORFOLOGIA E DISTRIBUIÇÃO DE TAMANHO DAS FIBRAS MONOLÍTICAS 

DE PLA E PHBV 

A solubilidade dos polímeros no solvente teve efeito direto na morfologia das fibras obtidas, 

como mostra a figura a seguir.  

 

 

Figura 11. Micrografias de MEV das amostras testadas em diferentes pressões do ar (PSI), com distâncias de 

trabalho de 20 e 40 cm, aumento de 4000x. 



50 
 

As micrografias apresentadas mostraram que foi possível obter fibras em ambos os 

polímeros nas condições testadas. As fibras apresentam morfologia heterogênea, com diâmetros 

variáveis e orientação aleatória. Foi possível observar presença de contas e aglomerados, 

possivelmente formados pela presença de solvente não evaporado no processo, para ambos os 

polímeros testados, mas principalmente para os polímeros PLA, sugerindo fluxos turbulentos 

durante o processo de fiação.  

Este resultado mostrou a relação direta do comportamento reológico das soluções de 

polímeros na morfologia das fibras. REMPEL et al. (2019) mostraram que maiores viscosidades 

favorecem a formação de contas e defeitos em fibras produzidas por SBS.  Ao fundo das fibras, 

nota-se ainda a formação de filme de polímero que pode ser atribuído à percolação das fibras 

ricas em solvente ao chegar ao alvo, mostrando uma evaporação na eficiente. 

A distribuição dos diâmetros das fibras foi obtida utilizando o software SizeMeter. A 

Figuras 12 apresenta os histogramas da distribuição das medições.  
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Figura 12. Histogramas de distribuição do tamanho das fibras obtidas com diferentes pressões de ar e distância 

de trabalho. 

 

Os resultados dos gráficos apresentados sugerem uma tendência de redução da região dos 

diâmetros das fibras com o aumento da distância de trabalho para as fibras de PLA. Houve 

redução da faixa de diâmetros de 0 a 5 μm a 24 psi, em distância de 20 cm, para valores entre 
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0 e 2 μm a 24 psi e distância de 40 cm e redução de 0 a 3 μm a 42 psi e distâncias de 20 cm 

para valores entre 0 e 1.5 μm a 24 psi e distâncias de 40 cm. Os valores de maior frequência, 

no entanto, se mantiveram em aproximadamente 0.5 μm para quase todas as condições testadas. 

Estes resultados sugerem que a maior distância possibilitou um maior tempo de voo para o 

alinhamento das cadeias e evaporação do solvente. Ao passo que menores distâncias não 

permitiram tempo adequado para a evaporação do solvente, e com isso depositaram fibras 

maiores, ricas em solvente, no alvo. A presença de fibras com maiores diâmetros na condição 

de 24 psi e 20 cm corrobora para tal teoria, uma vez que baixas pressões podem ser insuficientes 

para forçar o estiramento e evaporação do solvente. Neste caso, pode-se dizer que houve um 

efeito combinado das duas variáveis na formação das fibras.  

Em relação ao PHBV, não houve influência significativa das variações da distância de 

trabalho e pressão de ar nos diâmetros das fibras. A baixa viscosidade da solução de PHBV 

facilitou o fluxo da solução e com isso não houve resistência ao estiramento nas condições 

testadas. A evaporação do solvente também foi mais eficiente para este polímero e pode ser 

confirmada pelas imagens de micrografias, onde é observado que as fibras de PHBV possuem 

menos defeitos e contas quando comparadas às fibras de PLA. As fibras de PHBV, no entanto, 

apresentam uma maior frequência de fibras em torno de 2 μm, sendo significativamente maior 

que as fibras de PLA. Estudos mostram que fibras de PLA apresentam diâmetros pequenos no 

geral, sendo uma propriedade intrínseca do material (PARIZE et al., 2016).   

Os resultados apresentados sugerem que o PHBV possui uma boa processabilidade no que 

diz respeito ao processo de fiação por sopro em solução quando comparado ao PLA e, por essa 

razão, o PHBV foi escolhido para dar continuidade à produção das mantas de fibras, em uma 

geometria core-shell.  

Durante esta primeira fase de processo de fiação foi possível observar a formação de uma 

estrutura de fibras bastante heterogênea com regiões de aglomerados, com grande quantidade 

de defeitos, ricas em solvente, diâmetros com grandes variações e fibras aleatórias. Além disso, 
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foi observada presença de fibras por todo o ambiente, indicando o arranque de fibras do alvo 

pelo fluxo de ar constante necessário durante todo o processo. Esses fatores são inconvenientes 

já relatados da técnica de SBS e podem ser atribuídos ao baixo controle do fluxo de ar. (DADOL 

et al., 2020; MEDEIROS et al., 2009; GAO et al., 2020).  Estudos mostram que um maior 

controle, com redução dos defeitos apresentados, bem como redução dos diâmetros das fibras, 

pode ser conseguido substituindo um alvo estático por um alvo rotatório que, não apenas tem a 

geometria que dificulta o arranque das fibras, mas também facilita o estiramento, alinhamento 

e evaporação dos solventes das fibras (DIAS et al., 2020). Como mencionado no capítulo IV 

de materiais e métodos, o efeito do tipo e velocidade do alvo foi avaliado e será apresentado na 

parte II deste capítulo V a seguir.  

 

Conclusões parciais 

• Um estudo da viscosidade das soluções de PLA e PHBV foi realizado, embora 

apresentem valores de Mw e polidispersão similares, seus comportamentos reológicos 

foram distintos. A baixa viscosidade e diferente comportamento da solução de PHBV 

em relação à solução de PLA foram atribuídos ao grau de enovelamento das cadeias 

dos polímeros no solvente pela maior afinidade entre o PHBV e o solvente; 

• A processabilidade do PHBV pela técnica de SBS foi comprovada e este se mostrou 

adequado quando comparado a um polímero vastamente empregado como o PLA; 

• Os parâmetros iniciais estudados resultaram em fibras aleatórias ricas em defeitos e 

contas indicando a necessidade de modificações.  
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PARTE II 

5.3 INFLUÊNCIA DO TIPO DE COLETOR NA MORFOLOGIA E DISTRIBUIÇÃO DE 

TAMANHO DAS FIBRAS CORE-SHELL 

A Figura 13 mostra a expressiva influência da geometria e da velocidade de operação do 

coletor no alinhamento das fibras das mantas core-shell, bem como na distribuição de tamanho 

e presença de defeitos. As imagens sugerem que o uso de um coletor rotatório pode gerar menos 

e menores defeitos, fibras mais orientadas, bem como fibras com uma superfície mais lisa. O 

efeito do coletor e principalmente da velocidade de rotação no alinhamento da fibra é 

evidenciada pela análise de orientação (Figura 13a), onde, com o aumento de velocidade, as 

fibras tendem a ser orientadas em uma direção perpendicular (90°). Este comportamento 

também foi relatado em fibras de PCL produzidas via Fiação por Sopro em Solução nos estudos 

de CZARNECKA et al. (2021) e SIMBARA et al. (2019). Além disso, o uso de um coletor 

rotatório também reduziu o diâmetro das fibras obtidas em comparação com as coletadas pelo 

alvo estático. Isso pode ser observado examinando o gráfico apresentado na Figura 13c. Na 

figura, círculos vermelhos e triângulos azuis, que representam o diâmetro das fibras coletadas 

a 300 rpm (baixo velocidade, velocidade tangencial de 1,57 m/s) e 600 rpm (alta velocidade, 

velocidade tangencial de 3,14 m/s), respectivamente, concentram-se na região de menores 

diâmetros do gráfico, enquanto os quadrados pretos, que são relacionadas às fibras coletadas 

com alvo estático, estão espalhadas por todo a faixa de diâmetro do gráfico. Essa dispersão 

também indica que o coletor estático levou a um diâmetro de fibra maior distribuição. Não há 

diferenças significativas nos diâmetros das fibras em função da velocidade do coletor, mas as 

fibras produzidas com maior velocidade mostraram-se mais alinhados e apresentam uma 

distribuição de diâmetros mais estreita.  
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Figura 13. Análise qualitativa da orientação das fibras obtida via Orientation J, plug-in do software image J 

