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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo a preparagdo e caracterizacdo de membranas de
polissulfona (PSU) e a imobilizagdo da enzima lipase nestes filmes, para a produgdo de
membranas enantiosseletivas, visando utilizagcdo futura em separagdo de misturas quirais.

Membranas de PSU foram preparadas pelo processo de inversdo de fase, utilizando
cloroférmio como solvente e 4gua como agente coagulante para a inversdo. Foram preparadas

membranas com diferentes espessuras e 0s seguintes pardmetros para a inversao de fase foram



definidos: concentragdo das solugdes, tempo de evaporagdo do solvente, secagem e tratamento
térmico. As membranas foram caracterizadas, visando a utilizagdo em processo de
eletrodidlise (ED) e imobilizagdo da enzima lipase PS. Para a imobilizacdo foi utilizado o
glutaraldeido como agente bifuncional para ligagdo da enzima ao polimero. Na imobilizagdo
foram determinados os parametros cinéticos velocidade maxima (Vmix) € constante de
Michaelis-Menten (K.), a quantidade de enzima imobilizada nas membranas pelo método de
Bradford e a atividade da enzima livre e imobilizada através da hidrélise do acetato de p-
nitrofenila (PNPA). As membranas de PSU preparadas por inversdao sdo hidrofobicas, e
apresentaram caracteristicas de permesseletividade e capacidade de troca idnica inferiores as
apresentadas pelas membranas comerciais Selemion” CMT e CMV e resisténcia elétrica
superior a destas membranas. O didmetro dos poros nas membranas ¢ menor que 100 nm. .
A quantidade maxima de enzima imobilizada foi de 2,35 mg .g"' de polimero em 18 horas de
imobilizacdo com um rendimento de 61,2%. A atividade da enzima decai ap6s a imobilizagao,
de 14780 U.g"' (enzima livre) para 1184 U.g" (enzima imobilizada).

Palavras chave : eletrodidlise; polissulfona; membrana ion-seletiva; inversdo de fase;
imobilizagao; lipase.

ABSTRACT

Preparation and characterization of polysulfone (PSU) membranes and the immobilization of
lipase enzyme in these membranes to produce enantioselective membranes, in order to
separate chiral compounds, is the subject of the present work.

PSU membranes were prepared by phase inversion, using chloroform as solvent and water as
nonsolvent. Membranes with different thickness were prepared and phase inversion

parameters such as (solution concentrations, solvent evaporation time, drying and thermal



treatment) were investigated. Membranes were characterized, in order to use them in
electrodialysis process (ED) and in the lipase PS enzyme immobilization. For immobilization,
bifunctional agent glutaraldehyde was used to link the enzyme to the polymer. On
immobilization, the kinetic constants (K, € Vma), the amount of immobilized enzyme with
Bradford method and the activity of free and immobilized enzyme with p-nitrophenyl acetate
(PNPA) hydrolysis, were determined. PSU membranes prepared by phase inversion are
hydrophobic and, when compared with Selemion” CMT and CMV commercial membranes,
present lower permeselectivity, lower ion exchange capability and higher resistance.
Membranes pore diameter is lower than 100 nm. The maximum amount of immobilized
enzyme in the membranes reached 2.35 mg per gram of polymer after 18 hours of
immobilization with a 61,2% yield . Enzyme activity decays after immobilization , from
14780 U.g" (free enzyme) to 1184 U.g"' (immobilized enzyme).

Keywords : electrodialysis; polysulfone; ion exchange membranes; phase inversion;
immobilization; lipase.

1. INTRODUCAO

Em conseqiiéncia dos avancos tecnoldgicos ocorridos nos ultimos trinta anos, os
processos de separagdo por membranas tém-se tornado cada vez mais importantes, com
aplicagdes nos mais diversos ramos da atividade industrial.!"

No inicio da década de 60 Loeb e Sourirajan obtiveram a primeira membrana
assimétrica de acetato de celulose, utilizando o processo de inversdo de fase, tornando
possivel a obtencdo de um fluxo de permeado suficiente para viabilizar, economicamente, 0s

processos de separagdo utilizando membranas.™



Primeiramente, as membranas foram utilizadas para aplicagcdes biomédicas (dialise) e
produg¢do de dagua potavel (osmose reversa). Entretanto, com o desenvolvimento da
Engenharia de Materiais, nos ultimos 15 anos, ocorreu o incremento para outras aplicagdes
industriais, entre elas a separagdo quiral.!'”

