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A Fiacdo por Sopro em Solugdo (Solution Blow Spinning - SBS) é uma técnica utilizada
producdo de fibras nano e micrométricas, que consiste da fiagdo de uma solucéo polimérica por
meio do uso de forcas aerodindmicas. Em relacdo aos processos tradicionais, como, por
exemplo a eletrofiacdo, apresenta inumeras vantagens, incluindo menor custo e maior
segurangca. A imobilizacdo de enzimas em materiais nanoestruturados aumenta
significativamente sua eficiéncia biocatalitica, mesmo em baixas concentracdes. E possivel
conseguir desempenho similar ao uso das enzimas livres, porém com uma maior estabilidade e
possibilidade de reuso, além de evitar a contaminacao do meio. Estruturas do tipo nicleo-casca
(core-shell) sdo 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
producdo de mantas de fibras core-shell, visando a imobilizacdo de enzimas. Ajustes de
parametros de processo e configuracdo do alvo resultaram em fibras altamente alinhadas com
menores defeitos e de didmetros reduzidos (de 3,07 para 1,42 um) em comparacéo com as fibras
obtidas em alvo estatico. Os resultados comprovaram a imobilizagdo da enzima lipase no
interior da estrutura core-shell das fibras. A insercdo de 1% de polietilenoglicol — PEG na
solucéo de PHBYV foi estudada como metodologias para facilitar o acesso do substrato a enzima
e possibilitou um aumento na atividade da enzima imobilizada, quando comparado as enzimas

livre e imobilizada sem a presenca 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 um). 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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CAPITULO |

INTRODUCAO

Fibras nanométricas e submicrométricas tém ganhado grande interesse devido as suas
propriedades Unicas em compara¢do com micro e macromateriais e até mesmo com outros
nanomateriais materiais com geometrias diferentes, como nanoparticulas e esferas mesoporosas
(SUN et al., 2020; LOMBARDO et al. 2020). Essas propriedades, que incluem a elevada
relacdo entre area superficial e volume e interconectividade da estrutura fibrosa, tornam as
fibras candidatas promissoras para uso em muitas aplicacbes médicas, por exemplo, 0 uso na
liberacdo controlada de farmacos, como arcaboucos para regeneragdo de tecidos, sistemas de
entrega de compostos ativos e imobilizagcdo (YANG et al. 2011; GHOSAL et al., 2019; DING

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

Existem muitas tecnologias para a fabricacdo de fibras micro e nanométricas, tais como,
fiacdo por sopro de material fundido, fiacdo por sopro em solucdo, fiacdo a seco, separacdo de
fases e eletrofiacdo (ALMETWALLY et al., 2017; BARHOUM et al., 2019; DOS SANTOS et
al., 2020). A eletrofiacdo (ES) € uma técnica bem conhecida e tradicional que permite a
producdo de fibras utilizando forgas eletrostaticas partir de solu¢des poliméricas (TOOSI et al.,

2020; KHALAJI et al., 2021).

A fiacdo por sopro de solucgdo (SBS — Solution Blow Spinning) é uma tecnologia que utiliza
forca aerodindmica para induzir a formacdo de fibras a partir de solugdes poliméricas em
solventes volateis. O uso de gas como forca motriz ao invés de alta voltagem possibilita a
deposicdo de fibras em qualquer superficie, incluindo organismos vivos. Além disso, a alta
eficiéncia de fiagdo em comparacdo com o processo de eletrofiacdo torna 0 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
1



solventes, ndo se limitando ao uso de sistemas solventes com caracteristicas dielétricas
adequadas para ejecao da solucdo polimeérica. Assim, pelo SBS, uma ampla gama de polimeros

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

Além disso, ao ajustar as variaveis de processamento e as propriedades da solucéo, o sistema
SBS possibilita a producdo de fibras com propriedades adequadas, como bioatividade,

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

A configuracdo do SBS inclui uma geometria de bico personalizada que permite a
incorporacdo de vérios canais, o que facilita o uso de fibras multicomponentes, incluindo a
incorporacgdo de compostos variados na producédo da estrutura core-shell. Substancias sensiveis
ao pH ou soltveis em &gua, por exemplo, podem ser fiadas na geometria nucleo-casca, usando
solventes ndo volateis na solu¢cdo do nucleo. Essa geometria é a mais indicada para
encapsulamento de moléculas instaveis que podem ser facilmente degradadas pelo meio externo
(temperatura, luz e/ou ar). Corantes, 6leos essenciais e enzimas sdo exemplos desses agentes
sensiveis. Desta forma, a solugdo da casca é facilmente fiada no processo, enquanto a solucao
interna é alimentada dentro das fibras da casca e € encapsulada pela estrutura da casca (PARK

etal., 2018; Dl et al., 2017; DIAS et al., 2020; GONCALVES et al., 2020).

Polimeros biodegradaveis tém sido amplamente escolhidos em processos de fiacdo. De
acordo com relatorio da European Bioplastic, em 2022, o poli(acido lactico) (PLA) foi o
polimero biodegradavel que apresentou maior capacidade de producdo global
(aproximadamente 500.000 toneladas), sendo seguido pelas blendas de amido e pelo
poli(butileno adipato co-tereftalato) (PBAT). De acordo com este mesmo relatério, ha
expectativa para que, em 2027, a capacidade de producgéo global do PLA aumente para 2,4
milhGes de toneladas e que os polihidroxialcanoatos (PHA) (poliésteres biodegradaveis
produzidos naturalmente pela fermentacédo de microrganismos) passem a configurar no segundo

lugar de producéo global dos bioplasticos.



O poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) é um copolimero PHA produzido
em larga escala com alta biocompatibilidade com diversas linhagens celulares e
biodegradabilidade, toxicidade nula, estabilidade quimica, piezoeletricidade, termoplasticidade
e propriedades de barreira (JIAO et al., 2020; PERVEEN et al., 2020; ABAZARI et al., 2021;

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

A imobilizacdo de enzimas é um processo que garante seu uso industrial como
biocatalisadores com maior estabilidade e possibilidade de recuperagdo do meio. A
imobilizacdo em materiais nanométricos aumenta significativamente sua eficiéncia
biocatalitica, mesmo em baixas concentracdes, pela alta area superficial destes materiais,
podendo-se conseguir desempenho similar ao uso das enzimas livres, garantindo uma maior
estabilidade e possibilidade de recuperacdo, evitando contaminacdo do meio. Técnicas
tradicionais de imobilizacdo de enzimas em suportes necessitam muitas vezes de mais de uma
etapa e, na maioria dos casos, 0 processo de imobilizacdo da enzima é um processo a parte do
processo de producao.

As lipases desempenham um papel muito importante nos processos tecnolégicos em
diversos segmentos industriais catalisando reacdes como hidrolise, esterificacdo e amindlise. A
imobilizacdo destas enzimas em suporte de baixo custo que permita aumentar sua estabilidade
operacional e reutilizacdo surge como uma grande vantagem econémica.

A fiacdo por sopro de solucdo (SBS) é uma tecnologia inovadora e economicamente viavel,
que apresenta potencial na producéo de fibras com enzimas imobilizadas em uma Unica etapa
de forma mais simples, e, portanto, seu estudo e desenvolvimento de fibras a partir desta técnica
se mostra altamente relevante. Estruturas do tipo nucleo-casca (core-shell) séo especialmente
interessantes para imobilizar enzimas pelo método de encapsulamento e podem ser obtidas de
forma simples no processo de fiacdo por sopro em solucdo (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; GONCALVES et al., 2020). A eletrofiagéo é bastante utilizada para producao de
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fibras de PHBV, porém, apesar de varios biopolimeros serem explorados na producdo de fibras
biodegradaveis pela técnica SBS, esse polimero ainda & pouco utilizado nessa técnica

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

Assim, o presente trabalho propde, pela primeira vez, a imobilizacdo de enzima em mantas
de fibras do tipo core-shell de PHBV em uma unica etapa via SBS. Além disso, este trabalho
traz uma discussdo sobre a processabilidade do PHBV em comparacéo com o PLA, que é um
polimero amplamente utilizado no processo SBS. A capacidade de fiacdo dos polimeros foi
avaliada em termos de caracteristicas morfoldgicas. O estudo também investigou como cada
parametro pode afetar a morfologia das fibras, como diametro das fibras, alinhamento e
presenca de defeitos, e prop6e como essa influéncia pode ser significativamente reduzida

alterando a configuracdo do SBS.



CAPITULO II

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho propbe a producdo de um suporte de baixo custo e sustentavel e

imobilizacdo de enzima em uma Unica etapa via Fiagcdo por Sopro em Solugéo (SBS).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Avaliar a processabilidade do polimero PHBV comparado ao polimero 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 a enzima.



CAPITULO I11I

REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ENZIMAS

Enzimas sdo proteinas (com excecdo das enzimas acidos ribonucleicas — RNA) compostas
por um grande namero de residuos de aminoacidos que varia de cem a varias centenas. Estes
aminoéacidos sdo covalentemente ligados por meio de ligacédo peptidica formada entre o &tomo
de carbono de um grupo carboxila de um aminoécido e o 4&tomo de nitrogénio de um grupo a-
amino do aminoacido seguinte, como apresentado na Figura 1. De acordo com a natureza de
seus grupos substituintes (R’ ¢ R’’), os aminoacidos podem ser polares ou apolares e sua
distribuicdo ao longo da molécula de proteina determina seu comportamento (LEHNINGER,

NELSON e COX, 2013; ILLANES, 2008).

iy i
HN=CH-C-OH + H-N-CH-COO"
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0

Figura 1. Formagéo de ligagdo peptidica entre dois a-aminoacidos adjacentes (Adaptado de ILLANES, 2008).

As enzimas sdo moléculas capazes de catalisar eficientemente uma infinidade de reagdes
quimicas, sem, contudo, sofrerem quaisquer alteracbes em sua composi¢do. Elas séo
consideradas catalisadores verdes por serem biocompativeis, biodegradaveis e de origem

natural ( WOLFENDEN & SNIDER, 2001).



A catélise enzimatica (biocatalise) ocorre em uma pequena porcao da enzima denominada
sitio ativo (ou centro ativo). Os sitios ativos sdo pequenas regides da sequéncia de aminoacidos,
responsaveis pelas reagdes quimicas, enquanto o resto da proteina atua como um suporte. O
sitio ativo possui caracteristicas moldaveis a ancoragem do substrato (em bioquimica, é
designado substrato um composto quimico que sofre reacdo catalisada por uma ou mais
enzimas, diferentemente da definicdo utilizada na engenharia, onde o substrato é o material
que serve de suporte para deposicdo de outro material. Para maior clareza do texto, sera
denominado substrato o que atende a defini¢céo bioquimica e suporte 0 que atende ao conceito
usado em engenharia). Ao se ligar a enzima no sitio ativo, o substrato adequa a conformacao
do sitio a sua estrutura e sofre alteracdes na distribuicao de elétrons de suas ligacdes quimicas,
0 que leva a formacdo dos produtos. Apds a formacdo dos produtos, estes sdo liberados da
enzima que esta pronta para o préximo ciclo catalitico (ILLANES, 2008; WOLFENDEN &
SNIDER, 2001). A Figura 2 apresenta a teoria do encaixe induzido (induced fit), que descreve

como funciona o processo de catalise das enzimas.

substrato

v sitio ativo Produtos

Enzima ajustada ao substrato

Complexoenzima- substrato Complexoenzima- produto

Figura 2. Modelo do encaixe induzido (induced fit) de processo de catélise enzimética.

(Fonte: www.thebiologynotes.com, Adaptado).



O comité de nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(IUBMB), classifica as enzimas em seis familias diferentes, de acordo com suas atividades
biocataliticas (ILLANES, 2008):

e Oxirredutases: sdo enzimas que catalisam reac6es de oxidagdo-reducdo por meio de
transferéncia de elétrons, hidrogénio ou oxigénio;

e Transferases: sdo enzimas que catalisam a transferéncia de grupos funcionais entre
doador e receptor;

e Hidrolases: sdo enzimas que catalisam reacGes de hidrolise, isto é, a cisdo de uma
ligacdo quimica pela acdo da agua;

e Liases: sdo enzimas que catalisam reacdes de cisdo nao hidroliticas e ndo oxidativas
das ligacbes quimicas;

e |somerases: sdo enzimas que catalisam reacGes de conversdo de um substrato em
um isémero, ou seja, em uma substancia molecularmente igual, mas estruturalmente
diferente;

e Ligases: sdo enzimas que catalisam reacOes de ligacdes covalentes entre duas
moléculas.

Além de serem catalisadores muito eficientes (em funcdo de sua alta seletividade), as
enzimas sdo capazes de manter elevada atividade catalitica em condic¢des brandas (temperatura
ambiente, pH fisioldgico, pressdo atmosférica, etc.). Tais caracteristicas tornam essas moléculas
alternativas eficientes para substituicdo de catalisadores tradicionais, como, por exemplo, 0s
metalicos, que tém sua atividade limitada as condices especificas de ativagdo (LEHNINGER,
NELSON e COX, 2013; ILLANES, 2008).

A versatilidade enziméatica como catalisador é de interesse para diversos setores da
indUstria. Elas podem ser aplicadas em processos variados, como na fermentagdo de laticinios
e produtos de panificacédo, fabricagéo de cerveja, processamento de frutas e vegetais, produgéo

de detergentes, cosméticos, medicamentos, na producdo de biocombustiveis de primeira e



segunda geracao, processamento téxtil, na industria de quimica fina e ainda em processos de
despolimerizacdo (SALES et al., 2020; GUERRAND 2017).

No setor de embalagens para alimentos, enzimas comerciais podem ser facilmente utilizadas
como agentes biocatalisadores, com aplicacbes que variam de controlar o crescimento
microbiano, inibir reacdes de degradacdo oxidativa a biocatalise direcionada (inibicdo de
compostos ativos presentes na formulacdo do alimento ou naturalmente gerados por este em
processos de maturacdo e/ou desnaturacdo), sem modificar caracteristicas como textura,
estabilidade de emulsdes, 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 hidrélise das ligacbes éster
carboxilico em triacilglicerdis (TAGSs) para produzir monoacilglicerois, diacilglicerois, acidos
graxos e glicerol. Além disso, as lipases catalisam a hidrdlise, aciddlise, aminolise e
transesterificacdo de outros ésteres, e ainda a sintese de ésteres. Lipases podem ser obtidas de
diversas fontes, podendo ser de origem animal, como por exemplo, lipase pancreatica 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, vém ganhando mais destaque no uso
industrial devido a maior variedade de reacdes que podem catalisar, e maior simplicidade de
isolamento e producdo (MEHTA et al., 2020). A Tabela 1 a seguir apresenta exemplos do uso

de lipases em diferentes aplicagdes industriais.



Tabela 1. AplicacGes industriais das lipases (Adaptado de SHARMA et al., 2001).

IndUstria Acéo Aplicacéo

Laticinios Hidrolise de leite, gordura, | Desenvolvimento de agente aromatizante
maturagdo  de  queijo e | em leites, queijos e manteigas
modificacdo de gorduras

Detergentes Hidrolise de gorduras Remocéo de manchas de 6leo 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

Remocéo de rancidez dos alimentos a base de

carnes pela remog&o de gordura

Farmacéutica

Hidrolise de alcoois e poliésteres

Producdo de diversos produtos intermediarios

aplicaveis na fabrica¢do de farmacos

Cosmeéticos

Sintese

Atuam com emulsificantes e hidratantes

Biorremediacéo

Transesterificagdo de dleos e

graxas

Remoc&o e hidrdlise de oleosas e graxas

Combustiveis

Transesterificagdo

Produco de biodiesel

Agroquimicos

Esterificagdo

Producéo de herbicidas

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

cataliticos, sendo uma das enzimas mais aplicadas em sintese de fitoesterois (fitoesteroides,
semelhantes ao colesterol, que ocorrem em plantas, sementes, 6leos vegetais e frutas),
correspondendo a cerca de 50% da aplicacdo (PEREIRA et al., 2022). Também apresentam alta
eficiéncia quando utilizadas na producao de biodiesel (KUMAR et al., 2023). O sitio ativo das
CRL é coberto por uma tampa (lid) composta de aminoacidos com propriedades anfifilicas em
uma estrutura B-hélice, que é essencial para ativacdo interfacial e, consequentemente, para a
atividade enzimatica catalitica, outra vantagem para reacoes de esterificacdo (PEREIRA et al.,

2023; KUMAR et al., 2023).
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3.2 METODOS DE IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Apesar de vantajosa, a aplicacdo industrial das enzimas é frequentemente dificultada pela
instabilidade destas em condicbes 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 utilizacao das enzimas

como catalisadoras em processos industriais.