(mapa de cores de acordo com os ângulos adaptado de Rezakhaniha et al. 2012), com micrografias de MEV, 

aumento de 200x (a); Micrografias de MEV obtidas com aumentos de 1000 e 5000 x (b) e avaliação de 

distribuição de tamanho (c) de mantas de fibras core-shell produzidas com coletor estático e coletor rotativo 

(baixa e alta velocidade). 
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Fazendo um paralelo com a técnica de eletrofiação, propõe-se que o coletor rotatório exerce 

uma força de alongamento sobre às fibras durante sua deposição, resultando no alinhamento 

das fibras no sentido de sua deformação, resultando na redução do diâmetro em relação às fibras 

depositadas no coletor estático. BEACHLEY et al. (2012) destacaram que a interação do coletor 

giratório com as fibras eletrofiadas e, consequentemente, a microestrutura da fibra, é altamente 

influenciada pela velocidade tangencial e elasticidade do material. Assim, o grau de 

alinhamento e a extensão das fibras em relação ao coletor estático geralmente aumenta com o 

aumento da velocidade tangencial do coletor, podendo variar de sistema para sistema. 

Considerando fibras de PCL produzidas por eletrofiação, Edward et al. (2010) observaram que 

em coletores com velocidades tangenciais abaixo de 2 m/s o efeito no diâmetro das fibras é 

pequeno, enquanto velocidades tangenciais altas acima de 2 m/s exercem bastante influência 

na redução dos diâmetros das fibras.  

JIA et al. (2021) produziram fibras de PCL via SBS com coletores estático e rotatório nas 

velocidades de 150 e 300 rpm (0,78 e 1,57 m/s). Os resultados mostraram que, embora houvesse 

a influência no alinhamento das fibras, as velocidades aplicadas não afetaram os diâmetros das 

mesmas. Comparando ambas as técnicas, é possível assumir que velocidades tangenciais altas 

são necessárias para gerar a tensão suficiente para a deformação adequada que irá influenciar 

os diâmetros das fibras obtidas, quando utilizada a técnica de SBS.  Em um estudo de CHAN 

et al. (2009), os autores avaliaram o efeito do coletor na morfologia e diâmetro de fibras de 

PHBV/nanotubos de carbono produzidas por eletrofiação. Foi observado que, quando utilizada 

uma alta velocidade tangencial no alvo (7,8 m/s), pôde-se obter fibras altamente alinhadas e 

com diâmetros 10 vezes menores quando comparados às fibras coletadas no coletor estático. 

Apesar da presença da carga de nanotubos no trabalho de Chan e seus colaboradores, o 

comportamento do PHBV se mostrou similar ao comportamento apresentado neste trabalho, 

onde obtivemos uma redução nos diâmetros das fibras quando aplicada a velocidade tangencial 

alta (3,14 m/s). 
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5.4 CONFIRMAÇÃO DA ESTRUTURA CORE-SHELL 

Uma análise de microscopia eletrônica de varredura foi utilizada para confirmar a estrutura 

núcleo-casca das mantas de fibras produzidas nessa etapa do trabalho. Para isso, foi utilizado o 

modo transmissão no microscópio eletrônico de varredura. A micrografia obtida está 

apresentada na Figura 14.   

 
Figura 14. Micrografia de MEV no modo STEM de fibras core-shell PVA/Lipase-PHBV produzidas. 

 

 

A imagem apresentada evidencia a formação de uma estrutura núcleo-casca para o material 

produzido. A fibra shell se mostra transparente ao feixe do elétron de transmissão e por isso foi 

possível atravessá-la e observar em seu interior a fibra core que aparece completamente envolta 

pela shell. Uma avaliação de microscopia óptica de fluorescência foi utilizada para corroborar 

com este resultado e a imagem é apresentada na Figura 15 abaixo.  
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Figura 15. Micrografia de Microscopia Óptica de Fluorescência de fibras core-shell PVA/Lipase-PHBV. 

 

A presença da Lipase marcada com Rodamina nas mantas de fibras core-shell foram 

avaliadas usando um filtro detector com 505 nm de emissão, expresso pela luz verde. A imagem 

de fluorescência corrobora com os resultados mostrado na Figura 14, onde é possível observar 

a estrutura núcleo-casca. Na imagem de fluorescência, uma comparação da intensidade de 

emissão de luz nas regiões enzimáticas não encapsuladas e o encapsulado mostra a 

predominância de enzima no núcleo da fibra. Os pontos mais intensos na imagem de 

fluorescência (circulados em vermelho) correspondem a um possível respingo de solução core 

durante o processo e foi interessante para elucidar a diferença entre a lipase encapsulada, 

presente no núcleo das fibras core-shell e a lipase externa apresentado na superfície da manta.  
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Conclusões parciais 

• Foram obtidas mantas com estrutura de fibras core-shell PVA/Lipase-PHBV nas 

condições estudadas; 

• A utilização de um coletor rotatório com alta velocidade resultou em fibras altamente 

alinhadas com menor quantidade de defeitos e menores diâmetros; 

• Foi possível imobilizar a enzima Lipase no interior das fibras casca de PHBV.   
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PARTE III 

5.5 INFLUÊNCIA DA MODIFICAÇÃO NA COMPOSIÇÃO DA CASCA DAS MANTAS 

DE FIBRAS CORE-SHELL: INSERÇÃO DO PEG 

Materiais hidrofílicos, como o PVA e o PEG, têm afinidade com água e tendem a adsorvê-

la em sua superfície. O PHBV, no entanto, é um material hidrofóbico que tende a repelir as 

moléculas de água quando em contato com estas. A molhabilidade, que é a capacidade de um 

líquido molhar uma superfície, pode ser medida pelo ângulo de contato formado na interface 

líquido-superfície e determinar quanto de afinidade o material tem com o líquido. Quando o 

líquido utilizado é a água, esta propriedade ajuda a compreender o quão hidrofílico ou 

hidrofóbico o material pode ser. Desta forma, buscou-se avaliar a molhabilidade das mantas de 

fibras core-shell produzidas com e sem PEG na composição da casca. A Figura 16 apresenta as 

imagens obtidas na análise de ângulo de contato, bem como os valores de ângulo medidos entre 

as gotas e as mantas.  

 
Figura 16. Medidas de ângulo de contato de (a) mantas de fibras monolíticas de PHBV,(b) mantas de fibras core-

shell PVA/Lipase- PHBV; (c) mantas de fibras core-shell PVA/Lipase – PHBV/PEG  e (d) filme de 

PVA/Lipase. 
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Os resultados dos ângulos de contato das mantas foram importantes para indicar o 

encapsulamento da porção hidrofílica (PVA/Lipase) das fibras core-shell. Uma redução 

significativa no valor de ângulo de contato das mantas de PVA/Lipase – PHBV, quando 

comparadas ao valor das mantas de fibras monolíticas de PHBV indicaria o não encapsulamento 

da fase hidrofílica do núcleo. Tal comportamento sugeriria que as fibras da fase shell (PHBV) 

e da fase core (PVA/Lipase) poderiam estar sendo formadas por jatos das soluções de forma 

paralela e não concêntrica, resultando em uma superfície com regiões hidrofílicas e 

hidrofóbicas. No entanto, os valores de ângulo de contato, bem como as imagens das gotas 

formadas nas superfícies das mantas corroboram com os resultados já apresentados que 

confirmam a formação da estrutura core-shell.  

O perfil hidrofóbico das fibras monolíticas de PHBV também foi observado nas mantas de 

fibras core-shell PVA/Lipase – PHBV e PVA/Lipase – PHBV/PEG, mostrando a 

predominância de PHBV como constituinte da casca das fibras, e indicando que toda a fase 

PVA/Lipase está de fato encapsulada como núcleo, como já mencionado. Este perfil 

hidrofóbico muda completamente quando um filme de PVA/Lipase foi avaliado. A gota de água 

foi quase totalmente absorvida pela estrutura PVA/Lipase devido à alta hidrofilicidade do PVA. 