Entre os processos de membranas utilizados para a separagdo quiral encontram-se a
osmose reversa (OR), a ultrafiltracdo (UF) e a eletrodialise (ED).

A ED ¢ um processo de separagdo por membranas, no qual ions sdo transportados
através de membranas ion-seletivas, permeaveis a determinados cations ou anions. O
transporte através das membranas ion-seletivas tem como forga motriz o gradiente de
potencial elétrico (dE/dx) através de membrana.!")

A separagdo de moléculas quirais vem despertando grande interesse industrial, pois a
maioria das moléculas bioorganicas sdo quirais. Apesar de muito parecidas, as substancia
quirais podem apresentar varias propriedades, como cheiro e sabor, além de diversas
propriedades biologicas, completamente diferentes, tornando atrativo o isolamento destas
substancias para a producdo de esséncias e medicamentos.!

A partir da década de 90, foram desenvolvidas membranas poliméricas capazes de
separar compostos enantioméricos acarretando um grande avanco nesta area, pois a separacao
por membranas apresenta menor custo, maior produtividade e facil controle em relagdo aos
métodos de separagdo tradicionais como cromatografia liquida e cromatografia gasosa.

O desenvolvimento na sintese de compostos enantiomericamente puros ou a separagao
de misturas racémicas, passou a ter importancia concreta para a industria farmacéutica,
visando a obten¢ao de medicamentos seletivos e a diminuigdo dos efeitos colaterais.

A tendéncia e a expansdo crescente do mercado mundial de medicamentos quirais,
esta acarretando o desenvolvimento de novas técnicas que permitam uma maior produgdo

para a obtencdo de produtos estereoespecificos, visando uma diminui¢do nos custos de



processo. Além disso, esses medicamentos seletivos permitem a reducdo da dosagem em
relagdo a mistura racémica.**

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de membranas para a
separagdo de farmacos quirais, por exemplo o propranolol (1-isopropilamino-3-(nafitiloxi)-2-
propanol). Para isso foram preparadas membranas poliméricas de polissulfona (PSU)
enantiosseletivas, através da imobilizacdo de lipase PS sobre o substrato polimérico. Foram
determinados varios parametros para a preparacao do substrato de PSU por inversdo de fase,
tais como: evaporagdo de solvente, tempo de secagem, tratamento térmico, entre outros.
Também foram definidos métodos e pardmetros para a imobilizacdo da enzima tais como:
método de imobilizagdo; tempo de imobilizagdo e atividade enzimatica, visando maximizar a
imobilizagdo e evitar a perda na atividade da lipase imobilizada. Essas membranas foram
caracterizadas para utilizagao no processo de eletrodidlise e para separacdo quiral de firmacos

como o propranolol.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Membranas Poliméricas

Membranas sdo barreiras seletivas ao transporte de matéria e energia, entre duas fases,
sendo utilizadas em processos de separagdo, para o fracionamento, concentragdo e purificacao
dos componentes de uma mistura."!

Em geral as membranas sdo classificadas em naturais e sintéticas. As membranas
sintéticas podem ser organicas (liquidas ou poliméricas sélidas) ou inorganicas. Essas

membranas podem ser classificadas de acordo com o material do qual sdo produzidas.'!



No Quadro 1 s3o apresentados alguns materiais tipicos para a producdo de membranas

poliméricas e membranas inorganicas.

Quadro 1: Materiais tipicos para produ¢io de membranas!"!

MEMBRANAS
POLIMERICAS INORGANICAS
Polissulfona y-Alumina/a-Alumina
Poli(éter sulfona) Borossilicato

Acetato de celulose

Carbono pirolizado

Celulose regenerada

Zirconio/Aco inoxidavel

Poliamidas

Zirconio/Carbono

Poli(fluoreto de vinilideno)

Poli(acrilato nitrila)

As membranas poliméricas segundo a sua estrutura sao simétricas ou assimétricas. As
membranas simétricas podem ter poros cilindricos, serem porosas ou niao porosas
(homogéneas). As membranas assimétricas possuem estrutura ndo uniforme e uma camada
superficial fina (pele) ativa, suportada por uma estrutura porosa e sao de trés tipos: porosas,
porosas com uma pelicula fina e compositas.