Tabela 2. Vantagens e desvantagens da utilizacdo de enzimas processos cataliticos (Adaptado de ILLANES,
2008).

Vantagens Desvantagens

Alta especificidade Alta complexidade molecular

o L Alto custo de producdo quando comparada aos
Alta atividade em condi¢des moderadas

catalisadores comerciais mais tradicionais

Possibilidade de reuso

Altamente biodegradavel Fragilidade intrinseca

Produto de origem natural

Tais desvantagens geralmente podem ser superadas pela imobilizacdo da enzima. Além
disso, o processo de imobilizagdo minimiza extensamente a contaminacdo da enzima por
agentes externos e a contaminacao do produto pela enzima, sendo mais facil separa-la deste. A
imobilizacdo da enzima também é um processo que permite um maior custo-beneficio, uma vez
que a utilizacdo de um suporte elimina o desperdicio durante o processo (RIOS et al., 2022;
NGUYEN & KIM, 2017; ES 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

imobilizagéo das enzimas em sua agdo biocatalitica.
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Desvantagens

. Possibilidade de reutilizacdo;
. Aumento da estabilidade e atividade enzimatica;
. Facilidade de separacdo do biocatalisador;
. Atinge alta relacdo enzima-substrato;
. Processo mais facil de controlar;

. Minimiza contaminacdo.

\mobilizagdo do piocatalisador

. Causa alto stress no biocatalisador;

. Alteractes na conformacdo e atividade do
biocatalisador;

. Reduz a acessibilidade do biocatalisador ao
substrato;

. Maior complexidade;

. Custo maior.

Vantagens

Figura 3. Comparacdo entre vantagens e desvantagens da imobilizacdo biocatalitica

Existe uma grande quantidade de metodologias para imobilizacdo de enzimas ja descritas
na literatura. Estes métodos podem ser divididos em duas categorias: (i) métodos que envolvem
interacdo quimica da enzima com a matriz (ou apenas entre enzimas, no caso da reticulacao),
denominados métodos quimicos e (ii) métodos onde a enzima esta restrita a um espaco limitado

e ligada a matriz por interacéo fisica, denominados métodos de contencéo (ILLANES, 2008).

3.2.1 Métodos Quimicos

Os métodos quimicos podem ser subdivididos em métodos que incluem a liga¢do quimica
das enzimas em um suporte inerte (denominado método de suporte), por meio de adsorcao ou
ligacdo covalente entre enzima e suporte, e metodos que ndo requerem suporte (denominado
método de reticulacdo) que podem ocorrer pela formacdo de uma rede de ligagdo 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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METODOS DE SUPORTE (CARRIER)

Diversos materiais vém sendo aplicados como suportes para imobilizacdo de enzimas,
sejam compostos organicos ou inorganicos. Os requisitos basicos para um material poder ser
utilizado como suporte na imobilizacdo de enzimas por meio do método quimico de suporte
sdo: alta capacidade de se ligar as proteinas, compatibilidade e insolubilidade no meio reacional,
estabilidade quimica e mecénica, flexibilidade conformacional e alta area superficial. Os
materiais mais comumente usados como suporte para imobilizacdo de enzimas sao resinas
poliméricas sintéticas, polimeros naturais, como por exemplo, polissacarideos, silicas e ze6litas

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

Imobilizacdo em suporte por adsor¢ao

Nesta metodologia, a enzima esta imobilizada no suporte por meio de interacdes que podem
ser interacGes hidrofébicas, interacdo de van der Waals ou por meio de ligacdo ibnica. As
principais vantagens deste método sdo a facilidade em recuperar o suporte apds a exaustdo da
enzima, por meio da dessorcdo de proteinas, os rendimentos de imobilizacdo geralmente
elevados e a simplicidade do método. No entanto, sua principal desvantagem é que a enzima
pode ser facilmente dessorvida do suporte por alteragdes no ambiente da reagdo. No caso da
imobilizacdo por ligacdo idnica, por exemplo, muitas proteinas podem perder forca e sofrer
dessorcdo com alteracdes no pH do meio reacional. E importante ressaltar que em meios no
aquosos, como em solventes organicos, a tendéncia a dessorcdo das enzimas é
significativamente reduzida, tornando essa metodologia uma op¢do adequada (ILLANES,

2008; SHELDON e VAN PELT, 2013).
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Imobilizagio em suporte por ligacéo covalente

Nesta metodologia, ligacGes covalentes sdo estabelecidas entre os grupos funcionais
disponiveis no suporte e os grupos funcionais disponiveis nos residuos de aminoacidos das
enzimas. E 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 imobilizacdo seja
realizada adequando as caracteristicas de cada processo. No entanto, devido a alta energia de
ligacdo enzima-suporte adquirida por essa técnica, a mobilidade da enzima é restringida,
reduzindo seu acesso ao substrato e, consequentemente, reduzindo sua atividade catalitica.
Além disso, podem ocorrer alteracfes nas propriedades cinéticas da enzima. Para a catalise
industrial em biorreatores, a impossibilidade de reutilizar o suporte apds a exaustdo da enzima
¢ uma desvantagem ainda mais significativa (ES et al, 2015b; ILLANES, 2008; SHELDON e

VAN PELT, 2013).

METODOS DE RETICULAGAO (CROSS-LINKING)

Enzimas sdo moléculas naturalmente solveis em meio aquoso. No entanto, estas podem se
tornar insoltveis por meio da formacéo de uma rede tridimensional de ligacdes cruzadas entre
elas (reticulacdo). Essa reacdo é feita utilizando um reagente bifuncional que atuar4 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 residuos de aminoacidos, criando uma rede tridimensional de enzimas reticuladas (ES et

al., 2015b; ILLANES, 2008; SHELDON e VAN PELT, 2013).
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Imobilizagcdo por formacéo de rede de ligagdo cruzada de enzimas agregadas (CLEA)

A imobilizacéo por reticulacdo de agregados de enzimas é feita reticulando-se os agregados
de enzimas via técnica de precipitacdo de proteinas.

Primeiramente enzimas solUveis sdo agregadas pela adi¢do de agentes externos, como por
exemplo, sais, solventes organicos ou polimeros. Posteriormente, os agregados sao agitados
vagorosamente a fim de se reduzir o tamanho dos agregados de enzimas. Por fim, os agregados
formados séo reticulados e as enzimas se tornam estaveis por meio da imobilizacéo.

Essa técnica de imobilizacdo € bastante vantajosa por alcancar uma alta atividade
enzimatica, ja que dispde de uma alta concentracdo de enzimas expostas (praticamente todos
0s sitios ativos estdo disponiveis e ndo ha impedimento na mobilidade da enzima pela presenca
de um suporte), alta estabilidade e baixo custo de producdo, dispensando investimento em
suporte. No entanto, sistemas de CLEAs possuem desvantagens como baixas propriedades
mecanicas (particulas altamente compressiveis e sensiveis ao cisalhamento) e dificuldade do
controle do tamanho de particulas (particulas geralmente muito pequenas), dificultando a

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

Imobilizacdo por formacéo de rede de ligacdo cruzada de cristais de enzima (CLEC)

A imobilizacdo por CLEC é feita pela reticulacdo de cristais de enzimas purificados. Essa
reticulacdo dos cristais de enzimas estabiliza a rede cristalina, conferindo alta atividade
catalitica resultante de uma alta concentracdo enzimatica disposta em redes com alto grau de
organizacdo. A estabilidade deste sistema permite sua liofilizacdo e armazenagem em
temperatura ambiente. Os cristais reticulados também séo altamente estaveis em condicGes
extremas como, por exemplo, alta temperatura, pHs extremos e exposicdo a solventes
organicos, mantendo sua atividade catalitica.

Embora possua as vantagens anteriormente mencionadas, esta metodologia possui a

desvantagem de ter um custo significativamente alto, resultante do processo de purificagdo em
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alto grau necessario para que as enzimas sofram cristalizacdo. Tal custo torna este processo

inviavel para diversas aplicacdes (ILLANES, 2008; SHELDON e VAN PELT, 2013).

3.2.2 Métodos de Contencéo

Os métodos de contencdo sdo metodos de imobilizacdo da enzima em um espaco 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
microcapsulas ou cascas que permitam a interacdo enzima-substrato sem permitir a liberacéo
da enzima para 0 meio, denominados métodos de encapsulamento (encapsulation).

Estes métodos possuem inumeras vantagens em relacdo aos métodos ja apresentados
anteriormente, como por exemplo, ser mais eficiente em imobilizar a enzima que o método de
adsorcdo, mas possibilitar uma maior interacdo desta com o substrato, em comparacdo ao
método de ligacdo covalente. Além de ndo necessitar de enzimas com alto grau de pureza,
como no caso dos métodos de reticulacdo. O inconveniente dos tamanhos das particulas no caso
dos sistemas imobilizados de CLAES também é sanado por meio dos métodos de confinamento

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

METODO DE APRISIONAMENTO EM GEL (ENTRAPMENT)

O método de aprisionamento em gel € muito similar ao método de suporte, no entanto, este
método se da pelo aprisionamento das enzimas na matriz de um polimero durante a sua reacéo
de polimerizacdo e ndo em uma matriz pré-fabricada. A imobilizacéo ocorre pela polimerizacao
do mondmero presente num solvente contendo a enzima. As enzimas ficam confinadas entre as
cadeias de polimero formadas, numa conformacéo compacta o suficiente para imobiliza-las. A
polimerizacdo pode ocorrer por rotas quimicas ou por fotopolimerizacdo. Embora ocorra
majoritariamente durante o processo de polimerizacdo, a imobilizacdo por aprisionamento em

gel pode ser realizada ainda no processo de gelificacdo de polimeros como, por exemplo, o
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poli(alcool vinilico) - PVA. Uma solucdo concentrada de PVA € misturada a enzima e
conduzida ao resfriamento para que ocorra a formacéo de gel.

Esta metodologia de imobilizacdo resulta em biocatalisadores com tamanhos apropriados
para processos de catalise industriais e de facil recuperacdo. No entanto, € limitada no que diz
respeito a transferéncia de massa (baixa transferéncia de massa, resultante da alta viscosidade
do gel necessaria para evitar perda), dificultando o livre acesso do substrato a enzima, reduzindo

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

METODO DE ENCAPSULAMENTO (ENCAPSULATION)

A principal caracteristica desta metodologia de imobilizacdo € a possibilidade de um alto
nivel 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 acdo catalitica (ILLANES, 2008).

Encapsulamento em microcépsulas

A imobilizacdo de enzimas em microcépsulas € dada por uma reacao de polimerizacao que
ocorre na superficie de gotas de uma solugdo aquosa de enzimas. A solu¢do aquosa da enzima
é gotejada em um solvente organico imiscivel em agua contendo o0 monémero. Um surfactante
(espécie com grupamentos hidrofilicos e hidrofobicos que reduz a tensao superficial entre dois
liquidos imisciveis, mantendo uma emulsdo) é adicionado para manter a dispersao das gotas de
enzima. Um material de parede de matriz polimérica é formado ao redor da solucdo aquosa da

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

A incorporacdo de enzimas em materiais nanoestruturados vem ganhando destaque na
literatura, uma vez que a razao area/volume intrinsecamente alta destes materiais proporciona
uma vasta disponibilidade de superficie para a ancoragem destas enzimas, aumentando
significativamente sua eficiéncia catalitica em comparacdo 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 Sao
dificeis de contornar. Materiais mesoporosos (com tamanhos de poros entre 2-50 nm), por
exemplo, geralmente confinam moléculas de enzima em sua area interna, o que limita a difusdo
do substrato para a enzima e resulta em menor atividade enzimatica. Nanoparticulas e 0s
nanotubos, mostraram diminuir notavelmente a transferéncia de massa, tornando sua dispersao
mais dificil (BILAL et al., 2019).

Nanofibras poliméricas obtidas por eletrofiacdo tém um grande potencial para superar tais
limitacGes, podendo ser suportes promissores para a imobilizacdo enzimatica. Estas fibras séo
extremamente vantajosas, ja que uma alta gama de polimeros pode ser utilizada nessa técnica,
e sdo capazes de formar estruturas com poros interconectados (0 que permite uma maior
transferéncia de massa). Além disso, propriedades intrinsecas dos polimeros como facilidade
de modificacdo superficial (que favorece a fixacdo de enzimas e aumenta sua atividade), baixo
custo de producdo, alta processabilidade e resisténcia mecanica adequada, sdo exploradas.
Outras propriedades de materiais passiveis de serem eletrofiados desejadas para imobilizacao
de enzimas sdo: biocompatibilidade e ndo toxicidade, hidrofilicidade e biodegradabilidade
(BILAL et al., 2019; VASILE 2018a; ZDARTA et al., 2018, MANCIPE et al., 2022).

A técnica de eletrofiacdo consiste na infusdo de uma solucdo polimérica com solvente
condutor por um capilar com o auxilio de uma seringa. Um campo eletrostatico de alta voltagem

é formado entre a ponta do capilar e um coletor aterrado, levando ao estiramento da solucao
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com evaporacdo do solvente e formacéo das fibras depositadas no coletor (MANCIPE et al.,
2022; SUN et al., 2019; ZHUANG et al., 2019).

A imobilizacdo da enzima em fibras eletrofiadas pode ser realizada por meio de trés
metodologias diferentes.

A primeira metodologia consiste na imobilizacdo da enzima na superficie das fibras em
etapas pos-processamento, por meio da funcionalizacao da superficie das fibras (para expor os
grupos ativos ligantes a enzima) e formacao de ligagcdes covalentes entre as enzimas e o suporte
com a utilizacdo de agente externo (agente quimico de reticulacdo ou irradiacdo). No entanto,
essa técnica traz a necessidade de varias etapas longas que encarecem 0 processo e 0 torna
industrialmente complexo. Esta tecnologia pode ser considerada uma técnica de imobilizacédo
em suporte por ligacdo covalente (jA apresentada anteriormente no texto), dadas suas
caracteristicas.

A segunda metodologia refere-se ao processo de eletrofiacdo direta monoaxial, que consiste
na formacéo de fibras ativas a partir de uma solucdo de polimero e enzima. As enzimas séo
incorporadas a matriz de polimero, sendo aprisionadas entre as cadeias poliméricas por
ancoragem. No entanto, essa tecnologia limita o uso de uma vasta gama de polimeros e enzimas,
uma vez que a maioria das enzimas apresenta degradacdo frente a solventes organicos
comumente empregados na solubilizacdo de materiais poliméricos. Dessa forma, a
imobilizacéo fica restrita a utilizacdo de polimeros soliveis em agua ou ao emprego de enzimas
resistentes a solventes organicos.

A terceira metodologia baseia-se no uso de um dispositivo de duas agulhas concéntricas
(uma interna e outra externa) onde a solucéo de enzima é confinada no interior de fibras ocas.
Essa metodologia é denominada eletrofiacdo coaxial e as fibras apresentam morfologia do tipo
core-shell (nucleo-casca).