Embora o PEG seja um polímero altamente hidrofílico, não foi observada uma mudança 

significativa na molhabilidade das mantas produzidas com PEG. Este resultado pode estar 

relacionado à baixa concentração de PEG nas fibras, indicando domínios pequenos em relação 

às regiões hidrofóbicas circundantes da superfície das mantas, que não interferiu 

significativamente na absorção das gotas. O efeito da hidrofilicidade do PEG na estrutura das 

mantas foi avaliado ainda pelo grau de intumescimento das mantas e será apresentado na Figura 

17 a seguir.  
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Figura 17. Grau de intumescimento das fibras core-shell de PVA/Lipase – PHBV e das fibras core-shell de 

PVA/Lipase – PHBV/PEG. 

 

O grau de intumescimento descreve a propriedade de um material absorver e acumular 

determinado líquido em sua estrutura sem se dissolver. Essa absorção acontece pelo efeito da 

penetração do líquido no interior do material, ocupando os interstícios da estrutura deste 

material (no caso de polímeros entre as cadeias), fazendo com que o material inche, aumentando 

de tamanho e massa (KANKALA et al., 2018). 

No presente estudo, foi observado alto grau de intumescimento para ambas as mantas core-

shell produzidas: com e sem PEG (PVA/Lipase – PHBV e PVA/Lipase – PHBV/PEG). No 

entanto, para as mantas produzidas com 1% de PEG na fibra shell, foi observado um 

inchamento muito maior quando comparado às mantas produzidas sem PEG já nos primeiros 

30 minutos (aproximadamente 1541% para as mantas com PEG e 941% para as mantas 

produzidas sem PEG, um aumento de aproximadamente 64%). Nos tempos seguintes, no 

entanto, foi observada uma redução no grau de intumescimento, chegando a valores próximos 
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do grau de intumescimento das fibras sem PEG. Este comportamento é justificado pela alta 

solubilidade do PEG em meio aquoso, fazendo com que seja dissolvido pelo meio e liberado 

da superfície das fibras, reduzindo a massa das amostras ensaiadas. Um alto grau de inchamento 

também foi observado nas amostras sem PEG. No entanto, o inchamento se manteve constante 

ao longo de todo o tempo do ensaio. Este resultado está associado à permeabilidade das fibras 

que permitem o acesso do meio tampão ao PVA que, por sua vez está confinado no interior de 

uma estrutura hidrofóbica, resultando em uma limitação de inchamento e evitando a liberação 

do PVA para o meio.  

 MANCIPE et al. (2022) observaram comportamentos similares quando compararam o grau 

de intumescimento de mantas eletrofiadas de fibras monolíticas de colágeno tipo I e PVA com 

fibras core-shell de PCL – colágeno/PVA. Os autores observaram acentuada perda de massa 

nas mantas de fibras monolíticas até a total dissolução desta. Eles destacaram que a redução do 

grau de inchamento estava sendo acarretada pela dissolução do PVA e do colágeno no meio 

tampão. Quando fiadas em estrutura core-shell como fibras casca das fibras núcleo de PCL, as 

fibras de PVA/colágeno não foram perdidas para o meio, devido ao efeito da ancoragem 

mecânica na fase hidrofóbica de PCL. Os autores não observaram nenhuma formação de 

reticulação ou outras ligações químicas entre as fibras nas análises complementares, reforçando 

a interação mecânica entre as fibras do material.  

Embora em nosso estudo a fase hidrofílica esteja no interior da estrutura core-shell, foi 

observado um alto grau de inchamento favorecido pela alta capacidade de absorção do PVA, 

como visto no trabalho de MANCIPE et al. Em ambos os trabalhos, a interação nas fibras core-

shell é uma interação mecânica e não há interação química entre as fibras núcleo e casca, como 

pode ser observado nos espectros de FTIR da Figura 18 a seguir.  
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Figura 18. Espectros de FTIR das mantas de fibras monolíticas de PHBV, core-shell PVA/Lipase – PHBV e 

core-shell PVA/Lipase – PHBV/PEG do filme de PVA, dos grânulos de PEG. 
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A imagem apresentada na Figura 18 revela a similaridade entre os espectros das mantas de 

fibras core-shell e da manta de fibras monolíticas de PHBV, indicando que não há interação 

química entre as fases núcleo e casca. Este resultado também corrobora com a micrografia de 

MEV no modo STEM apresentada na Figura 14, e deixa claro que toda a fase de PVA com a 

Lipase está presente no interior das fibras (não aparecendo na superfície das mantas), onde o 

infravermelho não possui alcance para detectar. Esses resultados estão de acordo com 

resultados descritos na literatura por MALEKI et al. (2020). Neste trabalho, os autores 

produziram mantas de fibras core-shell de PVA com nanopartículas de prata na fase núcleo e 

PLA como casca. Os autores observaram que os espectros de FTIR das fibras core-shell de 

PVA – PLA e PVA/AgNO3 se apresentaram idênticos ao espectro da fibra monolítica de PLA 

e divergiram do espectro da fibra monolítica de PVA, tal qual ocorreu em nosso trabalho. 

Curiosamente, não foi possível evidenciar a presença do PEG na composição das fibras core-

shell contendo 1% deste polímero na casca (mantas de fibra core-shell com PEG). Porém, ao 

observar o espectro dos grânulos de PEG, podemos notar que muitas das bandas presentes neste 

polímero coincidem com as regiões das bandas também apresentadas pelo PHBV. Tal 

característica pode ter dificultado a observação do PEG presente no bulk da amostra analisada. 

Para avaliar a presença do PEG na estrutura da casca, foram realizadas análises de microscopia 

eletrônica de varredura. Por se tratar de polímeros, que possuem composição e número atômico 

muito similares, a diferença na superfície entre as regiões de PHBV e PEG é de difícil detecção. 

Para contornar tal dificuldade as mantas foram avaliadas antes e após incubação em tampão 

PBS, a fim de proporcionar a remoção do PEG e revelar poros na superfície das fibras.  As 

micrografias obtidas estão presentes na Figura 19 a seguir.  
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Figura 19. Micrografias de MEV das mantas de fibras monolíticas de PHBV (A), mantas de fibras core-shell 

PVA/Lipase - PHBV (B) e mantas de fibras core-shell PVA/Lipase - PHBV/PEG antes (C) e após liberação em 

tampão PBS pH 7, 37°C por aproximadamente 1h (D) (diâmetro médio das fibras core-shell PVA/Lipase - 

PHBV/PEG 1,04 ± 0,81). 

 

Ao comparar as micrografias das mantas de fibras monolíticas de PHBV e de fibras core-

shell sem e com PEG (A, B e C, respectivamente), o resultado da análise é inconclusivo, devido 

ao baixo contraste atômico mencionado. No entanto, após ser incubada em tampão PBS, no 

qual o PEG possui solubilidade, foram reveladas regiões de vazios onde, possivelmente o PEG 

estava. As fibras apresentam ainda um aspecto rugoso após a sua incubação, revelando uma 

certa permeabilidade para além das regiões com PEG, o que será corroborado pela atividade, 

ainda que baixa, das mantas de fibras core-shell sem PEG, como veremos no tópico 5.6.  
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5.6 ATIVIDADES ENZIMÁTICAS DAS MANTAS DE FIBRAS CORE-SHELL COM E 

SEM PEG 

A atividade enzimática das mantas e da enzima livre em diferentes condições de pH e 

temperatura foi avaliada por meio da degradação do substrato Laurato de 4 – Nitrofelina (ρ- 

NPL) em ρ-nitrofenol. O substrato possui uma coloração branca leitosa, enquanto seu produto 

de degradação (ρ-nitrofenol) possui uma coloração amarelada. Ao passo que a reação vai 

ocorrendo, a concentração de substrato no meio vai sendo reduzida, dando lugar ao produto.  A 

medida de absorbância no comprimento de onda adequado para o ρ- NPL (410 nm) permite 

observar essa transformação do composto em ρ-nitrofenol. 