Na Figura 1 ¢é apresentada uma representagdo esquematica da morfologia das

membranas.
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Figura 1: Representacdo esquematica de membranas com
diferentes morfologias: A) membranas porosas € nao porosas;
B) membranas porosas simétricas € assimétricas™

2.1.1 Métodos de preparacio de membranas poliméricas

As membranas poliméricas podem ser produzidas por: sinterizagdo ou producdo de
filmes flexiveis, para fabricacdo de membranas microporosas; espalhamento de solucdo
(casting), para produ¢do de membranas de troca idnica e membranas de pervaporacao (PV);
por inversdao de fase, para fabricagio de membranas porosas € membranas utilizadas em
microfiltracdo (MF), ultrafiltracdo (UF) e didlise e extrusdo para produ¢do de membranas
utilizadas em permeagdo de gases e PV .

Os métodos de sinterizagdo e casting sdo utilizados para produ¢do de membranas
homogéneas densas e sem poros. Para a producdo de membranas assimétricas porosas €

utilizado o processo de inversdo de fase, onde a porosidade pode ser variada pelo ajuste da

composi¢do da solugdo polimérica e pela selegio das condigdes do processo de precipitagdo.

As membranas de eletrodidlise (ED) podem ser homogéneas ou heterogéneas, essas
membranas sdo preparadas por polimerizagdo ionica, ligacdo cruzada de polieletrdlitos ou
casting , onde podem ser mantidos trocadores i0nicos (ion seletivos), ou utilizados polimeros

com capacidade de condugio i6nica, como polissulfonas sulfonadas."

2.1.1.2 Inversao de Fase

A maioria das membranas poliméricas comerciais sdo produzidas por inversdo de fase

que € o processo no qual uma solugdo polimérica é precipitada em um liquido (ou gel) nao



solvente”). Membranas poliméricas sdo produzidas a partir de dois, trés ou quatro
componentes contidos em uma mistura, tais como: polimero, solvente, ndo solvente e em
alguns casos um sal.”>”!

O processo de inversdo de fase pode ocorrer por: evaporagdo do solvente em
atmosfera inerte; evaporagdo controlada; resfriamento; inversdo por precipitagdo em uma
solugdo coagulante e evaporagio a partir de fase vapor.”!

O método mais utilizado para inversdo de fase ¢ a inversdo por precipitagdo em uma
solugdo coagulante.”! Neste método, primeiro o polimero ¢ dissolvido em um solvente
apropriado, em muitos casos adicionam-se aditivos como poli(vinilpirrolidona) (PVP) para
melhorar a distribui¢do de poros e interconectar os poros das varias camadas. Esta solugdo ¢
espalhada em um suporte por uma faca de espalhamento.”? O suporte pode ser inerte, por
exemplo uma placa de vidro; ou ndo inerte, por exemplo um polimero que ird servir de
suporte final para a membrana como um poliéster ndo tecido. A espessura da camada
espalhada varia de 50pm a 500pm. Apos evaporagao do solvente por um tempo determinado
a solucdo ¢ transferida para um banho com um nao solvente para precipitacdo e ira ocorrer a
troca entre o solvente e o ndo solvente (geralmente dgua) e a formagdo do filme polimérico
por precipitacdo. O uso de um suporte inerte durante a inversdo de fase ¢ utilizado para
produzir uma membrana livre, isto &, ndo suportada.”*!

Na Figura 2 ¢ apresentado um diagrama de fase esquematico do processo de inversao

de fase.
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Figura 2: Diagrama de fase esquematico do processo de inversao de fase™

Se um ndo solvente ¢ adicionado a uma solu¢do de polimero e solvente, conforme
Figura 2, a composi¢do desta solugdo ¢ indicada por A; quando o solvente ¢ removido da
mistura, a composi¢do passa de A para B e ocorre a formag¢ao da membrana por inversao da
fase. No ponto C ocorre a coexisténcia de duas fases, uma fase rica em polimero e uma fase
pobre em polimero. No ponto D inicia a formacdo da estrutura da membrana e a as
caracteristicas finais da membrana produzidas podem ser determinadas com um certo grau de

certeza.”



As caracteristicas de performance (seletividade e fluxo) das membranas produzidas
por inversdo de fase dependem de alguns dos parametros, como: concentra¢gdo do polimero;
tempo de evaporagdo antes da imersdo no banho de precipitacdo; umidade; temperatura;
composicdo da solugdo polimérica e composi¢io e temperatura do banho de precipita¢io. "

No Quadro 2 s3o apresentados métodos utilizados para a preparacdo de membranas

por inversao de fase.