Esta técnica possui claras vantagens em relacdo as outras duas apresentadas, por ser uma

técnica de imobilizagdo simples em uma Unica etapa. Solventes distintos podem ser utilizados
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para 0 material de casca e nucleo (sem a necessidade de utilizar polimeros solUveis em agua 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 disponiveis na literatura, onde enzimas foram

imobilizadas em nanofibras produzidas por eletrofiacdo e avaliadas quanto sua atividade

biocatalitica, estabilidade de estocagem e estabilidade em diferentes condicbes (diferentes

temperaturas e pHs).

Tabela 3. Imobiliza¢do de enzimas em nanofibras produzidas por eletrofiag&o.

Enzima/acao

Metodologia

Resultados

Referéncia

Lacase
(degradacéo
por oxidagao)

Imobilizacdo por ligacdo
covalente em fibras
eletrofiadas de
policrapolactona (PCL)/
polietilenodiamina (PEI),
funcionalizadas com

glutaraldeido.

A enzima imobilizada manteve 30% de sua
estabilidade operacional mesmo ap6s 10
ciclos de uso. A enzima imobilizada teve

uma eficiéncia de degradacédo de 86% e

46% para os corantes Alaranjado Il e Verde

malaquita, respectivamente.

Kolak et
al., 2023.

Peroxidase de
rabano
(degradacéo
por oxidagéo)

Imobilizagéo pelo método de
encapsulamento em capsulas
de alginato de sddio (AS),
seguida de eletrofiacdo de
solucéo de poli(cloreto de
vinila) com as capsulas de

AS/Peroxidase dispersas.

Devido a dupla imobilizacéo, foi possivel
obter 100% de eficiéncia de imobilizacdo. A
enzima manteve 80% de sua atividade
catalitica.

A acdo biocatalitica da enzima se manteve
superior a 80% para ambos os farmacos

avaliados.

Zdarta et
al., 2022.

Tirosinase
(degradacéo

por oxidagdo)

Imobilizagdo por adsor¢éo
pos-processo de eletrofiacdo
de fibras de policrapolactona

(PCL) com quitosana.

A imobilizacéo da enzima nas fibras
manteve 95% de atividade em comparagéo
com a enzima livre. A imobilizacdo
aumentou a estabilidade da enzima e
facilitou o reuso. O biocatalisador foi capaz
de degradar todo o agente poluente (bisfenol

A) ap6s apenas 90 min.

Zdarta et
al., 2020.

Lacase
(degradacéo

por oxidagdo)

Imobilizacdo por ligacdo
covalente em fibras
eletrofiadas de

poli(acrilonitrila-

A eficiéncia do método de imobilizagao
provou ser diretamente dependente da
concentragdo de PEI incorporada. A

imobilizacdo manteve a estabilidade da

El-Aassar
etal., 2019
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estireno/pirrol)
funcionalizadas com
polietilenodiamina (PEI),
utilizando glutaraldeido como

agente reticulante.

enzima em diferentes pHs e temperatura. A
condicdo 6tima operacional da enzima
imobilizada foi encontrada em 70°C e pH 6,
enquanto a enzima livre teve uma perda de
65% de sua atividade ap6s 2h submetida a

temperatura de 50°C.

p-D-
Galactosidase
(biocatélise

direcionada)

Imobilizacdo por eletrofiacdo
direta monolitica de fibras de
quitosana/poli(alcool

vinilico)/ B-D-Galactosidase.

A atividade catalitica da enzima imobilizada
nao foi significativamente afetada pela
imobilizacdo, se mantendo similar a
atividade da enzima livre.

A imobiliza¢do aumentou
significativamente a estabilidade da enzima

em relagdo a temperatura, pH e estocagem.

Haghju et

al., 2018

3.3 FIACAO POR SOPRO EM SOLUCAO (Solution Blow Spinning)

A técnica Solution Blow Spinning (SBS) ou Fiacéo por Sopro em Solucéo foi desenvolvida

em 2009 utilizando elementos de Eletrofiacdo e Fiacdo por Sopro de Material Fundido

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

nanofibras consiste na injecdo de uma solucdo polimérica, a uma taxa constante, através de uma

seringa que injeta a solu¢cdo em um bico interno de um sistema concéntrico, a0 mesmo tempo

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

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

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

sistema de Solution Blow Spinning.
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Figura 4. Configuracéo do sistema Solution Blow Spinning (ilustracdo criada no Biorender.com).

O desenvolvimento da técnica de SBS traz uma alternativa mais segura e sustentavel ao
processo de eletrofiacdo, uma vez que ndo requer o uso de alta voltagem para obtencdo das
fibras. E também industrialmente mais viavel, sendo sua vazao significativamente maior. Além
disso, a vasta possibilidade de solventes que podem ser utilizados no processo de fiacdo por
sopro em solugdo aumenta significativamente a gama de polimeros que podem ser processados,
ndo sendo limitada, por exemplo, a polimeros que possuam solubilidade em solventes
condutores. No entanto, a vantagem da técnica de SBS em relacdo a eletrofiacdo que tem atraido
0 maior interesse é a possibilidade de deposicdo em qualquer tipo de suporte, incluindo
organismos vivos, sendo especialmente interessante para aplicagdo em biomateriais como
suportes ou arcabougos com imobilizacdo 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 producao de fibras poliméricas, como por exemplo, fiacdo por sopro
de material fundido e fiacdo a seco, utilizam gas para resfriar e evaporar o solvente das fibras,
respectivamente, em uma etapa seguinte a fiacdo. A técnica de SBS é ainda mais viavel em

comparacdo a estas, uma vez que o gas pressurizado ¢ utilizado para fiacdo e evaporacdo do
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solvente, em uma Unica etapa. O que torna 0 processo mais simples, rapido e econdmico
(DARISTOTLE et al., 2016; DADOL 2020).

No entanto, por se tratar de uma tecnologia mais recente, a fiagdo por sopro em solucéo
possui naturalmente diversos desafios quando comparada a técnicas ja bem estabelecidas e
vastamente exploradas. O controle das variaveis do processo e sistema (pressdo do ar, taxa de
injecdo, distancia de trabalho, tamanho, velocidade e tipo de coletor, didmetro do bico, angulo
de deposicédo), o seu efeito na morfologia final das fibras, os fatores externos que afetam o
processo (taxa de evaporacdo do solvente, viscosidade da solucdo, tensdo superficial,
temperatura ambiente, pressao atmosférica, umidade relativa do ar), a porcao de influéncia que
cada fator tem, entre outras, sdo questdes que ainda seguem sendo discutidas na literatura.
Esforcos vém 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
aplicacdo que vao desde o uso em biomateriais, sistemas de liberacdo de farmacos, a aplicacao
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 sachés de nanofibras de poli(acido latico) - PLA
contendo ativos absorvedores de umidade e oxidativos de etileno para uso em embalagens de
frutos climatéricos (frutos que sofrem maturacdo mesmo apds a colheita). Os resultados
apresentados mostraram que além de adiar a maturacdo 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 potassio (KMnQa), evitando a
contaminag&o por agente toxico.

Em outro trabalho, em 2020, os autores exploraram ainda a producdo de nanofibras de
poliestireno (PS) como sensores indicadores de alteragdo de pH para vinhos, via SBS. Os

autores incorporaram azul de bromotimol as 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 alcool (acima de 20%), sendo indicado para a utilizacdo proposta. Em relacdo
as propriedades morfoldgicas das fibras obtidas, os resultados mostraram que a incorporacao
do indicador azul de Bromotimol ndo alterou significativamente os diametros das fibras,
embora tenha gerado regides com contas (beads). Este resultado indica que a incorporacao de
aditivos em fibras produzidas via SBS néo interfere diretamente nas variaveis do processo, uma
vez que o diametro das fibras se manteve diretamente relacionado aos parametros utilizados
(MIRANDA et al., 2020).

FERREIRA et al. (2019) produziram filmes de fibras nanoestruturadas de poli(dimetil
siloxano) - PDMS via SBS dopados com nanoparticulas 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
producdo dos revestimentos ativos tenha se dado em duas etapas, sendo elas fiacdo e deposicao
das nanoparticulas, ainda assim se mostrou um método simples, barato e eficiente.

A fiacdo por sopro em solucdo é especialmente adequada para incorporacdo de moléculas
sensiveis a agentes do meio externo e/ou solventes da matriz (como corantes, 6leos essenciais
e enzimas), por utilizar condi¢cdes brandas de processamento, mantendo a integridade do
principio ativo enquanto garante seu contato com o0 meio (ASADUZZAMAN e SALMON,
2022).

Uma alta estabilidade dessas moléculas imobilizadas pode ser encontrada ainda no pos-
processamento quando encapsuladas em estrutura nicleo-casca (DIAS et al., 2020;
GONCALVES et al., 2020).

PARK et al. (2018) encapsularam o corante fotossensivel hidrofilico sulforodamina B em
estrutura core-shell via SBS. O polimero poli(3-caprolactona) - PCL foi utilizado na casca e 0
polimero polivinilpirrolidona — PVP como dispersante do corante no nucleo. O efeito da

incorporagdo de uma porcao de PVP na estrutura shell como agente porogénico foi avaliado.
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Os autores destacaram que a presenca do agente porogénico PVP facilitou a exposi¢cdo do
corante ao meio externo, aumentando a taxa de liberacdo deste para 0 meio. No entanto, foi
possivel observar a liberagcdo do agente mesmo em estruturas com auséncia do agente
porogénico.

Polimeros biodegradaveis sao materiais bastante explorados nos processos de fiacdo. Estes
polimeros sdo facilmente processados por essas tecnicas e amplamente utilizados como
biomateriais, além de possuir apelo ambiental. O polimero biodegradavel mais aplicados nos
processos de fiacdo, incluindo o SBS, € o PLA. O PLA ¢ bioabsorvivel, biocompativel, possui
propriedades mecéanicas competitivas e tem um historico de seguranca quando utilizado como
biomaterial (PARIZE et al. 2016; PARIZE et al, 2016; MILLER, et al., 2019).

No entanto, os polihidroxialcanoatos - PHAs (poliésteres biodegradaveis produzidos
naturalmente em fermentacdo bacteriana) vém ganhando espaco no setor de bioplasticos

(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 copolimero da familia dos
PHAs, hidrofébico (quando comparado a outros poliésteres) e termoplastico produzido em
larga escala que possui alta biocompatibilidade com diversas linhagens celulares e alta
biodegradabilidade, é atdxico, quimicamente estavel e com propriedades de barreira e
piezeletricidade. O PHBV pode ser considerado um polimero amigavel ao ambiente (eco-
friendly), ja que além de seu processo de producdo por fermentacéo bacteriana ser um processo
sustentavel, é um polimero 100% biodegradavel em diversos ambientes (solos, aguas, etc.)
(JIAO et al, 2020; PERVEEN et al, 2020; ABAZARI et al, 2021; KANIUK et al, 2020).

No processo de eletrofiagdo, o PHBV j& é um polimero bastante utilizado para gerar

estruturas de fibras. No entanto, embora diversos biopolimeros venham sendo processados via
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SBS, 0 PHBYV ainda nédo 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
eletrofiacdo (ES) e fiacdo por sopro em solucdo (SBS) para uso como sistemas de liberacdo
controlada de diclofenaco de sodio e avaliaram o efeito das técnicas utilizadas na eficiéncia do
material produzido. Os resultados mostraram que o farmaco introduzido atuou como
plastificante durante os processos de producdo das membranas, aumentando sua flexibilidade.
O efeito da adicdo do farmaco nestas propriedades foi similar em ambos os processos. As fibras
de PHBV produzidas sem adicdo de farmacos apresentaram microestrutura e didmetro analogos
para ambas as técnicas. Apenas com a adi¢do de grandes concentragdes de farmaco (20% m/m)
foi observada uma diferenca nas fibras de PHBV produzidas via SBS e ES, onde a adicdo do
farmaco aumentou significativamente os didmetros 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 sddio). Os autores destacaram a competitividade da técnica de SBS para a
producdo de fibras de PHBV quando comparada ao processo de eletrofiacao.

Embora polimeros em solucdo aquosa sejam mais dificeis de fiar via SBS, devido a baixa
pressdo de vapor da dgua em comparacdo a solventes mais volateis (como por exemplo, 0s
organicos), estes tém sua importancia para a técnica, principalmente para formacao de fibras
nacleo e carreamento de moléculas hidrofilicas e/ou sensiveis a solventes organicos (DOS

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

3.3.2 Poli(alcool vinilico) - PVA

O poli(alcool vinilico) é um polimero soltvel em &gua, biodegradavel e biocompativel, com
alta capacidade de absorcdo de 4gua e formacdo de gel. E o polimero hidrossoluvel mais
produzido mundialmente, sendo produzidas cerca de 650.000 toneladas de PVA anualmente.

Possui alta capacidade de formagdo de filme, o que atrelado ao fato de ser atoxico e

26



biocompativel, amplia significativamente seu uso em diversos campos de aplicacdo. Seu uso
vai de embalagens de alimentos, recobrimentos hidrofilicos, excipientes e capsulas de
farmacos, lentes de contato, fios cirdrgicos, entre outros. (ALONSO-LOPEZ, et al., 2021;
KHARAGHANI et al., 2019). Hidrogéis de PVA sédo especialmente interessantes e bastante
aplicado como sistema de carreamento e liberacdo controlada de moléculas hidrofilicas.
Estudos tém explorando essas caracteristicas do PVA em mantas produzidas pelas técnicas de
Eletrofiacdo e Fiacdo por Sopro em Solucédo para aplicagdo 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 polimero hidrofilico, atoxico e biodegradavel bastante empregado para carreamento
de moléculas é o Polietilenoglicol - PEG. O PEG é um polimero sintético de baixa massa molar
obtido a partir da polimerizagdo do Oxido de Etileno. Seu uso é aprovado pela FDA (Food and
Drug Administration). O alto grau de absorcao de agua, a capacidade de inchamento do PEG,
e sua rapida solubilidade, sdo de alto interesse na aplicacdo para desenvolvimento de
membranas para aplicacdo médica, curativos e sistemas de liberacdo controlada para facilitar o
a interacdo entre moléculas associadas a ele e meios aquosos (AHMED et al., 2018, D’SOUZA
et al., 2016, MASOOQD et al., 2019). Hidrogéis de PEG sdo adequados para carreamento de
proteinas. Bioconjugados estabelecidos entre polimeros a base de polietilenoglicol (PEG)
anibnicos e proteinas catidnicas, por exemplo, provaram ser uma estratégia promissora para

projetar biocatalisadores termoestaveis. (PEREZ et al, 2018).
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CAPITULO IV

METODOLOGIA

PARTE |

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

via Fiagdo por Sopro em Solugdo em diferentes condigdes e parametros de processo, com a

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

0s parametros testados nesta etapa estdo apresentados a seguir.

4.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados para a producdo das fibras via fiacdo por sopro em solucdo, bem

como suas caracteristicas principais estao descritos na Tabela 4 a seguir.

Tabela 4. Materiais utilizados.

Material

Caracteristicas fisico-quimicas

Fornecedor

Cloroférmio 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 analise de GPC: 170.930 g/mol
Hidroxivalerato (HV): 4,07%

PHB Industrial S.A

Poli(acido latico) — PLA
Ingeo (Lote 2003D)

Massa molar ponderal média (Mw) obtida
em analise de GPC:168.164 g/mol
Monémero D-4cido latico: 4%

Natureworks

Polietilenoglicol — PEG

Massa molar: 4000 g/mol
Lote: 0503226

Vetec Quimica Fina
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4.2 PRODUCAO DE MANTAS DE FIBRAS MONOLITICAS DE PHBV E PLA

Uma configuragdo de um sistema de Fiacdo por Sopro em Solucdo foi obtida para a
realizacdo de testes de parametros de processo para obtencdo das mantas de fibras monoliticas.