No presente trabalho foi utilizada a atividade relativa (apresentada anteriormente na 

Equação 5) para comparar o desempenho das enzimas imobilizadas nas mantas com e sem PEG 

com a enzima livre em cada condição ensaiada. Os gráficos de absorbância em função do tempo 

para as diferentes amostras e condições serão apresentados a seguir. As absorbâncias 

apresentadas nos gráficos tratam-se das absorbâncias normalizadas, já descontando os brancos 

ponto a ponto das absorbâncias lidas no espectrofotômetro.  

Dados de massas e concentrações foram utilizados para os ajustes necessários a fim de 

garantir uma proporção adequada de enzima para que as atividades pudessem ser comparáveis. 

A solução mãe de enzima foi diluída 100 vezes para garantir uma quantidade de enzima 

disponível no meio próxima às quantidades estimadas nas amostras das mantas. A Tabela 9 

apresenta os dados relativos aos valores utilizados.  
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Tabela 9. Massas e quantidades utilizadas nos cálculos comparativos. 

Manta Massa total 

injetada 

Quantidade de 

Lipase em toda a 

manta 

Quantidade de 

Lipase em 

20 mg de amostra 

Quantidade de Lipase 

em 0,2 mL de solução 

diluída 100 vezes 

Sem 

PEG 

1635,3 mg 0,273 mg 

(273 μg) 

3,3μg 

3,64μg 

Com PEG 1785,3 mg 0,273 mg 

(273 μg) 

3,1μg 

 

5.6.1 Atividades das mantas a 37°C e pH 7 (ciclo 1 e ciclo 2 – reuso) 

As curvas de absorbância em função do tempo para as amostras com e sem PEG ilustram o 

perfil de atividade das duas condições de imobilização à 37°C em pH 7 (Figuras 20 e 21). É 

possível notar que as mantas com a inserção de PEG na composição shell apresentaram um 

desempenho muito maior de atividade enzimática quando comparadas às mantas produzidas 

sem PEG, indicando uma facilidade do substrato em acessar a enzima.  

A Figura 21 descreve o comportamento de ambas as mantas após o primeiro ciclo de 

atividade e lavagem. Os resultados de atividade comprovam que tanto as mantas produzidas 

sem PEG quanto as mantas produzidas com PEG na composição da casca ainda mantiveram 

atividade mesmo após serem submetidas à um ciclo completo de degradação do substrato e 

lavadas com tampão PBS.  
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Figura 20. Curvas de absorbância da enzima livre e das mantas de fibras core-shell  PVA/Lipase -  PHBV e 

core-shell PVA/Lipase -  PHBV/PEG  (Sem PEG e Com PEG) incubadas à 37°C e pH 7 – ciclo 1. 
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Figura 21. Curvas de absorbância das mantas de fibras core-shell  PVA/Lipase -  PHBV e core-shell 

PVA/Lipase -  PHBV/PEG  (Sem PEG e Com PEG) incubadas à 37°C e pH 7 – segundo ciclo (ciclo 2 - reuso). 
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Os valores de atividade presentes na Tabela 10 indicam um aumento nas atividades de 

ambas as mantas no reuso (ciclo 2).   

Tabela 10. Atividades operacional e em função da disponibilidade de proteína das enzimas imobilizadas nas 

mantas com e sem PEG e enzima livre em pH 7, a 37°C. 

ATIVIDADE 37°C pH 7 (ciclo 1)  37°C pH 7 (ciclo 2)  

SEM PEG 

(U/g)  
0,033 0,035 

COM PEG 

(U/g) 
0,065 0,075 

ENZIMA LIVRE (U/L) 5,86 NA 

SEM PEG (U/gP) 

 
198,83 211,26 

COM PEG (U/gP) 421,23 483,87 

ENZIMA LIVRE (U/gP) 322,01 NA 

NA: não se aplica.      

 
 

Pode-se observar um aumento da atividade no segundo ciclo de 6 e 15 % para as mantas 

sem e com PEG, respectivamente. Tal resultado indica a permeabilidade de ambas as mantas, 

uma vez que o fato de já estarem em contato com o meio anteriormente favoreceu a difusão da 

solução substrato entre as fibras da manta, aumentando assim a atividade em ambas.      

Por se tratar de um polímero hidrossolúvel, o PEG inserido na casca poderia estar 

facilitando a liberação da enzima do interior das fibras para o meio externo ao invés de manter 

as enzimas imobilizadas em sua estrutura. Para estudar essa hipótese, foram incubadas mantas 

de fibras core-shell com PEG em tampão PBS 50 mM sem substrato nas condições de ensaio 

de atividade. Durante a incubação, foram retirados pontos em diferentes tempos de ensaio (t0, 

referente ao ponto de contato instantâneo das mantas com o tampão; t20 referente ao tempo da 

vigésima leitura, correspondente à metade do tempo de ensaio e t40 referente a última leitura, 

correspondente ao final do ensaio). Destes sobrenadantes foram retiradas alíquotas de 0,2 mL 
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que foram submetidas à análise de atividade com a mesma metodologia utilizada para medir a 

atividade da enzima livre (como descrito no item 4.7).  
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Figura 22. Curvas de absorbância dos sobrenadantes das mantas core-shell PVA/Lipase -  PHBV/PEG (Com 

PEG) incubadas à 37°C e pH 7 nos tempos t0, t20 e t40. 

  
 

Os resultados da análise de atividade dos sobrenadantes submetidos às mesmas condições 

de incubação com substrato (Figura 22) mostraram que, ainda que tenha ocorrido liberação de 

enzima para o meio, esta quantidade não foi significativa para que afetasse os resultados de 

atividade da manta e, portanto, o fenômeno responsável pela atividade das mantas de fibras 

com PEG é de fato uma imobilização e não a liberação da enzima para o meio. No estudo de 

DROR et al. (2008) uma análise similar foi realizada. Os autores produziram mantas de fibras 

core-shell de PEG/Enzima – PCL e PEG/Enzima – PCL/PEG, com 1% de PEG na composição 

casca. Foram utilizadas duas enzimas de diferentes tamanhos: Fosfatase Alcalina (AP – 40 kDa) 

e β-galactosidade (β-GAL – 465 kDa). As mantas produzidas com 1% de PEG na casca foram 

incubadas em tampões e alíquotas de três tempos diferentes (0, 24 e 72h) foram analisadas para 

avaliar a possibilidade de migração da enzima para o meio externo. Os autores encontraram 

cinéticas diferentes quando compararam os dois tipos de fibras e as duas enzimas imobilizadas. 

No caso da enzima AP, foi possível observar que houve uma difusão da enzima para fora das 
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fibras durante a incubação e as fibras funcionaram, portando, como um sistema de liberação 

controlada da enzima. No entanto, para a enzima β-GAL, as atividades lidas dos sobrenadantes 

foram muito inferiores (e quase nulas) quando comparadas à atividade da manta, que aturaram 

como um suporte reator para a enzima. Este resultado condiz com o encontrado em nosso 

trabalho. 

Além desta evidência, baseado nos dados da Tabela 9, podemos constatar que uma liberação 

da enzima para o meio externo reduziria a quantidade de lipase presente em 20 mg de amostra 

no segundo ciclo. Como as quantidades estimadas de enzima nas amostras, calculadas com base 

na concentração das soluções utilizadas, são equivalentes para ambas as mantas (3,3 μg nas 

mantas sem PEG e 3,1 μg com PEG), uma perda de enzima para o meio resultaria possivelmente 

numa atividade menor das mantas com PEG quando comparadas às mantas sem PEG no 

segundo ciclo, o que não ocorreu.  