Quadro 2: Preparagio de membranas por inversdo de fase!”

Método de Precipitacao Principio

Evaporagdo do solvente em atmosfera
Evaporagao do solvente em atmosfera
_ inerte, geralmente N, para produgdo de
erte
membranas densas.

A solugdo ¢ espalhada e exposta a um
vapor saturado com solvente e nao
Evaporagdo do Solvente em fase vapor |solvente. A membrana ¢ formada pela
penetragdo do ndo solvente na solucao,

produzindo uma membrana porosa.

O polimero ¢ dissolvido em uma mistura
de solvente e ndo solvente. Durante a
evaporacao do solvente a solu¢do comega a
Evapora¢do Controlada o
ficar saturada de nao solvente ¢ inicia-se a
precipitagdo e formagdo do filme ou

membrana.

A solucdo polimérica ¢ resfriada para
provocar a separagdo das fases. A
L . evaporacdo do solvente ¢ responsavel pela
Precipitagdo Térmica
formacdo da membrana. Este método ¢

utilizado geralmente para a preparagdo de

membranas para MF.

2.1.2 Métodos de caracterizacdo de membranas



Para ampliar e melhorar as aplicagdes dos processos com membranas, ¢
imprescindivel conhecer a relagdo entre a morfologia e as propriedades da membrana.
Atualmente existem muitas técnicas e muitas varidveis, a partir das quais pode-se obter
informagdes, tanto da morfologia das membranas como de seu comportamento e,
conseqiientemente, pode-se relacionar as duas caracteristicas. As técnicas de caracterizagao,
geralmente sdo empregadas de maneira conjunta, visando determinar morfologia e
comportamento das membranas.

Para caracterizagdo de membranas ions seletivas, alguns pardmetros importantes
devem ser determinados, como a performance elétrica, propriedades mecanicas,
permesseletividade e estabilidade quimica.™

As principais propriedades que devem ser determinadas em membranas ion-seletivas
sdo:

capacidade de troca ionica: determinada por titulacao, visando quantificar os grupos

trocadores de ions fixados na matriz polimérica. Park et al. (2005) avaliaram a

capacidade de troca ionica de membranas de polissulfona (PSU) sulfonadas e

obtiveram valores que variaram de 0,5 a 1,5 mmol.g", quantidade essa que representa

a presenga de ions SO5 na matriz polimérica;"!

permesseletividade: para medir a transferéncia de cargas elétricas, por um contra ion

especifico em relacdo ao transporte de cargas através da membrana. Membranas

comerciais CMX e AMX da Tokuyama Soda Inc. foram testadas por Krol J.J. (2004),

e foi determinada a permesseletividade destas, para 4gua do mar;"®!

resisténcia elétrica: para determinag¢do do potencial ou densidade de corrente que deve

ser aplicado para permitir o fluxo de ions através da membrana. Krol J.J. (2004)

determinou a resisténcia elétrica de membranas CMX e AMX em solu¢do 0,5 mol.L™!

de NaCl, comparando com os dados fornecidos pelo fabricante;™



propriedades quimicas e mecanicas:

a estabilidade quimica da membrana ¢

determinada pela exposicdo do material a varias solu¢des (4cidos, bases, etc) e

determinagdo da resisténcia a estes agentes. As propriedades mecanicas que devem ser

determinadas sdo: a espessura; estabilidade dimensional; capacidade de absor¢do de

agua (hidrofilia); resisténcia mecanica e permeabilidade."

Algumas outras técnicas como: microscopia eletronica de varredura (MEV);

microscopia eletrénica de transmissdo (TEM); microscopia de for¢a atomica (AFM);

porosimetria de mercurio; adsor¢do de gases, etc. também podem ser utilizadas para

caracterizagdo de outras propriedades, como a porosidade e o tamanho dos poros, e servir de

informagdo complementar as propriedade essenciais das membranas ion-seletivas.!

2.1.3 Processos de separacio por membranas

Membranas sdo utilizadas em varios processos de separagdo: separacao de misturas de

gases e vapores; liquidos misciveis; dispersoes solido/liquido, liquido/liquido e sélidos/

solutos dissolvidos em liquidos.!""

As membranas sao utilizadas em varios processos, sendo que cada um deles utiliza um

determinado tipo de membrana. O transporte através da membrana ¢ realizado pelo emprego

de uma determinada for¢a motriz sendo dependente do tipo de processo. No Quadro 3 sdo

apresentados alguns processos que utilizam membranas, com a respectiva forca motriz e as

principais aplicacoes.