A Figura 5 apresenta o sistema preparado.

.

Coletor estatico de Aluminio
- |

Fluxo de ar comprimido

Figura 5. Sistema de Fiagdo por Sopro em Solucéo desenvolvido para o processo de obtencéo das mantas de
fibras monoliticas.

Para a montagem do equipamento, foi utilizado como fonte de ar um compressor modelo
Motocompressor Pratic Air 8,5 Pés 2 HP 25L Monofasico, adquirido da SCHULZ. Para a
injecdo das solugdes foi utilizado uma bomba de infusdo, modelo BSV 700 FlexPump,
adquirido da Biosensor Brasil.

Para a avaliagdo das condicGes de processo a serem empregadas na fabricacdo das fibras,
alguns paradmetros foram ensaiados. Testes preliminares de fiacdo foram realizados para
determinar uma concentracdo adequada para as solucdes de polimeros empregadas. Diante dos
resultados observados, a concentragdo de 10% (m/v) do polimero em cloroférmio foi
selecionada para dar andamento ao trabalho. A Tabela 5 apresenta os parametros e materiais

testados.

29



Tabela 5. Parametros de processo utilizados para producdo de mantas de fibras monoliticas.

Material

PLA

PHBV

Vazdo de injecdo (mL/h)

7,5

Concentracédo da solugéo
(% massa/volume)

10

Pressdo do ar
(PSI)

42

30

24

Distancia de trabalho
(cm)

20

40
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A processabilidade do PHBYV foi confirmada na etapa | do presente trabalho e este polimero
foi utilizado como casca para a producdo 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 modificacdo no tipo de alvo de deposicéo das fibras foi realizada e a influéncia

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

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

MODIFICACAO NO TIPO E VELOCIDADE DO COLETOR

Uma enzima Lipase (E.C. 3.1.1.3) pancredtico tipo Il (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo) foi
utilizada para o estudo do processo de imobilizacdo, devido sua maior disponibilidade em
quantidade e menor custo. Uma solugdo mae dessa enzima Lipase foi preparada utilizando
solucéo salina de NaCl comercial, pH 6 na concentracéo de 1,82 mg/mL.

Para a solucdo core, foi preparada uma solucdo de poli(alcool vinilico) — PVA em agua
destilada na concentracdo de 10% (m/v). Foram utilizadas 9 partes da solugédo de PVA para 1
parte da solugdo méae da enzima.

Embora os parametros de producdo das mantas de fibras monoliticas tenham sido utilizados
inicialmente nesta etapa, ajustes foram realizados com a finalidade de se obter melhores
condigdes de processo como, por exemplo, a reducdo da presséo de ar para evitar o arraste de
fibras do alvo. A Tabela 6 a seguir apresenta os parametros utilizados na producgéo das mantas

de fibras core-shell.
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Tabela 6. Pardmetros de processo utilizados para produgéo das mantas de fibras core-shell.

Solucéo

Core

Shell

PVA em agua (10%m/v)/ Lipase

em solucéo salina de NaCl

PHBV em cloroformio (10% m/v)

(1,82mg/ml)
PVAJ/E 9:1
Taxa de inje¢do 0.5 5
(ml/h)
Pressdo do ar 10
(psi)

Velocidade do alvo 0*
600
Distancia de trabalho 30

(cm)

* coletor estatico

O dispositivo utilizado para injecédo das solucdes foi um dispositivo triaxial que consiste em
trés capilares concéntricos, onde uma agulha de 0,5 mm de diametro (capilar da solugdo nucleo)
é posicionada interna a um capilar de 1 mm de diametro (capilar da solucéo casca), que por sua

vez esta posicionado internamente a uma saida de 1,5 mm de diametro para saida do ar

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

Figura 6. Dispositivo de agulhas concéntricas utilizado no sistema de fiagdo por sopro em solucéo



Uma nova configuracdo do sistema foi adotada para possibilitar a producéo das mantas de
fibras core-shell. Uma nova bomba de injecdo foi adicionada ao sistema para possibilitar a
fiacdo de duas solucdes diferentes em composicdo e vazao de injecdo. Um ambiente com
vedacao foi criado para manter umidade e temperatura controladas (aproximadamente 45% + 5
e 25°C + 2, para umidade e temperatura, respectivamente) para maior controle das variaveis do
processo. Um tambor de aluminio com haste (Figura 7b) foi confeccionado e acoplado a um
agitador mecanico para ser utilizado como coletor rotatorio. Esta configuracdo (Figura 7c)
produziu fibras orientadas que foram comparadas as fibras aleatdrias obtidas com um coletor

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

d

C

Figura 7. Sistemas de Fiagdo por Sopro em Solucéo desenvolvidos para o processo de obtencdo das mantas de
fibras coaxiais aleatorias (a) e alinhadas (c) e coletor rotatorio (b).
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A etapa Ill do presente trabalho constitui da producdo de mantas de fibras core-shell de
PVA/Lipase — PHBV com modificacdo na composicdo da casca para avaliar seu efeito no

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

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

Ap0s as condicdes de processo bem estabelecidas para a imobilizacdo da enzima Lipase,
fibras core-shell foram produzidas utilizando uma enzima Lipase de Candida rugosa, tipo VII
(CAS: 9001-62-1, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo), com atividade especifica > 700 U/mg de sélido.
A solucéo mée da enzima foi preparada em tampao fosfato (PBS) preparado com concentragdo
molar e pH 100 mM e 7, respectivamente, na mesma concentracgao utilizada na etapa 11 (1,82
mg/mL).

Como estratégia para facilitar o acesso do substrato a enzima encapsulada, baseado no
estudo de DROR et al. (2008), foram inseridas regides de dominios hidrofilicos nas fibras casca
de PHBV. Para tal, 1% em massa de polietilenoglicol (PEG) foi solubilizado juntamente com
10% em massa de PHBV em cloroférmio. A Tabela 7 traz as condi¢des de producéo das fibras

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

Core Shell
Solucéo Manta sem PEG | Manta com PEG
PVA em &gua (10%m/v)/ Lipase em PHBV em PHBV + PEG em
soro (1,82mg/ml) cloroférmio cloroférmio
PVA/E 9:1 (10% miv) (10% + 1% miv)
Taxa de injec&o 0.5
(ml/h)
Pressao do ar 10
(psi)
Velocidade do alvo 600
(rpm)
Distancia de trabalho 30

(cm)

Nesta fase do presente trabalho, chegou-se as condi¢des finais do material a ser estudado.

As etapas anteriores constituiram de passos que convergiram para as duas condicGes finais,

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

mantas de fibras core-shell P\VA/Lipase — PHBV/PEG).
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CARACTERI ZAQC) ES
4.5 TECNICAS DE CARACTERIZAGCAO

4.5.1 Cromatografia Liquida de Permeacédo em Gel (GPC)

A viscosidade de uma solucdo polimérica esta diretamente relacionada ndo apenas com a
concentracdo de polimero em uma solugdo, mas também com o tamanho e massa molar de suas
cadeias. Tal relacdo ajuda a melhor compreender o comportamento da solugdo no processo de
obtencdo das fibras. Para tal, a massa molar média, a massa ponderal média (Mw) e a
polidispersdo (D) do PLA e do PHBV foram avaliadas pela técnica de cromatografia de
permeacdo em gel (GPC). As analises foram realizadas utilizando-se cloroférmio como
solvente, vazdo de 1,0 mL/min e volume de injecdo de 20 mL. Curva de calibracdo foi
construida com padrdes monodispersos de poliestireno e as determinagdes de massa molar

realizadas com o software LC Solution GPC da Shimadzu.
4.5.2 Comportamento Reoldgico (Viscosimetria)

O comportamento reoldgico das solugdes utilizadas para a producdo das fibras monoliticas
foi avaliado utilizando um viscosimetro rotacional, com taxas de cisalhamento de 1, 2,5, 5, 10
e 20 rpm. As amostras foram ensaiadas até uma taxa de deformacao dos fluidos de 80%. O

ensaio ocorreu em temperatura ambiente, de acordo com a CNTP (25°C).
4.5.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As morfologias das fibras monoliticas 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 eletronica de varredura (MEV). Aspectos como integridade, presenca de defeitos
e diametro das fibras foram observados. As amostras foram recobertas com ouro para promover
a condutividade. Os didmetros das fibras foram medidos com o auxilio do software Size Meter

36



1.1. Asimagens de micrografia obtidas também foram utilizadas no estudo de orientacao das
fibras produzidas nos diferentes tipos de alvo (estatico e rotatdrio) e nas diferentes velocidades
de rotacao (0, 300 e 600 rpm). Para esta analise, foi utilizada a ferramenta Orientation J do

software Image J.

A formacéo da geometria core-shell foi avaliada por meio de microscopia eletronica de
varredura, utilizando detector de elétron de transmissao de varredura (STEM). Para esta analise,
foi utilizada uma aceleracédo de feixe de 30 kV. Um fino pedaco de manta de fibras core-shell
foi depositado em grades porta amostra de Microscopio Eletrdonico de Transmissdo recobertas

com filme de carbono Formvar.

4.5.4 Microscopia de Fluorescéncia (MF)

A técnica de microscopia 6ptica com aparato de luz de fluorescéncia permite avaliar uma
amostra que emita fluorescéncia (ou marcada com fluoréforos) e identifica-la ao longo de uma
amostra que ndo possua fluorescéncia. Esta técnica foi utilizada para avaliar as diferentes fases
(polimérica e enzimatica) presentes ao longo de toda a extensdo das fibras core-shell das mantas
obtidas. Para tal, a solucéo core foi previamente corada com o corante fluorescente Rodamina

adquirida de Proquimios (Rio de Janeiro, Brasil) na concentragdo de 25 uL/mL.

4.5.5 Avaliacdo de angulo de contato (Molhabilidade)

A andlise superficial das mantas de fibras monoliticas 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 angulo de contato. foi buscado avaliar a presenca
ou ndo de material nacleo na casca, indicando uma falha no processo de produgdo das mantas
de fibras core-shell ou seu sucesso. Também foi estudado o efeito da insercdo de PEG nas fibras

casca. Um filme de PVA/Lipase foi utilizado como controle hidrofilico. Uma gota d'agua (2
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pL) foi depositada em amostras com 2 x 2 cm em trés areas de amostra diferentes com 100

tempos de medi¢cdo em cada area. A molhabilidade da superficie foi estudada.
4.5.6 Espectroscopia por Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A avaliacdo da composicdo quimica da manta de fibras monoliticas 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 granulos de PEG foram
realizadas via analise de FTIR. As analises foram realizadas no modo transmitancia, na faixa
de varredura de 4000 a 650 cm™, com 256 scans e resolucéo de 4 cm™. A tabela abaixo apresenta
as especificacOes dos equipamentos utilizados para as caracterizagcbes, bem como os

laboratérios parceiros onde foram realizadas as anélises.

Tabela 8. Equipamentos, especificacGes e laboratorios envolvidos nas técnicas de caracterizages.

Especificacfes do equipamento
Técnica de caracterizagdo Laboratério
utilizado

Equipamento de GPC Shimadzu

LC 20, equipado com forno
Laboratério de Catalise para
CTO-20A, desgaseificador
Polimerizacédo, Reciclagem e Polimeros
Cromatografia Liquida de DGU-20A3R, detector de indice
Biodegradaveis (LCPRB) do Instituto de
Permeacdo em Gel (GPC) de difracdo diferencial (RID-
Macromoléculas professora Eloisa Mano
20A) e um conjunto de 2 colunas
(IMA)/UFRJ
a base de poliestireno-

divinilbenzeno Phenogel linear.

Laboratério de Reologia, do Centro de
Biocombustiveis, Petréleo e seus

Viscosimetria Brookfield, LVDV Il + P
Derivados da Escola de Quimica

(EQ)/UFRJ

38



Microscopia Eletrdnica de

Varredura (MEV)

Microscopios eletronicos de
varredura Tescan VEGAS3 e

Versa 3D Dual Beam — FEI

Nacleo Multiusuario de Microscopia do
Programa de Engenharia MetalUrgica e de

Materiais (PEMM)/COPPE/UFRJ

FEG Quanta 450 e Helios
Nanolab Dualbeam G3 CX —

FEI

Centro de Caracterizagdo em
Nanotecnologia para Materiais e Catalise
(CENANO) do Instituto Nacional de

Tecnologia (INT)

Microscopia de

Fluorescéncia (MF)

Microscopio Optico de
Fluorescéncia Leica, DFC310

FX.

Laboratdrio de Biopolimeros e
Bioengenharia do Programa de Engenharia
Metallrgica e de Materiais

(PEMM)/COPPE/UFRJ

Avaliacdo de angulo de

contato (Molhabilidade)

Equipamento gonidbmetro NRL
A 100-00 (Ramé-Hart,

Alemanha).

Laboratério de Modificacéo e
Caracterizagdo de Superficies do Programa
de Engenharia Metallrgica e de Materiais

(PEMM)/COPPE/UFRJ

Espectroscopia por
Infravermelho com
Transformada de Fourier

(FTIR)

Espectrdmetro Spectrum 100
(Perkin Elmer, Alemanha)
equipado com acessorio de
reflectancia total atenuada
(ATR), cristal de seleneto de

zinco (SeZn).

Laboratério de Engenharia de Superficies
do Programa de Engenharia MetalGrgica e

de Materiais (PEMM)/COPPE/UFRJ

Espectroscopia no
ultravioleta visivel (UV-
vis), utilizada na medicéo
de absorbancia das analises

de atividade.

Molecular Devices, SpectraMax

M2e

Laboratdrio de Engenharia de Sistemas
Bioldgicos da Escola de Quimica

(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 avaliacéo de
diferenca de massa durante o processo de inchamento de trés amostras de cada condicdo, em
intervalos regulares durante 4 horas e 30 minutos. Para isso, foram utilizadas amostras de
aproximadamente 20 mg, incubadas em solucdo tampéo fosfato 100 mM, pH 7, a 37°C. A
massa das amostras inchadas foi relacionada a massa das mesmas amostras quando secas. O
excesso de liquido na superficie das amostras foi retirado por capilaridade com o auxilio de um
papel filtro absorvente antes de cada pesagem. A equacdo que representa o grau de

intumescimento (GI) esta apresentada a seguir.

1)

Mi—Ms

Mi

GI =100 x

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 (to).

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA E REUSO

A atividade enzimatica foi avaliada seguindo a metodologia descrita por RIOS et al. (2022),
com modificagcBes necessarias. Para a solucdo substrato, 9 mg de Laurato de 4-Nitrofenila
(pNPL) foi solubilizado em 1 mL de suféxido de dimetila (DMSO) e adicionado a 50 mL de
tampéo fosfato (PBS) pH 7 a 50 mM. A solugéo foi mantida a 37°C para atingir a temperatura

reacional.

A atividade da enzima livre foi realizada incubando 1,8 mL de solucdo substrato com 0,2
mL de solugdo mée de enzima diluida 100 vezes. As leituras foram tomadas a cada 2 segundos
durante um tempo reacional de 5 minutos. O mesmo volume de solucao substrato com 0,2 mL

de &gua 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 solucgéo substrato, a 37°C e sob agitacdo de 600 rpm. A
cinética da reacdo foi monitorada durante aproximadamente 1h, com leituras a cada 90
segundos na faixa de absorbancia de 410 nm. Como branco da reacdo (controle), foram
utilizadas 20 mg das respectivas mantas produzida sem enzima. Todos 0s ensaios foram

realizados em triplicata.

Para avaliar o reuso, apds o tempo reacional de 1h, as mantas foram coletadas do meio e
lavadas com 10 mL de tampdo fosfato (PBS) pH 7 a 100 mM e retornadas a um novo meio
reacional fresco. O desenho experimental utilizado para estes ensaios esta esquematizado na

Figura 8 a seguir.