5.6.2 Atividades das mantas a 37°C, pHs 5 e 9 

O ambiente em que a enzima se encontra afeta diretamente sua atividade enzimática. As 

enzimas possuem grupamentos carboxila e amino que são ionizáveis. A carga que esses 

grupamentos vão adquirir é fundamentalmente dependente do pH do meio. O pH de uma 

solução desempenha um papel essencial na obtenção de uma quantidade ótima de ácidos graxos 

disponíveis durante a reação de hidrólise, pois a estrutura terciária da proteína é controlada 

pelas ligações de hidrogênio entre os grupos R dos aminoácidos. A ionização desses grupos R 

pode ser alterada por uma pequena variação no valor do pH, modificando a conformação da 

enzima, resultando assim na perda ou aumento de sua atividade. Assim, toda enzima tem uma 

faixa de pH adequada que preserva a conformação estrutural e favorece a ionização dos 

aminoácidos presentes no sítio catalítico e em torno do mesmo, facilitando a aproximação do 

substrato. Este pH é denominado pH ótimo de atividade (KAJA et al., 2018; GOSWAMI et al. 

2009).  
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As enzimas não necessariamente possuem os mesmos pH ótimos na produção, na utilização 

(atividade) e na estocagem. Isso se deve a manutenção da estrutura proteica em diferentes 

condições ambientais e finalidades. Quando a enzima é produzida, o pH ótimo de produção está 

associado ao microrganismo (ou célula) que a produz, mais do que a sua atividade no meio de 

produção. Quando em operação, é preciso manter o pH ideal para que a ionização dos 

aminoácidos favoreça a exposição do sítio ativo para ocorrer a catálise. E, quando a enzima é 

estocada, o mais importante é manter a sua estrutura terciária para não haver desnaturação 

(modificação ou destruição da conformação espacial da proteína). Embora os pHs ótimos de 

operação e estocagem possam ser diferentes, quando o pH do meio se desvia muito do pH 

fisiológico da enzima, a interação eletrostática é interrompida e a enzima pode sofrer 

desnaturação, sendo completamente inativada. De modo geral, a imobilização de uma enzima, 

por muitas vezes favorecer determinada conformação e proteger regiões de grupos de 

aminoácidos (KAJA et al., 2018; GOSWAMI et al. 2009).  

A influência do pH do meio na atividade das enzimas livre e imobilizadas foi avaliada 

variando o pH da solução substrato para ácido (pH 5) e básico (pH 9). Os valores de atividade 

para as enzimas livre e imobilizadas nos diferentes pHs estão apresentados na Tabela 11 a 

seguir.  
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Tabela 11. Atividades operacional e em função da disponibilidade de proteína das enzimas imobilizadas nas 

mantas com e sem PEG e enzima livre em diferentes pHs 5, 7 e 9, a 37°C. 

ATIVIDADE 37°C pH 5 (pH ácido) 37°C pH 7 (pH neutro) 37°C pH 9 (pH básico) 

SEM PEG (U/g)  Sem atividade 0,033 0,057 

COM PEG (U/g) Sem atividade 0,065 0,057 

ENZIMA LIVRE (U/L) Sem atividade 5,860 7,071 

SEM PEG (U/gP) Sem atividade 198,83 347,60 

COM PEG (U/gP) Sem atividade 421,23 370,02 

ENZIMA LIVRE (U/gP) Sem atividade 322,01 388,51 

 

O pH ótimo encontrado para a enzima livre a 37°C foi de 9, como pode ser visualizado de 

forma clara na Figura 23. Este pH também se mostrou o mais adequado para as enzimas 

imobilizadas nas mantas de fibras core-shell sem PEG. O resultado mostra que, quando 

submetida ao substrato em pH 9, as enzimas imobilizadas nas mantas sem PEG possuem uma 

atividade similar às enzimas imobilizadas nas mantas com PEG (Figura 24). O fato de a 

atividade da enzima livre também ter sido maior no pH 9 sugere que o processo de fiação e 

imobilização não alterou significativamente a conformação nativa da lipase (PEREIRA et al., 

2023). Em relação ao método de imobilização por ligação covalente, o método de imobilização 

por encapsulamento possui a conhecida vantagem manter a conformação original da enzima, já 

que não há ligação química entre a enzima e o suporte (VANLEEUW et al., 2019; BRENA et 

al., 2013).  
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Figura 23. Curvas de absorbância da cinética de reação da Lipase livre incubada a 37°C e em pH 7 e pH 9. 

  

A solubilidade do Polietilenoglicol (PEG) é altamente afetada pelo pH do meio. É 

conhecido que esse polímero possui uma excelente solubilidade em soluções aquosas em pH 

ácido e neutro. No entanto, em meio alcalino, sua solubilidade é drasticamente reduzida, 

gerando regiões de cadeias altamente emaranhadas entre si, dificultando a permeação do 

polímero pelo solvente do meio (CAO et al., 2022). Tal fenômeno afeta diretamente a 

dissolução e liberação do PEG para fora da estrutura da casca. Dessa forma, o comportamento 

da manta com o PEG se torna muito similar ao comportamento da manta sem PEG, como pode 

ser observado na Figura 24.  
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Figura 24. Curvas de absorbância da enzima livre e das mantas de fibras core-shell PVA/Lipase - PHBV e core-

shell PVA/Lipase - PHBV/PEG (Sem PEG e Com PEG) incubadas a 37°C e pH 9. 

O pH do meio influencia significativamente a liberação de agentes encapsulados, quando 

em solução. Por se tratar de uma imobilização via encapsulamento, neste trabalho também foi 

avaliado o efeito do pH nas mantas de fibras core-shell com PEG, como realizado para o pH 7, 

mencionado no item 5.6.1. As amostras foram incubadas em tampão PBS 50 mM pH 9 sem 

substrato nas condições de ensaio de atividade. Durante a incubação, foram retirados pontos em 

diferentes tempos de ensaio (t0, referente ao ponto de contato instantâneo das mantas com o 

tampão; t20 referente ao tempo da vigésima leitura, correspondente à metade do tempo de 

ensaio e t40 referente a última leitura, correspondente ao final do ensaio). Destes sobrenadantes 

foram retiradas alíquotas de 0,2 mL que foram submetidas à análise de atividade com a mesma 

metodologia utilizada para medir a atividade da enzima livre (como descrito no item 4.7). De 

acordo com a Figura 25 é possível notar que não houve liberação significativa de enzima para 

o meio externo que pudesse influenciar no aumento da atividade das mantas. Desse modo, é 
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possível afirmar que as enzimas seguem imobilizadas nas mantas com a mudança de pH, sem 

haver liberação para o meio.  
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Figura 25. Curvas de absorbância dos sobrenadantes das mantas core-shell PVA/Lipase - PHBV/PEG (Com 

PEG) incubadas à 37°C e pH 9 nos tempos t0, t20 e t40. 

 

Como discutido anteriormente, é possível fazer uma correlação entre a conformação da 

enzima livre e da enzima imobilizada nas mantas, sendo viável assumir que o processo de 

imobilização preservou a conformação nativa da enzima livre. Quando submetidas à condição 

de pH ácido (pH 5), não foi observada atividade para as enzimas livre e imobilizadas em ambas 

mantas. Neste caso, é correto afirmar que nesta condição de pH houve a desnaturação da enzima 

pela alteração na conformação do sítio ativo em todas as suas formas (livre e imobilizadas em 

mantas com e sem PEG).  
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5.6.3 Atividades das mantas a 50°C e pH 7 

A temperatura afeta significativamente a atividade de uma enzima. Proteínas são sensíveis 

a altas temperaturas e podem desnaturar quando submetidas a elas. No entanto, um aumento 

expressivo da atividade da Lipase foi observado nessa temperatura quando imobilizada em 

mantas de fibras core-shell com e sem PEG (aumentos de aproximadamente 440% e 107%, 

respectivamente), ao passo que uma redução de aproximadamente 17% foi observada na 

atividade da enzima livre, quando comparada à condição de 37°C (Tabela 12). 