Quadro 3: Caracterizagio dos processo de separagdo por membranas!'"

Processo

Tipo de membrana

Forc¢a motriz

Aplicacoes

Microfiltragdo

Simétrica € microporosa

Gradiente de

Clarificacdo, esterilizacao por




assimétrica pressao filtracao

Ultrafiltragao Microporosa assimétrica Gradiente de Separacao de solucdes
pressao

Nanofiltragdo Assimétrica Gradiente de Separagdo de particulas
pressao organicas pequenas e

separacao de sais de solucdes

Osmose reversa | Assimétrica, composita Gradiente de Separacao de micro solutos e
com uma pele homogénea pressao sais de solucoes
Permeacdo de | Assimétrica, composita ou| Gradiente de Separacao de misturas
gases homogénea pressao, gasosas

gradiente de

concentragao
Dialise Simétrica microporosa Gradiente de | Separacdo de micro solutos e
concentragao sais de solucoes
macromoleculares
Pervaporagdo Assimétrica, composita Gradiente de Separacao de misturas de
nao porosa concentracao, liquidos volateis
pressao de vapor
Permeagdo de Composita nao porosa Gradiente de | Separagao de vapores volateis
vapor concentragdo de gases e vapores
Destilagdo por Microporosa Gradiente de | Separagdo de agua de solutos
membranas temperatura ndo volateis
Eletrodialise Troca i6nica, homogénea | Gradiente de Separacdo de ions da dgua e
ou polimérica potencial elétrico de solutos nao i6nicos
microporosa
Eletrofiltracao Microporosa carregada Gradiente de | Retirada de 4gua de solugdes
potencial elétrico e solidos suspensos
Membranas Microporosas, liquidas Gradiente de | Separagdo de ions e solutos de
liquidas com um transportador concentragao, solucdes aquosas

reacao

Os processos de separagdo com membranas apresentam uma série de vantagens em
relacdo aos processos de separagdo tradicionais. Sao processos onde a separacdo ocorre, sem
que haja mudanga de fase, economizando energia, e as propriedades das membranas podem
ser ajustadas de acordo com a aplicagdo em questdo.!"”

Com o avanco no desenvolvimento na area de membranas, cada vez mais se expande

sua aplicacdo no meio industrial: setor petroquimico, quimico, mineral, metalurgico,




alimentos, biotecnologia, farmacéutico, eletronico, etc. Os processos que utilizam membranas
competem com os métodos classicos de separagdo, como adsor¢do; extragdo por solvente e

cristaliza¢do.!"'"*

2.3.3.1 Eletrodialise

Eletrodiadlise (ED) ¢ um processo onde ions sdo transportados através de uma
membrana ion seletiva sobre a influéncia de um potencial elétrico.”! A natureza da forga
motriz torna a eletrodidlise diferente dos outros processos como a permeacdo de gases, a
osmose reversa e a filtracdo, onde a forca motriz é o gradiente de potencial quimico do
processo de separagao.

A eletrodidlise ¢ utilizada para remover ions de uma solugdo eletrolitica ou para
concentrar esta solu¢ao. Quando uma solucgao eletrolitica é colocada em um sistema contendo
pares de membranas ion-seletivas (catidnica e anidnica) alternados (figura 3) entre dois
eletrodos e uma corrente elétrica ¢ aplicada, os 4anions sdo transportados para o
compartimento com carga positiva (compartimento anddico) e os cations para o
compartimento com carga negativa (compartimento catddico). A membrana catidnica retém
os anions, permitindo o transporte de cdtions e a membrana anidnica retém os cations

permitindo o transporte de anions.™
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Figura 3: Principio da transferéncia i6nica no processo de ED® T

A principal aplicagao da eletrodialise consiste na producao de dgua potavel a partir de
agua salobra. Este processo também ¢ utilizado para tratamento de efluentes e na industria de
alimentos.!'">"!

Estudos da utilizacdo da técnica de eletrodidlise na industria quimica e alimenticia tém
sido desenvolvidos nos ultimos anos. Uma das aplica¢des da técnica € na desmineralizacao do
soro do leite."* Outra aplica¢do na industria alimenticia é na remogdo do 4cido tartarico do
vinho.!"”!