Aliquotas retornadas

Aliquotas tomadas a t tornz
ao meio apas leitura

cada 90 segundos e

MaE R0 mg) Solug3o substrato id 210
= idas em nm

SV

0'. | et > ‘-o

o-NPL em DMSO .

Temperatura: (1,8%m/v) (1 mL)
37°C e agitagdo + Tampéo fosfato
600 rpm 50 mM pH 7 (100 *
mL)

/—\ g Y
\ '// ‘\\
Manta Y 3

“ - ¥

retornada a ==

um novo Manta - - < 7
meio removidado | = L .
reacional meio e lavada S o

com tampao
fosfato pH 7

Fim da reagdo apos
saturagdo do meio

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

A eficiéncia de imobilizagéo foi avaliada por meio do célculo 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 imobilizacdo por meio da comparacao entre as atividades enzimaticas 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 enzimatica
hidrolitica é definida como a quantidade de enzima que libera 1 umol de produto (neste caso p-
nitrofenol) por minuto nas condi¢des do ensaio. A atividade da enzima livre foi inicialmente
expressa em (U/L) e é calculada de acordo com a seguinte equacéao:

)

(AA) «D = f x VR
(At) * Vs

AU/L) =

Onde:
AA = a diferenca na absorbancia em diferentes pontos de tempos da regiéo linear;
D = a diluicdo da solucéo enzimatica;
VR =volume reacional, que é o volume da solu¢do de p-NPL em tampdo e o volume da amostra
(em litros);
Vs = o0 volume da solucdo enzimatica utilizada no ensaio (em litros);
f= fator de conversdo (245 umol/L) em cubeta de acrilico, obtido através da construcéo de uma
curva padréo de p-NFL em concentragdo variando entre 0,01 e 0,2 umol/mL.
At =0 intervalo de tempo da regido 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 equacéo:

©)

(AA) *D = f x VR
(At) x MA

AU/g) =
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Onde:

AA = a diferenca na absorbancia em diferentes pontos de tempos da regido linear;

D = a diluicdo da solucdo enzimatica;

f= fator de conversao (245 umol/L) em cubeta de acrilico, obtido através da construcdo de uma
curva padrédo de p-NFL em concentragdo variando entre 0,01 e 0,2 pumol/mL;

VR = volume do meio reacional (em litros);

At = o intervalo de tempo da regido linear da curva (em minutos);

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

No entanto, para se estabelecer uma relacdo de comparacao entre ambas as enzimas (livre
e imobilizada), foram determinadas suas respectivas atividades em funcdo da quantidade de
proteina disponivel em cada amostra. A atividade em funcéo da disponibilidade de proteina
(U/gp) é dada por:
(4)

(AA) *D = f x VR
(At) x MP

A (U/.gp) =

Onde:

AA = a diferenca na absorbancia em diferentes pontos de tempos da regiéo linear;

D = a diluicdo da solucéo enzimatica;

= fator de conversdo (245 umol/L) em cubeta de acrilico, obtido através da construcéo de uma
curva padréo de p-NFL em concentragdo variando entre 0,01 e 0,2 umol/mL;

VR = volume do meio reacional (em litros);

At = o intervalo de tempo da regido linear da curva (em minutos);

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

solucdo de enzima livre diluida).

Por fim, a atividade relativa é determinada pela equagéo a seguir:
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©)
AR(%) = % x 100

Onde:
AE;¢é a atividade enzimatica medida nas enzimas livres;

AE;é a atividade enzimatica medida nas mantas.
4.8 AVALIAC}AO DA ESTABILIDADE TERMICA 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 solucGes
substrato foram preparadas pela metodologia ja descrita, porém utilizando tampGes PBS com
pH 5 ou 9. As condiges de reacdo e leitura seguiram de acordo com o item 4.5.

Para o ensaio de estabilidade de temperatura, a reacdo de atividade foi conduzida
incubando-se 0 meio reacional em temperatura de 50°C.

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

A Figura 9 apresenta o esquema do experimento realizado para a analise.
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A.

Aliquotas retornadas

Manta (20 mg) p-NPL em DMSO Aliquotas tomadas a t oz
+ Tampio fosfato cada 90 segundos e ao meio apos leitura
7T\ PHYe9 lidas em 410 nm

Leitura até estabilidade

37°C 600 rpm
da absorbancia

/

p-NPL em a
Manta (20 mg) DMSO Aliquotas tomadas a Aliquotas retornadas
+ Tampdo cada 90 segundos e ao meio apds leitura
~_fosfatopH 7 lidas em 410 nm

Kl

- I -
S M

4 Leitura até estabilidade
B- 90°CG €600 rpm da ahsorbancia

Figura 9. Esquema experimental da metodologia utilizada para os testes de estabilidade em diferentes pHs (A) e

em alta temperatura (B).

4.9 AVALIACAO DA ESTABILIDADE EM ESTOCAGEM

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

avaliada realizando a medi¢do da atividade enzimética, como descrito no item 4.5 apos

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

RESULTADOS E DISCUSSOES

PARTE |

Este capitulo apresentara os resultados obtidos no presente trabalho, sendo esta parte (Parte
I) destinada ao estudo do comportamento reoldgico das solugdes dos polimeros utilizados para
a casca e seu efeito nas fibras obtidas no processo de fiacdo. O efeito da variacdo dos parametros

na morfologia das fibras foi avaliado.

5.1 PROPRIEDADES REOLOGICA DAS SOLUCOES DE PLA E PHBV

A viscosidade das solu¢des de PLA e PHBV em regime semidiluido, a 10% (massa/volume)

em funcgdo da taxa de cisalhamento esta apresentada na figura 10 a seguir.
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Figura 10. Comportamento reoldgico das solucdes poliméricas utilizadas em funcédo da taxa de cisalhamento.
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Com a finalidade de se compreender melhor o comportamento reologico das solugdes
poliméricas no ensaio de viscosimetria, as massas molares e a polidispersdo dos polimeros
foram avaliadas por cromatografia de permeacdo em gel (GPC) e os resultados de massa molar
ponderal média (Mw) acompanham o grafico apresentado.

O comportamento viscoso de uma solucdo polimérica é dependente de diversos fatores, tais
como: concentracdo de polimero no solvente, afinidade polimero-solvente, massa molar,
polidisperséo, o grau de enovelamento das cadeias do polimero 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 condi¢des (temperatura, taxa de
cisalhamento, tempo, concentracdo de polimero na solucdo e solvente), pdde-se avaliar a
influéncia das propriedades intrinsecas dos polimeros no comportamento reoldgico da solugéo.

Embora possuam massa molar e indice de polidispersdo 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 reolégicos do PLA e do PHBV, notam-se comportamentos distintos. A grande
reducdo na viscosidade da solucdo de PLA em funcdo do aumento da taxa de cisalhamento,
sugere um comportamento pseudoplastico para este polimero. Por outro lado, o PHBV
apresentou uma reducdo muito menor de sua viscosidade com o aumento da taxa de
cisalhamento, sugerindo um comportamento mais proximo de um fluido Newtoniano. Apenas
guando a taxa de cisalhamento foi aumentada 10 vezes (de 1 rpm para 10 rpm), foi possivel
observar uma reducéo significativa na viscosidade da solugdo de PHBV (de 150 cP para 100
cP, reducdo em torno de 67%). A baixa viscosidade e diferente comportamento da solucdo de
PHBYV em relacédo a solucdo de PLA podem ser atribuidos ao grau de enovelamento das cadeias
dos polimeros no solvente. Cadeias bem dispersas apresentam menor resisténcia ao fluxo que

cadeias com conformacéo enovelada, ao passo que regides 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 esta fortemente relacionado a estabilidade da solucéo
(sistema polimero-solvente). Essa interacdo é um resultado das condicdes de solubilizacdo (que
inclui temperatura e tempo) e também afinidade quimica e tensdo superficial. Neste contexto,
a energia coesiva (8) dos diferentes componentes da solucdo desempenha um papel importante
na solubilizacdo do polimero. O parametro de solubilidade generalizada (parametro Hansen)
assume que trés componentes determinar o sucesso da solubilidade do sistema por quimica
afinidade: interacdes polares (Op), ligagdes de hidrogénio (dh), e interagdes de Van der Waals
(6d). Estudos anteriores encontraram valores dos parametros de Hansen de 21,9, 20,6 e 18,9
Mpa*? para PLA, PHBV e cloroférmio, respectivamente (SNOWDON et al., 2017; CHOl &
PARK, 2004), indicando que o PHBYV tem mais afinidade com o cloroférmio que PLA. Embora
0s parametros paregcam muito préximos, em a nivel molecular, a pequena diferenca pode refletir
na dispersdo das cadeias PLA e PHBV em cloroférmio e, consequentemente em seu
comportamento reologico.

O efeito da viscosidade nos processos de formacao de fibras que utilizam solucGes
poliméricas é bastante conhecido na literatura. Solugbes muito concentradas ou com alto
emaranhamento de cadeias requerem uma maior forca motriz para vencer a tensdo superficial
e resisténcia ao estiramento e consequentemente formar fibras. Fibras com alto grau de defeitos,
carreadas com solvente, formacdo de gotas e contas ao invés de estrutura fibrilar, fibras
heterogéneas (de diferentes diametros, enoveladas, rompidas, etc) sdo alguns dos efeitos da
viscosidade das solug¢Ges na formagéo de fibras (MAGAZ et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2014;
MIRTIC et al., 2019). O comportamento de cadeias enoveladas apresentado pelo PLA, bem
como a baixa viscosidade da solucdo de PHBV, refletiram significativamente na formacao e na

morfologia das fibras obtidas, como sera apresentado a seguir.
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5.2 MORFOLOGIA E DISTRIBUICAO DE TAMANHO DAS FIBRAS MONOLITICAS

DE PLA E PHBV

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

como mostra a figura a seguir.

Pressao de ar (psi)

20cm

PHBV

PLA

40 cm

PHBV

Figura 11. Micrografias de MEV das amostras testadas em diferentes press@es do ar (PSI), com distancias de
trabalho de 20 e 40 cm, aumento de 4000x.
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As micrografias apresentadas mostraram que foi possivel obter fibras em ambos os
polimeros nas condicdes testadas. As fibras apresentam morfologia heterogénea, com diametros
varidveis e orientacdo aleatoria. Foi possivel observar presenca de contas e aglomerados,
possivelmente formados pela presenca de solvente ndo evaporado no processo, para ambos 0s
polimeros testados, mas principalmente para os polimeros PLA, sugerindo fluxos turbulentos
durante o processo de fiacao.

Este resultado mostrou a relacdo direta do comportamento reologico das solucbes de
polimeros na morfologia das fibras. REMPEL et al. (2019) mostraram que maiores viscosidades
favorecem a formacdo de contas e defeitos em fibras produzidas por SBS. Ao fundo das fibras,
nota-se ainda a formacdo de filme de polimero que pode ser atribuido a percolacdo das fibras
ricas em solvente ao chegar ao alvo, mostrando uma evaporacao na eficiente.

A distribuicdo dos diametros das fibras foi obtida utilizando o software SizeMeter. A

Figuras 12 apresenta os histogramas da distribuicdo das medicdes.
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Figura 12. Histogramas de distribui¢do do tamanho das fibras obtidas com diferentes pressdes de ar e distancia
de trabalho.

Os resultados dos graficos apresentados sugerem uma tendéncia de reducéo da regido dos
diametros das fibras com o aumento da distancia de trabalho para as fibras de PLA. Houve

reducdo da faixa de diametros de 0 a 5 um a 24 psi, em distancia de 20 cm, para valores entre
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0 e 2 um a 24 psi e distancia de 40 cm e reducdo de 0 a 3 um a 42 psi e distancias de 20 cm
para valores entre 0 e 1.5 um a 24 psi e distancias de 40 cm. Os valores de maior frequéncia,
no entanto, se mantiveram em aproximadamente 0.5 pm para quase todas as condi¢des testadas.
Estes resultados sugerem que a maior distancia possibilitou um maior tempo de voo para o
alinhamento das cadeias e evaporacdo do solvente. Ao passo que menores distancias nao
permitiram tempo adequado para a evaporacdo do solvente, e com isso depositaram fibras
maiores, ricas em solvente, no alvo. A presenca de fibras com maiores diametros na condicéao
de 24 psi e 20 cm corrobora para tal teoria, uma vez que baixas pressées podem ser insuficientes
para forcar o estiramento e evaporacdo do solvente. Neste caso, pode-se dizer que houve um
efeito combinado das duas variaveis na formacao das fibras.

Em relacdo ao PHBYV, ndo houve influéncia significativa das variacbes da distancia de
trabalho e pressdo de ar nos diametros das fibras. A baixa viscosidade da solucdo de PHBV
facilitou o fluxo da solucdo e com isso ndo houve resisténcia ao estiramento nas condicdes
testadas. A evaporacdo do solvente também foi mais eficiente para este polimero e pode ser
confirmada pelas imagens de micrografias, onde é observado que as fibras de PHBV possuem
menos defeitos e contas quando comparadas as fibras de PLA. As fibras de PHBV, no entanto,
apresentam uma maior frequéncia de fibras em torno de 2 pm, sendo significativamente maior
que as fibras de PLA. Estudos mostram que fibras de PLA apresentam didmetros pequenos no
geral, sendo uma propriedade intrinseca do material (PARIZE et al., 2016).

Os resultados apresentados sugerem que o PHBYV possui uma boa processabilidade no que
diz respeito ao processo de fiagdo por sopro em solucdo quando comparado ao PLA e, por essa
razdo, o PHBYV foi escolhido para dar continuidade a producdo das mantas de fibras, em uma
geometria core-shell.

Durante esta primeira fase de processo de fiagdo foi possivel observar a formacéo de uma
estrutura de fibras bastante heterogénea com regifes de aglomerados, com grande quantidade

de defeitos, ricas em solvente, didmetros com grandes variacoes e fibras aleatorias. Além disso,
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foi observada presenca de fibras por todo o ambiente, indicando o arranque de fibras do alvo
pelo fluxo de ar constante necessario durante todo o processo. Esses fatores sao inconvenientes
jarelatados da técnica de SBS e podem ser atribuidos 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 reducéo dos defeitos apresentados, bem como reducdo dos diametros das fibras,
pode ser conseguido substituindo um alvo estatico por um alvo rotatorio que, ndo apenas tem a
geometria que dificulta o arranque das fibras, mas também facilita o estiramento, alinhamento
e evaporacdo dos solventes das fibras (DIAS et al., 2020). Como mencionado no capitulo 1V
de materiais e métodos, o efeito do tipo e velocidade do alvo foi avaliado e sera apresentado na

parte Il deste capitulo V a seguir.