 

Tabela 12. Atividades operacional e em função da disponibilidade de proteína das enzimas imobilizadas nas 

mantas com e sem PEG e enzima livre em pH 7 a 37 e 50°C. 

ATIVIDADE 37°C pH 7  50°C pH 7 

SEM PEG (U/g)  0,033 0,068 

COM PEG (U/g) 0,065 0,351 

ENZIMA LIVRE (U/L) 5,860 4,859 

SEM PEG (U/gP) 198,83 414,63 

COM PEG (U/gP) 421,23 2266,31 

ENZIMA LIVRE (U/gP) 322,01 266,99 

 

  Em biocatálise, diversos fatores podem interferir na reação, como, por exemplo, 

concentração da enzima e/ou substrato, conformação da enzima, pH, temperatura e ainda a 

solubilidade do substrato (SHELDON e VAN PELT, 2013; ILLANES, 2008). Tendo em vista 

que as concentrações de enzima foram mantidas conforme apresentado anteriormente na Tabela 

8, que as condições de reação são mantidas para todas as enzimas ensaiadas (livre e imobilizada 

em mantas de fibras core-shell com e sem PEG) e supondo que a imobilização não alterou a 

conformação nativa da enzima, é possível observar um efeito da temperatura na difusão do 

substrato. Embora tenha ocorrido uma redução da atividade da enzima livre na temperatura de 

50°C, não é possível afirmar que a temperatura foi suficiente para causar a desnaturação da 
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proteína, principalmente devido ao fato de em maiores tempos de contato da enzima com o 

substrato nessa temperatura, os valores de absorbância serem estatisticamente iguais aos valores 

encontrados a 37°C. Em relação às mantas com PEG na composição da casca, é possível supor 

que a temperatura também favoreceu o processo de inchamento da manta e dissolução do PEG, 

facilitando ainda mais o acesso do substrato à enzima. O efeito da temperatura atuante 

diretamente como catalisador do substrato laurato de 4 – nitrofenila também foi estudado para 

avaliar uma possível degradação térmica e interferência nas atividades encontradas para as 

enzimas. Para tanto, o substrato foi submetido às mesmas condições de ensaio que às amostras, 

sem a presença da Lipase. A absorbância do substrato foi acompanhada durante toda a análise 

e foi encontrada uma absorbância constante do início ao fim (Absorbância do substrato igual a 

0.222) As Figuras 26 e 27 apresentam os perfis de atividade das enzimas.  

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

 

 

 Sem PEG

 Com PEG

 Enzima Livre

A
b

s
o

rb
â

n
c
ia

 n
o

rm
a

liz
a

d
a

 (
A

)

Tempo (segundos)

 

Figura 26. Curvas de absorbância da enzima livre e das mantas de fibras core-shell PVA/Lipase - PHBV e core-

shell  PVA/Lipase - PHBV/PEG (Sem PEG e Com PEG) incubadas a 50°C e pH 7. 
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Figura 27. Curvas de absorbância da cinética de reação da Lipase livre incubada a 37°C e 50°C em pH 7. 

Como realizado para as outras condições de ensaio, a possibilidade de migração das enzimas 

imobilizadas para o meio foi estudada e foi observado que não houve liberação significativa 

que pudesse interferir na atividade, como mostra a leitura dos sobrenadantes (Figura 28).  
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Figura 28. Curvas de absorbância dos sobrenadantes das mantas core-shell PVA/Lipase - PHBV/PEG (Com 

PEG) incubadas à 50°C e pH 7 nos tempos t0, t20 e t40. 
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5.6.4 Atividades das mantas após estocagem (14 dias em temperatura ambiente)  

Enzimas livres podem perder significativamente sua atividade catalítica, devido ao processo 

de desnaturação precoce quando armazenadas em temperatura ambiente. A imobilização, no 

entanto, pode promover a preservação dessa enzima, evitando sua desnaturação e mantendo sua 

atividade catalítica (ABROL et al., 2007).  

ÇAKMAK et al., (2020) avaliaram o efeito da imobilização via ligação covalente da Lipase 

comercial de Candida rugosa tipo VII em nanopartículas magnéticas funcionalizadas na 

atividade pós estocagem. As enzimas foram estocadas na temperatura recomendada pelo 

fabricante (4°C, de acordo com a Sigma-Aldrich) durante 30 dias.  A atividade da enzima foi 

verificada periodicamente e comparada à atividade da enzima imobilizada no primeiro dia. 

Após o tempo de estocagem foi verificado que a enzima manteve 50% de sua atividade inicial. 

Na metade deste tempo (15 dias), foi observada uma atividade relativa de 60% da atividade 

catalítica inicial.  

Em um estudo de ONOJA et al. (2018) os autores imobilizaram a mesma enzima em 

nanosilica magnetizada em temperatura ambiente por 56 dias. Após o tempo total de estocagem 

(56 dias), observou-se que a enzima imobilizada reteve 45% de sua atividade inicial, em 

comparação com apenas 5% de agregados de enzimas livres. Em 15 dias de análise, a enzima 

imobilizada reteve quase 100% de sua atividade inicial.   

Em nosso estudo, foi observado que após 14 dias de estocagem em temperatura ambiente 

as mantas com PEG preservaram aproximadamente 94% de sua atividade inicial, corroborando 

com os resultados encontrados na literatura. Enquanto isso, as mantas sem PEG tiveram um 

aumento de aproximadamente 60% em sua atividade inicial, mantendo uma atividade próxima 

à atividade observada para as mantas com PEG, como mostra a Tabela 13.  
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Tabela 13. Atividades operacional e em função da disponibilidade de proteína das enzimas imobilizadas nas 

mantas com e sem PEG antes e após estocagem por 14 dias em temperatura ambiente. 

ATIVIDADE 
Atividade enzimática a 37°C, pH 

7, dia 01 

Atividade enzimática a 37°C, pH 

7 pós estocagem durante 14 dias 

em Temperatura ambiente 

SEM PEG (U/g) 0,033 0,053 

COM PEG (U/g) 0,065 0,061 

ENZIMA LIVRE (U/L) 5,860 NA 

SEM PEG (U/gP) 198,83 323,00 

COM PEG (U/gP) 421,23 392,44 

ENZIMA LIVRE (U/gP) 322,01 NA 

      NA: não se aplica.      

O PHBV é um copolímero que possui a temperatura de transição vítrea (Tg) em 

aproximadamente -2°C (THIRÉ et al., 2011). Acima da Tg, o material polimérico possui 

mobilidade suficiente para que ocorra a relaxação de suas cadeias. Tal relaxação pode ser 

favorecida pelo tempo de estocagem a temperatura ambiente. Esse resultado, pode ter sido 

responsável pela proximidade da enzima com a região externa, facilitando uma aproximação 

do substrato, aumentando a atividade nesse caso, mantendo o comportamento de atividade de 

ambas as mantas bem similar (Figura 29).  

0 500 1000 1500 2000 2500

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0
 Sem PEG

 Com PEG

A
b

s
o

rb
â

n
c
ia

 n
o

rm
a

liz
a

d
a

 (
A

)

Tempo (segundos)

 

Figura 29. Curvas de absorbância da enzima livre e das mantas de fibras core-shell PVA/Lipase - PHBV e core-

shell  PVA/Lipase - PHBV/PEG (Sem PEG e Com PEG) incubadas a 37°C e pH 7 pós estocagem por 14 dias em 

temperatura ambiente. 



83 
 

5.6.5 Atividades relativas entre as mantas com e sem PEG e enzima livre nas condições 

analisadas. 

As atividades relativas entre a enzima imobilizada nas mantas com e sem PEG e a enzima 

livre foram avaliadas em função da disponibilidade de proteína nas amostras. Os resultados dos 

cálculos são apresentados na Tabela 14.    

Tabela 14. Atividades relativas entre as enzimas imobilizadas nas mantas com e sem PEG e enzima livre em 

função da disponibilidade de proteína. 