Conclusbes parciais

e Um estudo da viscosidade das solugbes de PLA e PHBV foi realizado, embora
apresentem valores de Mw e polidispersdo similares, seus comportamentos reoldgicos
foram distintos. A baixa viscosidade e diferente comportamento da solucdo de PHBV
em relacdo a solucdo de PLA foram atribuidos ao grau de enovelamento das cadeias
dos polimeros no solvente pela maior afinidade entre o PHBV e o0 solvente;

e A processabilidade do PHBV pela técnica de SBS foi comprovada e este se mostrou
adequado quando comparado a um polimero vastamente empregado como o PLA;

e Os parametros iniciais estudados resultaram em fibras aleatérias ricas em defeitos e

contas indicando a necessidade de modificagdes.
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5.3 INFLUENCIA DO TIPO DE COLETOR NA MORFOLOGIA E DISTRIBUICAO DE

TAMANHO DAS FIBRAS CORE-SHELL

A Figura 13 mostra a expressiva influéncia da geometria e da velocidade de operacdo do
coletor no alinhamento das fibras das mantas core-shell, bem como na distribuigéo de tamanho
e presenca de defeitos. As imagens sugerem que 0 uso de um coletor rotatorio pode gerar menos
e menores defeitos, fibras mais orientadas, bem como fibras com uma superficie mais lisa. O
efeito do coletor e principalmente da velocidade de rotacdo no alinhamento da fibra é
evidenciada pela andlise de orientacdo (Figura 13a), onde, com o aumento de velocidade, as
fibras tendem a ser orientadas em uma direcdo perpendicular (90°). Este comportamento
também foi relatado em fibras de PCL produzidas via Fia¢do por Sopro em Solucao nos estudos
de CZARNECKA et al. (2021) e SIMBARA et al. (2019). Além disso, o uso de um coletor
rotatério também reduziu o diametro das fibras obtidas em comparacdo com as coletadas pelo
alvo estatico. 1sso pode ser observado examinando o grafico apresentado na Figura 13c. Na
figura, circulos vermelhos e triangulos azuis, que representam o didmetro 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 regidao de menores
diametros do gréafico, enquanto os quadrados pretos, que sdo relacionadas as fibras coletadas
com alvo estéatico, estdo espalhadas por todo a faixa de didametro do grafico. Essa dispersédo
também indica que o coletor estatico levou a um didmetro de fibra maior distribuicdo. N&o ha
diferengas significativas nos diametros das fibras em funcéo da velocidade do coletor, mas as
fibras produzidas com maior velocidade mostraram-se mais alinhados e apresentam uma

distribuicdo de didmetros mais estreita.
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(a) Coletor rotatdrio — baixa Coletor rotatdrio —alta
velocidade (300 rpm) velocidade (600 rpm)

Coleto Estatico

m Coletor estdtico
Média: 3.07 £1.37 um

e Coletor rotatério (300 rpm)
Média: 1.79 £1.16 um

Contagem [a.u)

A Coletor rotatério (600 rpm)
Média: 1.42 £0.72 um

Diametro [um)]

Figura 13. Andlise qualitativa da orientacdo das fibras obtida via Orientation J, plug-in do software image J
(mapa de cores de acordo com os angulos 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 avaliacdo de
distribuicdo de tamanho (c) de mantas de fibras core-shell produzidas com coletor estatico e coletor rotativo
(baixa e alta velocidade).
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Fazendo um paralelo com a técnica de eletrofiacdo, prop6e-se que o coletor rotatorio exerce
uma forca de alongamento sobre as fibras durante sua deposicao, resultando no alinhamento
das fibras no sentido de sua deformacao, resultando na reducdo do diametro em relacao as fibras
depositadas no coletor estatico. BEACHLEY et al. (2012) destacaram que a interacdo do coletor
giratorio 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 extensao das fibras em relacdo ao coletor estatico geralmente aumenta com o
aumento da velocidade tangencial do coletor, podendo variar de sistema para sistema.
Considerando fibras de PCL produzidas por eletrofiacdo, Edward et al. (2010) observaram que
em coletores com velocidades tangenciais abaixo de 2 m/s o efeito no diametro das fibras é
pequeno, enquanto velocidades tangenciais altas acima de 2 m/s exercem bastante influéncia
na reducao dos diametros das fibras.

JIA et al. (2021) produziram fibras de PCL via SBS com coletores estatico e rotatdrio nas
velocidades de 150 e 300 rpm (0,78 e 1,57 m/s). Os resultados mostraram que, embora houvesse
a influéncia no alinhamento das fibras, as velocidades aplicadas nao afetaram os diametros das
mesmas. Comparando ambas as técnicas, é possivel assumir que velocidades tangenciais altas
sd0 necessarias para gerar a tensdo suficiente para a deformacédo adequada que ira influenciar
os diametros 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 diametro de fibras de
PHBV/nanotubos de carbono produzidas por eletrofiacdo. Foi observado que, quando utilizada
uma alta velocidade tangencial no alvo (7,8 m/s), pdde-se obter fibras altamente alinhadas e
com diametros 10 vezes menores quando comparados as fibras coletadas no coletor estético.
Apesar da presenca da carga de nanotubos no trabalho de Chan e seus colaboradores, o
comportamento do PHBYV se mostrou similar ao comportamento apresentado neste trabalho,
onde obtivemos uma reducdo nos didmetros das fibras quando aplicada a velocidade tangencial

alta (3,14 m/s).
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5.4 CONFIRMACAO DA ESTRUTURA CORE-SHELL

Uma analise de microscopia eletronica de varredura foi utilizada para confirmar a estrutura
nucleo-casca das mantas de fibras produzidas nessa etapa do trabalho. Para isso, foi utilizado o
modo transmissdao no microscopio eletronico de varredura. A micrografia obtida esta

apresentada na Figura 14.

Fibra core

Figura 14. Micrografia de MEV no modo STEM de fibras core-shell PVA/Lipase-PHBV produzidas.

A imagem apresentada evidencia a formacdo de uma estrutura nlicleo-casca para o material
produzido. A fibra shell se mostra transparente ao feixe do elétron de transmisséo e por isso foi
possivel atravessa-la e observar em seu interior a fibra core que aparece completamente envolta
pela shell. Uma avaliagcdo de microscopia Optica de fluorescéncia 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 Optica de Fluorescéncia de fibras core-shell PVA/Lipase-PHBV.

A presenca da Lipase marcada com Rodamina nas mantas de fibras core-shell foram
avaliadas usando um filtro detector com 505 nm de emisséo, expresso pela luz verde. A imagem
de fluorescéncia corrobora com os resultados mostrado na Figura 14, onde € possivel observar
a estrutura nucleo-casca. Na imagem de fluorescéncia, uma comparagdo da intensidade de
emissdo de luz nas regides enzimaticas ndo encapsuladas e o encapsulado mostra a
predominancia de enzima no ndcleo da fibra. Os pontos mais intensos na imagem de
fluorescéncia (circulados em vermelho) correspondem a um possivel respingo de solucédo core
durante o processo e foi interessante para elucidar a diferenca entre a lipase encapsulada,

presente no nucleo das fibras core-shell e a lipase externa apresentado na superficie da manta.
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Conclusbes parciais

e Foram obtidas mantas com estrutura de fibras core-shell PVA/Lipase-PHBV nas

condicdes estudadas;

e A utilizagdo de um coletor rotatdrio com alta velocidade resultou em fibras altamente
alinhadas com menor quantidade de defeitos e menores diametros;

e Foi possivel imobilizar a enzima Lipase no interior das fibras casca de PHBV.
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5.5 INFLUENCIA DA MODIFICACAO NA COMPOSICAO DA CASCA DAS MANTAS

DE FIBRAS CORE-SHELL: INSERCAO DO PEG

Materiais hidrofilicos, como o PVA e o PEG, tém afinidade com agua e tendem a adsorvé-
la em sua superficie. O PHBV, no entanto, é um material hidrofobico que tende a repelir as
moléculas de 4gua quando em contato com estas. A molhabilidade, que € a capacidade de um
liguido molhar uma superficie, pode ser medida pelo angulo de contato formado na interface
liquido-superficie e determinar quanto de afinidade o material tem com o liquido. Quando o
liquido utilizado é a &gua, esta propriedade ajuda a compreender o qudo hidrofilico ou
hidrofobico o material pode ser. Desta forma, buscou-se avaliar a molhabilidade das mantas de
fibras core-shell produzidas com e sem PEG na composicéo da casca. A Figura 16 apresenta as
imagens obtidas na analise de angulo de contato, bem como os valores de angulo medidos entre
as gotas e as mantas.

Fibras monoliticasde PHBV Fibras Core-shell PVA/Lipase — PHBV

0 =124,64°+10,74° 6=117,16°+6,58°

|~ ———

Core shell PVA/Lipase — PHBV/ Filme de PVA/Lipase
controle hidrofilico

9 NS 55°+5,51° 6 =28,81°+12,84°

Figura 16. Medidas de angulo de contato de (a) mantas de fibras monoliticas 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 angulos de contato das mantas foram importantes para indicar o
encapsulamento da porcdo hidrofilica (PVA/Lipase) das fibras core-shell. Uma reducéo
significativa no valor de angulo de contato das mantas de PVA/Lipase — PHBV, quando
comparadas ao valor das mantas de fibras monoliticas de PHBV indicaria 0 ndo encapsulamento
da fase hidrofilica do nucleo. Tal comportamento sugeriria que as fibras da fase shell (PHBV)
e da fase core (PVA/Lipase) poderiam estar sendo formadas por jatos das solucbes de forma
paralela e ndo concéntrica, resultando em uma superficie com regides hidrofilicas e
hidrofobicas. No entanto, os valores de angulo de contato, bem como as imagens das gotas
formadas nas superficies das mantas corroboram com o0s resultados ja apresentados que

confirmam a formacéo da estrutura core-shell.

O perfil hidrofdbico das fibras monoliticas de PHBV também foi observado nas mantas de
fibras core-shell PVA/Lipase — PHBV e PVA/Lipase — PHBV/PEG, mostrando a
predominancia de PHBV como constituinte da casca das fibras, e indicando que toda a fase
PVA/Lipase estd de fato encapsulada como nucleo, como ja mencionado. Este perfil
hidrofébico muda completamente quando um filme de PVA/Lipase foi avaliado. A gota de dgua
foi quase totalmente absorvida pela estrutura PVA/Lipase devido a alta hidrofilicidade do PVA.
Embora o PEG seja um polimero altamente hidrofilico, ndo foi observada uma mudanca
significativa na molhabilidade das mantas produzidas com PEG. Este resultado pode estar
relacionado a baixa concentracdo de PEG nas fibras, indicando dominios pequenos em relagdo
as regides hidrofébicas circundantes da superficie das mantas, que ndo interferiu
significativamente na absorcéo das gotas. O efeito da hidrofilicidade do PEG na estrutura das
mantas foi avaliado ainda pelo grau de intumescimento das mantas e sera apresentado na Figura

17 a sequir.
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Figura 17. Grau de intumescimento das fibras core-shell de PVA/Lipase — PHBYV e das fibras core-shell de
PVA/Lipase — PHBV/PEG.

O grau de intumescimento descreve a propriedade de um material absorver e acumular
determinado liquido em sua estrutura sem se dissolver. Essa absor¢do acontece pelo efeito da
penetracdo do liquido no interior do material, ocupando os intersticios da estrutura deste
material (no caso de polimeros 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 as mantas produzidas sem PEG ja 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 reducdo no grau de intumescimento, chegando a valores proximos
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do grau de intumescimento das fibras sem PEG. Este comportamento € justificado pela alta
solubilidade do PEG em meio aquoso, fazendo com que seja dissolvido pelo meio e liberado
da superficie das fibras, reduzindo a massa das amostras ensaiadas. Um alto grau de inchamento
tambem foi observado nas amostras sem PEG. No entanto, o inchamento se manteve constante
ao longo de todo o tempo do ensaio. Este resultado esté associado a permeabilidade das fibras
que permitem o acesso do meio tampao ao PVA que, por sua vez esta confinado no interior de
uma estrutura hidrofobica, resultando em uma limitacdo de inchamento e evitando a liberacao

do PVA para 0 meio.

MANCIPE et al. (2022) observaram comportamentos similares quando compararam o grau
de intumescimento de mantas eletrofiadas de fibras monoliticas de colageno tipo | e PVA com
fibras core-shell de PCL — coldgeno/PVA. Os autores observaram acentuada perda de massa
nas mantas de fibras monoliticas até a total dissolucdo desta. Eles destacaram que a reducdo do
grau de inchamento estava sendo acarretada pela dissolucdo do PVA e do coldgeno no meio
tampdo. Quando fiadas em estrutura core-shell como fibras casca das fibras nucleo de PCL, as
fibras de PVA/coladgeno ndo foram perdidas para o meio, devido ao efeito da ancoragem
mecanica na fase hidrofébica de PCL. Os autores ndo observaram nenhuma formacdo de
reticulacdo ou outras ligagdes quimicas entre as fibras nas analises complementares, reforcando

a interacdo mecanica entre as fibras do material.

Embora em nosso estudo a fase hidrofilica esteja no interior da estrutura core-shell, foi
observado um alto grau de inchamento favorecido pela alta capacidade de absor¢do do PVA,
como visto no trabalho de MANCIPE et al. Em ambos os trabalhos, a interacéo nas fibras core-
shell é uma interacdo mecéanica e ndo hé interagdo quimica entre as fibras nucleo 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 monoliticas de PHBV, core-shell PVA/Lipase — PHBV e
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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 monoliticas de PHBV, indicando que ndo héa interacdo
quimica entre as fases nucleo 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 esta presente no interior das fibras (ndo aparecendo na superficie das mantas), onde o
infravermelho ndo possui alcance para detectar. Esses resultados estdo 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 nanoparticulas de prata na fase ndcleo e
PLA como casca. Os autores observaram que os espectros de FTIR das fibras core-shell de
PVA — PLA e PVA/AgNO:s se apresentaram idénticos ao espectro da fibra monolitica de PLA
e divergiram do espectro da fibra monolitica de PVA, tal qual ocorreu em nosso trabalho.
Curiosamente, ndo foi possivel evidenciar a presenca do PEG na composicdo das fibras core-
shell contendo 1% deste polimero na casca (mantas de fibra core-shell com PEG). Porém, ao
observar o espectro dos granulos de PEG, podemos notar que muitas das bandas presentes neste
polimero coincidem com as regibes das bandas também apresentadas pelo PHBV. Tal
caracteristica pode ter dificultado a observacdo do PEG presente no bulk da amostra analisada.
Para avaliar a presenca do PEG na estrutura da casca, foram realizadas analises de microscopia
eletronica de varredura. Por se tratar de polimeros, que possuem composicao e nimero atdbmico
muito similares, a diferenca na superficie entre as regides de PHBV e PEG € de dificil deteccao.
Para contornar tal dificuldade as mantas foram avaliadas antes e apds incubacdo em tampao
PBS, a fim de proporcionar a remocdo do PEG e revelar poros na superficie das fibras. As

micrografias obtidas estdo presentes na Figura 19 a seguir.
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Figura 19. Micrografias de MEV das mantas de fibras monoliticas 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 ap06s liberagdo em
tampédo PBS pH 7, 37°C por aproximadamente 1h (D) (didmetro médio das fibras core-shell PVA/Lipase -
PHBV/PEG 1,04 + 0,81).

Ao comparar as micrografias das mantas de fibras monoliticas de PHBV e de fibras core-
shell sem e com PEG (A, B e C, respectivamente), o resultado da analise € inconclusivo, devido
ao baixo contraste atdmico mencionado. No entanto, apds ser incubada em tampédo PBS, no
qual o PEG possui solubilidade, foram reveladas regides de vazios onde, possivelmente o PEG
estava. As fibras apresentam ainda um aspecto rugoso apés a sua incubacéo, revelando uma
certa permeabilidade para além das regifes com PEG, o que sera corroborado pela atividade,

ainda que baixa, das mantas de fibras core-shell sem PEG, como veremos no topico 5.6.
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5.6 ATIVIDADES ENZIMATICAS DAS MANTAS DE FIBRAS CORE-SHELL COM E

SEM PEG

A atividade enzimética das mantas e da enzima livre em diferentes condi¢cdes de pH e
temperatura foi avaliada por meio da degradacdo do substrato Laurato de 4 — Nitrofelina (p-
NPL) em p-nitrofenol. O substrato possui uma coloracdo branca leitosa, enquanto seu produto
de degradacdo (p-nitrofenol) possui uma coloracdo amarelada. Ao passo que a reacdo vai
ocorrendo, a concentracdo de substrato no meio vai sendo reduzida, dando lugar ao produto. A
medida de absorbancia no comprimento de onda adequado para o p- NPL (410 nm) permite

observar essa transformacdo do composto em p-nitrofenol.