ATIVIDADE RELATIVA 

SEM PEG – 

ENZIMA LIVRE 

(%) 

COM PEG –  

ENZIMA LIVRE 

(%) 

COM PEG –  

SEM PEG 

(%) 

 

37°C pH 7 (ciclo 1) 
61,75 130,81 211,86  

37°C pH 7 (ciclo 2) 
65,61 * 150,27 * 229,04  

37°C pH 9 
89,47 95,24 106,45  

37°C pH 5 
Sem atividade Sem atividade Sem atividade  

50°C pH 7 
155,29 848,82 546,59  

Estocagem 
100,31* 121,87* 121,50  

* Atividade comparada à atividade da enzima livre a 37°C em pH 7.  

Observou-se uma maior atividade enzimática para as enzimas imobilizadas nas mantas com 

PEG, com exceção para a condição pH 9, onde o mecanismo de liberação do PEG foi 

influenciado pelo pH. As mantas sem PEG apresentaram uma atividade menor quando 

comparada à enzima livre nas condições de pH 7 e 9 a 37°C. No entanto, quando submetida a 

50°C, a enzima imobilizada na manta sem PEG também apresentou uma maior atividade em 

relação à enzima livre. Na condição de pH ácido (pH 5) houve completa desativação da enzima 

Lipase de Candida rugosa tipo VII. A Figura 30 ilustra de forma clara a comparação entre os 

valores de atividade relativa.  
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Figura 30. Atividades relativas entre as mantas com e sem PEG e enzima livre. 

 

 

Diante dos resultados, é possível assumir que a imobilização por encapsulamento da enzima 

nas mantas sem PEG gerou uma barreira de difusão que dificultou o acesso do substrato à 

enzima, mas por outro lado, resultou em uma proteção da enzima contra altas temperaturas por 

se tratar de um material com baixa condutividade térmica, permitindo a perda de calor da 

solução substrato antes do contato com a enzima. Os resultados sugerem o efeito de um 

mecanismo “tampa” gerado pela incorporação do PEG, visto que em condições desfavoráveis 

à sua liberação (pH 9), os valores de atividade se mostraram bem próximos aos valores de 

atividade das mantas sem PEG. O mecanismo proposto ocorre pela liberação do PEG para o 

meio, quando em condições favoráveis, gerando uma abertura onde o substrato tem acesso livre 
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à enzima. Desse modo, mesmo protegida no interior das fibras de PHBV, a enzima se torna 

acessível ao meio externo pela remoção da “tampa” de PEG.  

A alta atividade das mantas com PEG comparadas à enzima livre em termos de quantidade 

de proteína mostrou uma melhor disposição da enzima no meio pela alta área superficial do 

material.  
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5.7 AVALIAÇÃO DO PROCESSO DE INTERAÇÃO DA ENZIMA IMBOLIZADA NAS 

MANTAS DE FIBRAS CORE-SHELL PVA/LIPASE – PHBV/PEG COM O MEIO 

DURANTE AS ANÁLISES DE ATIVIDADE 

Os resultados apresentados no item 5.6 revelaram padrões que nos levam a chegar a algumas 

hipóteses sobre a imobilização da enzima Lipase. A primeira hipótese é a da não modificação 

da conformação da enzima durante o processo de imobilização. Essa hipótese está baseada no 

fato do pH ótimo para a enzima livre (pH 9) não ter sido alterado no processo de imobilização, 

além do pH 5 ter desativado as enzimas em todas as suas condições (livre e imobilizada).  

A segunda hipótese é que o mecanismo que está atuante na atividade é o mecanismo de 

difusão. Desta forma, presume-se que haja a barreira física do polímero casca que encapsula a 

enzima e dificulta o acesso do substrato e pode ser contornado com a inserção de poros pela 

remoção do PEG.  

Diante dessas teorias, a microscopia eletrônica de varredura foi utilizada para avaliar a 

microestrutura das mantas de PVA/Lipase – PHBV/PEG após o processo de incubação em 

tampão (nas mesmas condições do ensaio de atividade). As micrografias estão apresentadas a 

seguir.  
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Figura 31. Micrografias de MEV das mantas de fibras core-shell PVA/Lipase - PHBV/PEG incubadas a 37°C e 

pH 7, durante ensaio de atividade. 

 

É possível observar nas imagens apresentadas acima a presença de poros na superfície das 

fibras (círculos vermelhos), possivelmente referentes à saída do PEG e regiões “distendidas” 

que indicam um possível inchamento desse polímero anterior à sua remoção por completa 

solubilização (círculos azuis). Essa remoção do PEG, comprovada ainda no ensaio de 

intumescimento (item 5.5), favoreceu o acesso do substrato à enzima, levando ao aumento da 

atividade quando comparadas às mantas sem PEG. Portanto, pode-se relacionar o aumento da 

atividade nas mantas com a remoção do PEG da superfície das fibras.  

Em relação às mantas incubadas em pH 9, observamos nos resultados de atividade que a 

atividade se manteve equivalente à encontrada na manta sem PEG e foi menor que a atividade 

encontrada para o pH 7 da própria manta com PEG. Essa atividade reduzida foi atribuída à já 
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mencionada baixa solubilidade do PEG em pH básico. As micrografias mostram algumas 

regiões de vazios (ou poros) na superfície das fibras. No entanto, é possível observar uma maior 

quantidade de regiões referentes ao provável inchamento do PEG, relevado durante a 

incubação.  

 

Figura 32. Micrografias de MEV das mantas de fibras core-shell PVA/Lipase - PHBV/PEG incubadas a 37°C e 

pH 9, durante ensaio de atividade. 

 

As micrografias apresentadas na Figura 33 retratam o comportamento das mantas quando 

incubadas em pH 7, à 50°C. Embora as imagens mostrem que existe poro formado na fibra 

(círculo vermelho preenchido), podemos observar predominância de regiões de “bolhas” 

expostas ao longo de toda superfície das fibras (círculos vermelhos pontilhados). A presença 
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do poro, associada aos resultados obtidos no ensaio de intumescimento e os valores de atividade 

das mantas a 50°C corroboram juntos para a hipótese de que a temperatura facilitou a 

solubilização e remoção do PEG e ainda favoreceu o inchamento da região interna das fibras. 

Desta forma, pode-se propor que o PEG presente na superfície das fibras casca tenha sido 

solubilizado, gerando poros que foram posteriormente preenchidos pelo PVA inchado após 

absorver o meio tampão. A fase de inchamento é uma etapa conhecida do processo de 

solubilização de polímeros e pode a solubilidade pode ser favorecida pela temperatura, 

reduzindo o tempo de solubilização (MILLHER-CHOU & KOENIG, 2003; SPERLING, 2006). 

Desta forma, é provável que o tempo de incubação das mantas em pH 7 a 37°C tenha sido 

suficiente para inchar e solubilizar totalmente o PEG, mas sem ter tempo para inchar 

significativamente o PVA da fase interna. Foi discutido no ensaio de intumescimento que as 

mantas sem PEG na superfície também tiveram um grau de inchamento devido à 

permeabilidade das fibras. No entanto, o PVA inchou de forma limitada por estar confinado na 

estrutura hidrofóbica da casca de PHBV. No caso de haver poros gerados pela remoção do PEG, 

e com o processo de solubilidade sendo catalisado pelo aumento da temperatura para 50°C, o 

PVA teve um aumento no seu grau de inchamento, favorecendo que esse material expandisse 

para fora das fibras. Tal fenômeno pode ter sido responsável pelo aumento expressivo na 

atividade da enzima, uma vez que a enzima dispersa no PVA pôde ser exposta ao meio mais 

facilmente.  
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Figura 33. Micrografias de MEV das mantas de fibras core-shell PVA/Lipase - PHBV/PEG incubadas a 50°C e 

pH 7, durante ensaio de atividade. 
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Conclusões parciais 

• Os resultados comprovaram a incorporação do PEG na superfície das fibras shell de 

PHBV; 

• Foi possível observar que as fibras contendo PEG possibilitaram um maior inchamento 

das mantas. Foi constatada a liberação do PEG para o meio em tempos inferiores a 1 h. 