No presente trabalho foi utilizada a atividade relativa (apresentada anteriormente na
Equacéo 5) para comparar o desempenho das enzimas imobilizadas nas mantas com e sem PEG
com a enzima livre em cada condicgdo ensaiada. Os gréficos de absorbancia em fungéo do tempo
para as diferentes amostras e condicOes serdo apresentados a seguir. As absorbancias
apresentadas nos gréaficos tratam-se das absorbancias normalizadas, ja descontando os brancos

ponto a ponto das absorbancias lidas no espectrofotometro.

Dados de massas e concentracdes foram utilizados para os ajustes necessarios a fim de
garantir uma proporcao adequada de enzima para que as atividades pudessem ser comparaveis.
A solucdo mée de enzima foi diluida 100 vezes para garantir uma quantidade de enzima
disponivel no meio préxima as 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 calculos comparativos.

Manta Massa total Quantidade de Quantidade de Quantidade de Lipase
injetada Lipase em toda a Lipase em em 0,2 mL de solucéo
manta 20 mg de amostra diluida 100 vezes
Sem 1635,3 mg 0,273 mg 3.3ug
PEG (273 pg)
3,64pug
Com PEG 1785,3 mg 0,273 mg 3,1pg
(273 pg)

5.6.1 Atividades das mantas a 37°C e pH 7 (ciclo 1 e ciclo 2 — reuso)

As curvas de absorbancia em funcdo do tempo para as amostras com e sem PEG ilustram o
perfil de atividade das duas condicbes de imobilizacdo & 37°C em pH 7 (Figuras 20 e 21). E
possivel notar que as mantas com a insercdo de PEG na composicao shell apresentaram um
desempenho muito maior de atividade enzimatica quando comparadas as mantas produzidas

sem PEG, indicando uma facilidade do substrato em acessar a enzima.

A Figura 21 descreve o comportamento de ambas as mantas ap6s 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 composi¢do da casca ainda mantiveram
atividade mesmo apds serem submetidas a um ciclo completo de degradacdo do substrato e

lavadas com tampé&o PBS.
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Figura 20. Curvas de absorbancia 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 —ciclo 1.
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Figura 21. Curvas de absorbéncia das mantas de fibras core-shell PVVA/Lipase - PHBV e core-shell
PVA/Lipase - PHBV/PEG (Sem PEG e Com PEG) incubadas a 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 func¢éo da disponibilidade de proteina 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
0,033 0,035
(Ulg)
COM PEG
0,065 0,075
(Ulg)

ENZIMA LIVRE (U/L) 586 NA
SEM PEG (Ulge) 198,83 211,26
COM PEG (U/gp) 421,23 483,87

ENZIMA LIVRE (U/gs) 322,01 NA

NA: ndo 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 ja estarem em contato com o meio anteriormente favoreceu a difusdo da

solugéo substrato entre as fibras da manta, aumentando assim a atividade em ambas.

Por se tratar de um polimero hidrossolivel, o PEG inserido na casca poderia estar
facilitando a liberacdo da enzima do interior das fibras para 0 meio externo ao invés de manter
as enzimas imobilizadas em sua estrutura. Para estudar essa hipétese, foram incubadas mantas
de fibras core-shell com PEG em tamp&o PBS 50 mM sem substrato nas condi¢Ges de ensaio
de atividade. Durante a incubacédo, foram retirados pontos em diferentes tempos de ensaio (tO0,
referente ao ponto de contato instantaneo das mantas com o tampéo; t20 referente ao tempo da
vigésima leitura, correspondente a metade do tempo de ensaio e t40 referente a Gltima leitura,

correspondente ao final do ensaio). Destes sobrenadantes foram retiradas aliquotas de 0,2 mL
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que foram submetidas a analise de atividade com a mesma metodologia utilizada para medir a

atividade da enzima livre (como descrito no item 4.7).

TO 37°C pH7
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Figura 22. Curvas de absorbancia dos sobrenadantes das mantas core-shell P\VA/Lipase - PHBV/PEG (Com
PEG) incubadas a 37°C e pH 7 nos tempos t0, t20 e t40.

Os resultados da analise de atividade dos sobrenadantes submetidos as mesmas condi¢oes
de incubagéo com substrato (Figura 22) mostraram que, ainda que tenha ocorrido liberacéo de
enzima para 0 meio, esta quantidade ndo foi significativa para que afetasse os resultados de
atividade da manta e, portanto, o fenémeno responsavel pela atividade das mantas de fibras
com PEG é de fato uma imobilizacdo e ndo a liberacdo da enzima para 0 meio. No estudo de
DROR et al. (2008) uma analise 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 composi¢éo
casca. Foram utilizadas duas enzimas de diferentes tamanhos: Fosfatase Alcalina (AP —40 kDa)
e B-galactosidade (B-GAL — 465 kDa). As mantas produzidas com 1% de PEG na casca foram
incubadas em tampdes e aliquotas de trés tempos diferentes (0, 24 e 72h) foram analisadas para
avaliar a possibilidade de migracdo da enzima para 0 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 possivel observar que houve uma difusdo da enzima para fora das
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fibras durante a incubacéo e as fibras funcionaram, portando, como um sistema de liberacéo
controlada da enzima. No entanto, para a enzima B-GAL, as atividades lidas dos sobrenadantes
foram muito inferiores (e quase nulas) quando comparadas a atividade da manta, que aturaram
CoOmo um suporte reator para a enzima. Este resultado condiz com o encontrado em nosso

trabalho.

Além desta evidéncia, baseado nos dados da Tabela 9, podemos constatar que uma liberacao
da enzima para 0 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 concentracdo das solugdes utilizadas, sdo equivalentes para ambas as mantas (3,3 pg nas
mantas sem PEG e 3,1 ug com PEG), uma perda de enzima para o meio resultaria possivelmente
numa atividade menor das mantas com PEG quando comparadas as mantas sem PEG no

segundo ciclo, o0 que ndo ocorreu.

5.6.2 Atividades das mantas a 37°C, pHs5¢e 9

O ambiente em que a enzima se encontra afeta diretamente sua atividade enzimatica. As
enzimas possuem grupamentos carboxila e amino que sdo ionizaveis. A carga que esses
grupamentos vao adquirir é fundamentalmente dependente do pH do meio. O pH de uma
solucdo desempenha um papel essencial na obtencdo de uma quantidade 6tima de &cidos graxos
disponiveis durante a reacdo de hidrolise, pois a estrutura tercidria da proteina € controlada
pelas ligacdes de hidrogénio entre os grupos R dos aminoacidos. A ionizacdo desses grupos R
pode ser alterada por uma pequena variagao no valor do pH, modificando a conformacao da
enzima, resultando assim na perda ou aumento de sua atividade. Assim, toda enzima tem uma
faixa de pH adequada que preserva a conformacdo estrutural e favorece a ionizacdo dos
aminoacidos presentes no sitio catalitico e em torno do mesmo, facilitando a aproximagéo do
substrato. Este pH é denominado pH 6timo de atividade (KAJA et al., 2018; GOSWAMI et al.

2009).
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As enzimas ndo necessariamente possuem os mesmos pH étimos na producao, na utilizacao
(atividade) e na estocagem. Isso se deve a manutencdo da estrutura proteica em diferentes
condi¢des ambientais e finalidades. Quando a enzima é produzida, o pH 6timo de producao esta
associado ao microrganismo (ou celula) que a produz, mais do que a sua atividade no meio de
producdo. Quando em operacdo, € preciso manter o pH ideal para que a ionizacdo dos
aminoéacidos favoreca a exposi¢do do sitio ativo para ocorrer a catalise. E, quando a enzima é
estocada, 0 mais importante € manter a sua estrutura terciaria para ndo haver desnaturacao
(modificacdo ou destruicdo da conformacdo espacial da proteina). Embora os pHs 6timos de
operacdo e estocagem possam ser diferentes, quando o pH do meio se desvia muito do pH
fisiolégico da enzima, a interacdo eletrostatica € interrompida e a enzima pode sofrer
desnaturacdo, sendo completamente inativada. De modo geral, a imobilizacdo de uma enzima,
por muitas vezes favorecer determinada conformacdo e proteger regides de grupos de

aminoacidos (KAJA et al., 2018; GOSWAM I et al. 2009).

A influéncia do pH do meio na atividade das enzimas livre e imobilizadas foi avaliada
variando o pH da solucdo substrato para acido (pH 5) e basico (pH 9). Os valores de atividade
para as enzimas livre e imobilizadas nos diferentes pHs estdo apresentados na Tabela 11 a

sequir.
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Tabela 11. Atividades operacional e em fun¢éo da disponibilidade de proteina 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 é&cido)

37°C pH 7 (pH neutro) 37°C pH 9 (pH basico)

SEM PEG (U/g)

COM PEG (U/g)

ENZIMA LIVRE (U/L)

SEM PEG (U/gr)

COM PEG (U/gp)

ENZIMA LIVRE (U/gp)

Sem atividade

Sem atividade

Sem atividade

Sem atividade

Sem atividade

Sem atividade

0,033

0,065

5,860

198,83

421,23

322,01

0,057

0,057

7,071

347,60

370,02

388,51

O pH 6timo 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 0 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 as 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 fiacao e

imobilizacdo néo alterou significativamente a conformacéo nativa da lipase (PEREIRA et al.,

2023). Em relagdo ao método de imobilizacdo por ligacdo covalente, o0 método de imobilizacéo

por encapsulamento possui a conhecida vantagem manter a conformacao original da enzima, ja

gue ndo ha ligacdo quimica entre a enzima e o suporte (VANLEEUW et al., 2019; BRENA et

al., 2013).
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Figura 23. Curvas de absorbéncia da cinética de reacdo da Lipase livre incubadaa 37°Ceem pH 7 e pH 9.

A solubilidade do Polietilenoglicol (PEG) é altamente afetada pelo pH do meio. E
conhecido que esse polimero possui uma excelente solubilidade em solu¢des aquosas em pH
acido e neutro. No entanto, em meio alcalino, sua solubilidade é drasticamente reduzida,
gerando regides de cadeias altamente emaranhadas entre si, dificultando a permeacdo do
polimero pelo solvente do meio (CAO et al., 2022). Tal fendbmeno afeta diretamente a
dissolucdo e liberacdo do PEG para fora da estrutura da casca. Dessa forma, 0 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 absorbancia 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 liberacdo de agentes encapsulados, quando
em solucdo. Por se tratar de uma imobilizacéo 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 tampdo PBS 50 mM pH 9 sem
substrato nas condicGes de ensaio de atividade. Durante a incubacéo, foram retirados pontos em
diferentes tempos de ensaio (t0, referente ao ponto de contato instantaneo das mantas com o
tampdo; t20 referente ao tempo da vigésima leitura, correspondente a metade do tempo de
ensaio e t40 referente a Gltima leitura, correspondente ao final do ensaio). Destes sobrenadantes
foram retiradas aliquotas de 0,2 mL que foram submetidas a analise 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 possivel notar que ndo houve liberacdo significativa de enzima para

0 meio externo que pudesse influenciar no aumento da atividade das mantas. Desse modo, €
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possivel afirmar que as enzimas seguem imobilizadas nas mantas com a mudanca de pH, sem

haver liberacdo para o meio.
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Figura 25. Curvas de absorbancia dos sobrenadantes das mantas core-shell PVA/Lipase - PHBV/PEG (Com
PEG) incubadas a 37°C e pH 9 nos tempos t0, t20 e t40.

Como discutido anteriormente, é possivel fazer uma correlacdo entre a conformacéo da
enzima livre e da enzima imobilizada nas mantas, sendo viavel assumir que o processo de
imobilizacéo preservou a conformacdo nativa da enzima livre. Quando submetidas a condicéao
de pH acido (pH 5), ndo foi observada atividade para as enzimas livre e imobilizadas em ambas
mantas. Neste caso, € correto afirmar que nesta condicdo de pH houve a desnaturacdo da enzima
pela alteracdo na conformacao do sitio 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. Proteinas sdo sensiveis
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 reducdo de aproximadamente 17% foi observada na

atividade da enzima livre, quando comparada a condicdo de 37°C (Tabela 12).

Tabela 12. Atividades operacional e em fungdo da disponibilidade de proteina das enzimas imobilizadas nas
mantas com e sem PEG e enzima livre em pH 7 a 37 e 50°C.

ATIVIDADE 37°CpH 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/ge) 322,01 266,99

Em biocatélise, diversos fatores podem interferir na reacdo, como, por exemplo,
concentracdo da enzima e/ou substrato, conformacdo da enzima, pH, temperatura e ainda a
solubilidade do substrato (SHELDON e VAN PELT, 2013; ILLANES, 2008). Tendo em vista
que as concentracOes de enzima foram mantidas conforme apresentado anteriormente na Tabela
8, que as condicdes de reacdo sdo mantidas para todas as enzimas ensaiadas (livre e imobilizada
em mantas de fibras core-shell com e sem PEG) e supondo que a imobilizagcdo néo alterou a
conformacdo nativa da enzima, é possivel observar um efeito da temperatura na difusdo do
substrato. Embora tenha ocorrido uma reducéo da atividade da enzima livre na temperatura de

50°C, ndo é possivel afirmar que a temperatura foi suficiente para causar a desnaturacéo da
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proteina, principalmente devido ao fato de em maiores tempos de contato da enzima com o
substrato nessa temperatura, os valores de absorbancia serem estatisticamente iguais aos valores
encontrados a 37°C. Em relacdo as mantas com PEG na composi¢édo da casca, é possivel supor
que a temperatura também favoreceu o processo de inchamento da manta e dissolucdo do PEG,
facilitando ainda mais o acesso do substrato a enzima. O efeito da temperatura atuante
diretamente como catalisador do substrato laurato de 4 — nitrofenila também foi estudado para
avaliar uma possivel degradacdo térmica e interferéncia nas atividades encontradas para as
enzimas. Para tanto, o substrato foi submetido as mesmas condicGes de ensaio que as amostras,
sem a presenca da Lipase. A absorbancia do substrato foi acompanhada durante toda a analise
e foi encontrada uma absorbancia constante do inicio ao fim (Absorbancia do substrato igual a

0.222) As Figuras 26 e 27 apresentam os perfis de atividade das enzimas.
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Figura 26. Curvas de absorbancia 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 absorbancia da cinética de reacdo da Lipase livre incubada a 37°C e 50°C em pH 7.
Como realizado para as outras condicOes de ensaio, a possibilidade de migracdo das enzimas

imobilizadas para o meio foi estudada e foi observado que ndo houve liberacéo significativa

que pudesse interferir na atividade, como mostra a leitura dos sobrenadantes (Figura 28).
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Figura 28. Curvas de absorbancia dos sobrenadantes das mantas core-shell PVA/Lipase - PHBV/PEG (Com
PEG) incubadas a 50°C e pH 7 nos tempos t0, t20 e t40.

80



5.6.4 Atividades das mantas apds estocagem (14 dias em temperatura ambiente)

Enzimas livres podem perder significativamente sua atividade catalitica, devido ao processo
de desnaturacdo precoce quando armazenadas em temperatura ambiente. A imobilizacdo, no
entanto, pode promover a preservagdo dessa enzima, evitando sua desnaturacéo e mantendo sua

atividade catalitica (ABROL et al., 2007).

CAKMAK et al., (2020) avaliaram o efeito da imobilizacao via ligacdo covalente da Lipase
comercial de Candida rugosa tipo VII em nanoparticulas magnéticas funcionalizadas na
atividade pds 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 a atividade da enzima imobilizada no primeiro dia.
Apds 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

catalitica inicial.

Em um estudo de ONOJA et al. (2018) os autores imobilizaram a mesma enzima em
nanosilica magnetizada em temperatura ambiente por 56 dias. Ap6s o tempo total de estocagem
(56 dias), observou-se que a enzima imobilizada reteve 45% de sua atividade inicial, em
comparacao com apenas 5% de agregados de enzimas livres. Em 15 dias de analise, a enzima

imobilizada reteve quase 100% de sua atividade inicial.

Em nosso estudo, foi observado que apds 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 préxima

a atividade observada para as mantas com PEG, como mostra a Tabela 13.
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Tabela 13. Atividades operacional e em fungdo da disponibilidade de proteina das enzimas imobilizadas nas
mantas com e sem PEG antes e ap0s estocagem por 14 dias em temperatura ambiente.

ivi imati o Atividade enzimatica a 37°C, pH
ATIVIDADE Atividade enzimatica a 37°C, pH

7. dia 01 7 pos 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: ndo se aplica.

O PHBV € um copolimero que possui a temperatura de transicdo vitrea (Tg) em
aproximadamente -2°C (THIRE et al., 2011). Acima da Tg, o material polimérico possui
mobilidade suficiente para que ocorra a relaxagdo de suas cadeias. Tal relaxacdo pode ser
favorecida pelo tempo de estocagem a temperatura ambiente. Esse resultado, pode ter sido
responsavel pela proximidade da enzima com a regido externa, facilitando uma aproximagao
do substrato, aumentando a atividade nesse caso, mantendo o comportamento de atividade de

ambas as mantas bem similar (Figura 29).

o] e
-Tgo.e— III%£%5¥§§
§ ™ I%Iﬁﬁgéﬁ
%0.2- %%%L ;9§.§
< 0'0_- .ﬂ...@

T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500
Tempo (segundos)

Figura 29. Curvas de absorbancia 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 pds estocagem por 14 dias em
temperatura ambiente.
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5.6.5 Atividades relativas entre as mantas com e sem PEG e enzima livre nas condicGes
analisadas.

As atividades relativas entre a enzima imobilizada nas mantas com e sem PEG e a enzima
livre foram avaliadas em funcéo da disponibilidade de proteina nas amostras. Os resultados dos

calculos sao apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Atividades relativas entre as enzimas imobilizadas nas mantas com e sem PEG e enzima livre em
fungdo da disponibilidade de proteina.

SEM PEG — COM PEG — COM PEG —
ATIVIDADE RELATIVA ENZIMA LIVRE ENZIMA LIVRE SEM PEG
(%) (%) (%)
37°C pH 7 (ciclo 1) 61,75 130,81 211,86
* *
37°C pH 7 (ciclo 2) 6561 150,27 229,04
37°CpH 9 89,47 95,24 106,45
37°CpH 5 Sem atividade Sem atividade Sem atividade
50°C pH 7 155,29 848,82 546,59
100,31* 121,87* 121,50
Estocagem

* Atividade comparada a atividade da enzima livre a 37°C em pH 7.

Observou-se uma maior atividade enzimatica para as enzimas imobilizadas nas mantas com
PEG, com exce¢do para a condicdo pH 9, onde o mecanismo de liberacdo do PEG foi
influenciado pelo pH. As mantas sem PEG apresentaram uma atividade menor quando
comparada a enzima livre nas condicGes 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
relacdo a enzima livre. Na condi¢do de pH acido (pH 5) houve completa desativacao da enzima
Lipase de Candida rugosa tipo VII. A Figura 30 ilustra de forma clara a comparacao entre 0s

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, € possivel assumir que a imobilizacdo por encapsulamento da enzima
nas mantas sem PEG gerou uma barreira de difusdo que dificultou o acesso do substrato a
enzima, mas por outro lado, resultou em uma protecdo da enzima contra altas temperaturas por
se tratar de um material com baixa condutividade térmica, permitindo a perda de calor da
solugédo substrato antes do contato com a enzima. Os resultados sugerem o efeito de um
mecanismo “tampa” gerado pela incorporacdo do PEG, visto que em condicdes desfavoraveis
a sua liberagdo (pH 9), os valores de atividade se mostraram bem proximos aos valores de
atividade das mantas sem PEG. O mecanismo proposto ocorre pela liberacdo do PEG para o

meio, quando em condicdes favoraveis, gerando uma abertura onde o substrato tem acesso livre
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a enzima. Desse modo, mesmo protegida no interior das fibras de PHBV, a enzima se torna

acessivel ao meio externo pela remogao da “tampa” de PEG.

A alta atividade das mantas com PEG comparadas a enzima livre em termos de quantidade
de proteina mostrou uma melhor disposi¢do da enzima no meio pela alta area superficial do

material.
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5.7 AVALIACAO DO PROCESSO DE INTERACAO DA ENZIMA IMBOLIZADA NAS
MANTAS DE FIBRAS CORE-SHELL PVA/LIPASE - PHBV/PEG COM O MEIO

DURANTE AS ANALISES DE ATIVIDADE

Os resultados apresentados no item 5.6 revelaram padrdes que nos levam a chegar a algumas
hipdteses sobre a imobilizacdo da enzima Lipase. A primeira hipdtese é a da ndo modificacéo
da conformacdo da enzima durante o processo de imobilizacdo. Essa hipotese esta baseada no
fato do pH 6timo para a enzima livre (pH 9) néo ter sido alterado no processo de imobilizacéo,

além do pH 5 ter desativado as enzimas em todas as suas condicdes (livre e imobilizada).

A segunda hipétese € que 0 mecanismo que esta atuante na atividade é o mecanismo de
difusdo. Desta forma, presume-se que haja a barreira fisica do polimero casca que encapsula a
enzima e dificulta o acesso do substrato e pode ser contornado com a insercdo de poros pela

remocdao do PEG.

Diante dessas teorias, a microscopia eletronica de varredura foi utilizada para avaliar a
microestrutura das mantas de PVA/Lipase — PHBV/PEG ap06s o processo de incubacdo em
tampdo (nas mesmas condi¢des do ensaio de atividade). As micrografias estdo apresentadas a

sequir.
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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.

E possivel observar nas imagens apresentadas acima a presenca de poros na superficie das
fibras (circulos vermelhos), possivelmente referentes a saida do PEG e regides “distendidas”
que indicam um possivel inchamento desse polimero anterior a sua remocao por completa
solubilizacdo (circulos azuis). Essa remocdo do PEG, comprovada ainda no ensaio de
intumescimento (item 5.5), favoreceu o acesso do substrato a enzima, levando ao aumento da
atividade quando comparadas as mantas sem PEG. Portanto, pode-se relacionar o aumento da

atividade nas mantas com a remoc¢ao do PEG da superficie das fibras.

Em relagdo as mantas incubadas em pH 9, observamos nos resultados de atividade que a
atividade se manteve equivalente a encontrada na manta sem PEG e foi menor que a atividade
encontrada para o pH 7 da propria manta com PEG. Essa atividade reduzida foi atribuida a ja
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mencionada baixa solubilidade do PEG em pH basico. As micrografias mostram algumas
regides de vazios (ou poros) na superficie das fibras. No entanto, é possivel observar uma maior
guantidade de regides referentes ao provavel inchamento do PEG, relevado durante a

incubacéo.

2 um

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, a 50°C. Embora as imagens mostrem que existe poro formado na fibra
(circulo vermelho preenchido), podemos observar predominancia de regides de “bolhas”

expostas ao longo de toda superficie das fibras (circulos vermelhos pontilhados). A presenca
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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 hipotese de que a temperatura facilitou a
solubilizacdo e remocao do PEG e ainda favoreceu o inchamento da regido interna das fibras.
Desta forma, pode-se propor que o PEG presente na superficie das fibras casca tenha sido
solubilizado, gerando poros que foram posteriormente preenchidos pelo PVA inchado apds
absorver o meio tampdo. A fase de inchamento é uma etapa conhecida do processo de
solubilizacdo de polimeros e pode a solubilidade pode ser favorecida pela temperatura,
reduzindo o tempo de solubilizacdo (MILLHER-CHOU & KOENIG, 2003; SPERLING, 2006).
Desta forma, é provavel que o tempo de incubacdo 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 superficie também tiveram um grau de inchamento devido a
permeabilidade das fibras. No entanto, o PVA inchou de forma limitada por estar confinado na
estrutura hidrofébica da casca de PHBV. No caso de haver poros gerados pela remocéo 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 fenbmeno pode ter sido responsavel pelo aumento expressivo na
atividade da enzima, uma vez que a enzima dispersa no PVA pdde ser exposta a0 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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Conclusbes parciais

e Os resultados comprovaram a incorporacao do PEG na superficie das fibras shell de
PHBYV;

e Foi possivel observar que as fibras contendo PEG possibilitaram um maior inchamento
das mantas. Foi constatada a liberacdo do PEG para 0 meio em tempos inferiores a 1 h.
Tal inchamento seguido da liberacdo pode ter sido responsavel pelo aumento da
atividade das mantas;

e O método utilizado para a imobilizacdo da enzima lipase foi eficiente em manter a
enzima retina no suporte sem ocorrer liberacdo da enzima para o0 meio;

e Um mecanismo tipo “tampa” pode ter sido criado com a inser¢do do PEG que, ao entrar
em contato com 0 meio, gerou poros responsaveis pelo maior acesso do substrato a
enzima;

e A boa dispersdo da enzima por toda extensdo das fibras, associada a incorporacdo do

PEG favoreceu o acesso do substrato a enzima, resultando no aumento da atividade.
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CAPITULO VI

CONCLUSOES

6.1 CONCLUSOES GERAIS

O presente trabalho comprovou a processabilidade competitiva do copolimero
biodegradavel PHBV quando comparado ao PLA, um polimero biodegradavel vastamente

aplicado para producéo de mantas via Fiacdo por Sopro em Solugéo.

A fiacdo por sopro em solucdo se mostrou uma tecnologia adequada para a imobilizacao
da enzima lipase por encapsulamento. Uma estrutura ndcleo-casca (core-shell) foi
eficientemente obtida. Ajustes microestruturais como: reducdo no diametro das fibras,
diminuicdo de contas e defeitos e maior alinhamento foram alcancados com a modificacdo do

tipo de coletor (rotatdério) operando com velocidade tangencial de 3,14 m/s (ou 600 rpm).

Embora a imobilizagdo da enzima pelo método de encapsulamento tenha resultado numa
reducdo da atividade enzimatica, houve uma protecdo térmica da enzima, quando aplicada em
alta temperatura (50°C). Para além disso, a incorporacdo de PEG na composi¢do da casca
resultou em um mecanismo “tampa”, facilitando o acesso do substrato a enzima a0 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 proteina, as mantas possuiram desempenho satisfatorio, sendo até

superior ao desempenho da enzima livre.

Para além disso, outras vantagens como a possibilidade de reuso e a recuperacdo da enzima
do meio apos a reacdo, foram comprovadas, provando que o método de imobilizacdo da enzima

lipase estudada via SBS foi eficiente.

A imobilizacéo de enzimas é um tema de alto interesse que se mantém atual e em constante
estudo. Diversos autores comprovam que a imobilizacdo confere estabilidade e, muitas das
vezes, aumento do desempenho da enzima, quando comparada a enzima livre. Outra vantagem
bastante conhecida é a possibilidade de reuso do biocatalisador. No entanto, embora materiais
dos mais diversos (polimeros, ceramicos, residuos agroindustriais, entre outros) venham sendo
explorados como suportes e produzidos pelas mais diversas técnicas (como por exemplo, spray
dryer, nanopreciptacdo, impresséo 3D, eletrofiacéo, etc.), ainda sdo empregadas muitas etapas
em seus processos de producgéo e imobilizagdo. Esses processos em sua maioria demandam a
utilizacdo de reagentes toxicos, de alto custo e necessitam de uma etapa de remogdo desses
produtos ndo reagidos. A tabela 15 apresenta alguns estudos atuais de imobilizagéo da lipase
de Candida rugosa utilizada no presente trabalho, incluindo seus principais resultado e nimero
de etapas. No presente trabalho, no entanto, foi possivel obter um sistema enzima-suporte de

baixo custo, em uma Unica etapa, utilizando polimeros biodegradaveis sustentaveis.
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Tabela 15. Trabalhos atuais disponivels em imobilizacdo de lipase de Candida rugosa.

METODO DE SUPORTE PRINCIPAIS ETAPAS REFERENCIA
IMOBILIZACAO RESULTADO
Ligacdo covalente  Casca de arroz, A lipase imobilizada na casca  Etapa 1: Costa-Silva et

com glutaraldeido

bagaco de cana
de agtcar, fibra
de coco verde

de arroz ativada com
glutaraldeido apresentou o
maior desempenho, retendo
94,1% da atividade inicial,

funcionalizacéo
dos suportes
com
glutaraldeido,

al., 2022

seguida pelo bagaco de cana  Etapa 2:
(90,3%) e fibra de coco verde secagem;
(89,3%). Apods Etapa 3:
armazenamento por seis imobilizacéo
meses a 5 °C, os sistemas da lipase
enzimaticos imobilizados purificada
retiveram pelo menos 70,0%  Etapa4:
de sua atividade inicial (vs. secagem.
18,3% de atividade retida
para a lipase livre). Apos dez
ciclos de reutilizacdo, a
enzima imobilizada em
carreadores lignoceluldsicos
reteve em média 72,7% de
sua atividade inicial.
Ligacdo covalente  Geopolimero A imobilizacéo conferiu a Etapa 1: Dos Santos et
com glutaraldeido  (aluminossilicatos possibilidade de reuso da producédo do al., 2021
nanoestruturados  enzima, que manteve 91% de  material por
ativados por sua atividade apds o primeiro  impressdo 3D;
alcali) produzidos ciclo. A reagdo de hidrolise Etapa 2:
por impressdo 3D  utilizando residuo de 6leo de  modificacéo
cozinha, apresentou um nivel idnica da
de conversdo em &cidos superficie;
graxos livres de 75% para a Etapa 3:

enzima imobilizada em
comparacao a 94% da
enzima livre.

funcionalizacéo
da superficie
com
glutaraldeido;
Etapa 4:
imobilizacéo
Etapa 5:
lavagem e
secagem
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Ligacéo Cloisite 30B A imobilizacdo aumentou a Etapa 1: Aghaei et al.,
covalente com ativada com epOxi estabilidade em diferentes pHs  secagem da 2021
epicloridrina e de estocagem da enzima cloisite;

livre. No entanto, o maior Etapa 2:

efeito se deu na estabilidade modificacdo da

térmica, onde foi possivel cloisite;

preservar 30% de atividade da  Etapa 3:

enzima imobilizada em imobilizacdo da

temperatura operacional de enzima

80°C, enquanto a enzima livre

teve completa desativacdo. O

estudo comprovou uma

atividade acima de 60% das

enzimas imobilizadas, mesmo

apos 9 ciclos.
Imobilizacéo Carvéo ativado Foi observado um aumento de  Etapa 1: Ceacetal.,
por adsor¢éo via 80% da atividade da enzima producéo do 2019
interacBes imobilizada & 40°C. A suporte;
ibnicas imobilizac&o conferiu maior Etapa 2:

estabilidade da enzima ao Imobilizacéo;

solvente organico terc-butanol.  Etapa 3:

Filtracdo e
lavagem.

6.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com o intuito de aprimorar os resultados obtidos no presente trabalho, propdem-se realizar

0s seguintes estudos:

e Estudo da conformacao da enzima antes e ap0s 0 processo de fiacéo;

e Avaliacdo da atividade enzimatica em maior variedade de pH (de 2 a 10, por

exemplo);

e Avaliacdo da atividade enzimatica em maior variedade de temperatura (em

condicdes de refrigeracdo e em condigdes de temperaturas extremas > 70°C);

e Estudo da atividade enzimética com diferentes concentragdes de enzima, a fim de

se chegar a valores de atividade operacional aplicaveis;

e Avaliagdo da atividade biocatalitica das mantas em condicdes reacionais aplicadas.
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