Tal inchamento seguido da liberação pode ter sido responsável pelo aumento da 

atividade das mantas; 

• O método utilizado para a imobilização da enzima lipase foi eficiente em manter a 

enzima retina no suporte sem ocorrer liberação da enzima para o meio; 

• Um mecanismo tipo “tampa” pode ter sido criado com a inserção do PEG que, ao entrar 

em contato com o meio, gerou poros responsáveis pelo maior acesso do substrato à 

enzima; 

• A boa dispersão da enzima por toda extensão das fibras, associada à incorporação do 

PEG favoreceu o acesso do substrato à enzima, resultando no aumento da atividade.  
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CAPÍTULO VI   

CONCLUSÕES 

6.1 CONCLUSÕES GERAIS 

O presente trabalho comprovou a processabilidade competitiva do copolímero 

biodegradável PHBV quando comparado ao PLA, um polímero biodegradável vastamente 

aplicado para produção de mantas via Fiação por Sopro em Solução.  

 A fiação por sopro em solução se mostrou uma tecnologia adequada para a imobilização 

da enzima lipase por encapsulamento. Uma estrutura núcleo-casca (core-shell) foi 

eficientemente obtida. Ajustes microestruturais como: redução no diâmetro das fibras, 

diminuição de contas e defeitos e maior alinhamento foram alcançados com a modificação do 

tipo de coletor (rotatório) operando com velocidade tangencial de 3,14 m/s (ou 600 rpm).  

Embora a imobilização da enzima pelo método de encapsulamento tenha resultado numa 

redução da atividade enzimática, houve uma proteção térmica da enzima, quando aplicada em 

alta temperatura (50°C).  Para além disso, a incorporação de PEG na composição da casca 

resultou em um mecanismo “tampa”, facilitando o acesso do substrato à enzima ao mesmo 

tempo que a manteve imobilizada.  

Apesar da atividade operacional das mantas (a atividade das enzimas imobilizadas por 

grama de suporte) significativamente baixa, quando comparadas as atividades da enzima 
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expressas por grama de proteína, as mantas possuíram desempenho satisfatório, sendo até 

superior ao desempenho da enzima livre.  

Para além disso, outras vantagens como a possibilidade de reuso e a recuperação da enzima 

do meio após a reação, foram comprovadas, provando que o método de imobilização da enzima 

lipase estudada via SBS foi eficiente.  

A imobilização de enzimas é um tema de alto interesse que se mantém atual e em constante 

estudo. Diversos autores comprovam que a imobilização confere estabilidade e, muitas das 

vezes, aumento do desempenho da enzima, quando comparada à enzima livre. Outra vantagem 

bastante conhecida é a possibilidade de reuso do biocatalisador. No entanto, embora materiais 

dos mais diversos (polímeros, cerâmicos, resíduos agroindustriais, entre outros) venham sendo 

explorados como suportes e produzidos pelas mais diversas técnicas (como por exemplo, spray 

dryer, nanopreciptação, impressão 3D, eletrofiação, etc.), ainda são empregadas muitas etapas 

em seus processos de produção e imobilização. Esses processos em sua maioria demandam a 

utilização de reagentes tóxicos, de alto custo e necessitam de uma etapa de remoção desses 

produtos não reagidos. A tabela 15 apresenta alguns estudos atuais de imobilização da lipase 

de Candida rugosa utilizada no presente trabalho, incluindo seus principais resultado e número 

de etapas. No presente trabalho, no entanto, foi possível obter um sistema enzima-suporte de 

baixo custo, em uma única etapa, utilizando polímeros biodegradáveis sustentáveis. 
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Tabela 15. Trabalhos atuais disponívels em imobilização de lipase de Candida rugosa. 

MÉTODO DE 

IMOBILIZAÇÃO 

SUPORTE PRINCIPAIS 

RESULTADO 

ETAPAS REFERÊNCIA 

Ligação covalente 

com glutaraldeído  

Casca de arroz, 

bagaço de cana 

de açúcar, fibra 

de coco verde 

A lipase imobilizada na casca 

de arroz ativada com 

glutaraldeído apresentou o 

maior desempenho, retendo 

94,1% da atividade inicial, 

seguida pelo bagaço de cana 

(90,3%) e fibra de coco verde 

(89,3%). Após 

armazenamento por seis 

meses a 5 °C, os sistemas 

enzimáticos imobilizados 

retiveram pelo menos 70,0% 

de sua atividade inicial (vs. 

18,3% de atividade retida 

para a lipase livre). Após dez 

ciclos de reutilização, a 

enzima imobilizada em 

carreadores lignocelulósicos 

reteve em média 72,7% de 

sua atividade inicial. 

Etapa 1: 

funcionalização 

dos suportes 

com 

glutaraldeído,  

Etapa 2: 

secagem;  

Etapa 3: 

imobilização 

da lipase 

purificada 

Etapa4: 

secagem.  

Costa-Silva et 

al., 2022 

Ligação covalente 

com glutaraldeído 

 

 

Geopolímero 

(aluminossilicatos 

nanoestruturados 

ativados por 

álcali) produzidos 

por impressão 3D  

 

A imobilização conferiu a 

possibilidade de reuso da 

enzima, que manteve 91% de 

sua atividade após o primeiro 

ciclo. A reação de hidrólise 

utilizando resíduo de óleo de 

cozinha, apresentou um nível 

de conversão em ácidos 

graxos livres de 75% para a 

enzima imobilizada em 

comparação a 94% da 

enzima livre.   

Etapa 1: 

produção do 

material por 

impressão 3D;  

Etapa 2: 

modificação 

iônica da 

superfície; 

Etapa 3: 

funcionalização 

da superfície 

com 

glutaraldeído;  

Etapa 4: 

imobilização  

Etapa 5: 

lavagem e 

secagem  

Dos Santos et 

al., 2021 
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Ligação 

covalente com 

epicloridrina 

Cloisite 30B 

ativada com epóxi  

A imobilização aumentou a 

estabilidade em diferentes pHs 

e de estocagem da enzima 

livre. No entanto, o maior 

efeito se deu na estabilidade 

térmica, onde foi possível 

preservar 30% de atividade da 

enzima imobilizada em 

temperatura operacional de 

80°C, enquanto a enzima livre 

teve completa desativação. O 

estudo comprovou uma 

atividade acima de 60% das 

enzimas imobilizadas, mesmo 

após 9 ciclos.  

Etapa 1: 

secagem da 

cloisite;  

 Etapa 2: 

modificação da 

cloisite; 

Etapa 3: 

imobilização da 

enzima 

Aghaei et al., 

2021 

Imobilização 

por adsorção via 

interações 

iônicas 

Carvão ativado Foi observado um aumento de 

80% da atividade da enzima 

imobilizada à 40°C. A 

imobilização conferiu maior 

estabilidade da enzima ao 

solvente orgânico terc-butanol.  

Etapa 1: 

produção do 

suporte; 

Etapa 2: 

Imobilização; 

Etapa 3: 

Filtração e 

lavagem.  

Cea et al., 

2019 

 

 6.2 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

Com o intuito de aprimorar os resultados obtidos no presente trabalho, propõem-se realizar 

os seguintes estudos: 

• Estudo da conformação da enzima antes e após o processo de fiação;  

• Avaliação da atividade enzimática em maior variedade de pH (de 2 a 10, por 

exemplo);  

• Avaliação da atividade enzimática em maior variedade de temperatura (em 

condições de refrigeração e em condições de temperaturas extremas ≥ 70°C);  

• Estudo da atividade enzimática com diferentes concentrações de enzima, a fim de 

se chegar a valores de atividade operacional aplicáveis; 

• Avaliação da atividade biocatalítica das mantas em condições reacionais aplicadas.  
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APÊNDICE 

I - AJUSTES LINEAR DAS CURVAS DE ABSORBÂNCIA EM FUNÇÃO DO TEMPO 
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