Na industria farmacéutica, a ED tem sido testada em escala de laboratorio. Muitos
desses estudos estdo relacionados com a dessalinizagdo de solugdes contendo agentes ativos
que tém que ser separados, purificados ou isolados de certos substratos e mais recentemente

[15,16

na separagdo de misturas racémicas.!">'") Nestes casos a ED compete com outros processos de

separa¢do como a cristalizacdo, a didlise e a extracdo por solventes.

2.1.3.2 Membranas para Eletrodialise



As membranas ion-seletivas utilizadas em ED devem, essencialmente ter alta
permeabilidade a cations e anions, possuir alta seletividade, baixa resisténcia elétrica e
excelente propriedades quimicas e mecénicas.!'*'¢

As propriedades das membranas ion-seletivas sdo determinadas pela matriz polimérica
e pela espécie da substancia fixada nesta matriz. A matriz polimérica ¢ responsavel pelas
propriedades mecanicas, quimicas ¢ pela estabilidade térmica da membrana. Os polimeros
utilizados como matriz para membranas ion-seletivas, sdo polimeros hidrofébicos, como o
poliestireno, polietileno e polissulfona. Estes polimeros sdo insoluveis em dgua e apresentam
baixa hidrofilia. Na superficie desses polimeros sdo introduzidos por ligagao cruzada, grupos
ionicos ou transportadores. O grau de ligagdes cruzadas entre o polimero ¢ o grupo
transportador tera grande efeito sobre as propriedades elétricas e sobre a seletividade da
membrana.®

Usualmente as membranas comerciais utilizadas em eletrodialise sdo fabricadas a base
de copolimeros de poli[(estireno-co-(divinilbenzeno)] com um grupo trocador de ions, fixo ao
anel de benzeno. A membrana catidnica, geralmente, possui grupos sulfonatos e a membrana
anidnica possui grupos amonia quaternarios, como trocadores idnicos. !'”

Membranas ion-seletivas sdo aplicadas em varios processos como células combustivel
(conversdo de energia quimica em energia elétrica)!'®), eletrolise por membranas (produgio de

cloreto e soda caustica)!'”, dialise (recuperacdo de acidos em misturas de sais e acidos)**! e

em eletrodialise.!'>!62%

2.2 Polissulfona



As polissulfonas (PSU) [poli(oxi-1,4-fenilenosulfonil)-1,4-feninenooxi-1,4-fenileno
(1-metiletilideno)-1,4-fenileno], sdo polimeros de caracteristicas predominantemente amorfas
em relacdo a estrutura cristalina. Apresentam elevada resisténcia quimica, resistindo aos
acidos, alcalis, solugdes salinas, detergentes, oleos e alcoois. As PSU sdo atacadas por
solventes organicos polares como cetonas, hidrocarbonetos halogenados e hidrocarbonetos
aromaticos.*’!

As PSU podem ser produzidas por uma reagdo nucleofilica de deslocamento ou por
uma reacao do tipo Friedel-Craftes utilizando cloretos de sulfonila.

Na figura 4 ¢ apresentada a estrutura molecular da polissulfona.
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Figura 4: Estrutura molecular da PSU

A estrutura molecular da PSU ¢ caracterizada pelo grupo diaril-sulfona. Este grupo
tende a atrair elétrons para o anel aromatico e oxigénio para o grupo sulfona e com essa
ressonadncia determina ligagcdes quimicas muito fortes fixando especialmente grupos em uma
configuragdo plana com o que o polimero tem excelente estabilidade térmica e rigidez a

elevadas temperaturas.*’)

2.2.1 Membranas de polissulfona



A escolha do material utilizado ¢ fator primordial no desenvolvimento de membranas
e diversos sdo os fatores que deverdo ser levados em consideracdo numa seleg¢ao tais como:
propriedades hidrofobicas; propriedades hidrofilicas; resisténcia mecanica; resisténcia
quimica; resisténcia térmica; capacidade de recuperagdo; estabilidade dimensional e
custo.l**]
Membranas de PSU podem ser utilizadas como suporte para preparagao de membranas
compositas de poliamida®!; podem ser utilizadas para prepara¢do de membranas carregadas,
como as desenvolvidas por Ochoa ¢ Marchese (2003), que prepararam membranas de PSU

(251: ou ainda

por inversdo de fase incorporando resinas de troca idnica na solugdo polimérica
utilizadas em ultrafiltragio.®
Membranas de PSU sulfonadas estdo sendo utilizadas como alternativa na substitui¢ao
de membranas comerciais como a Nafion” em processos de eletrodidlise, por apresentarem
excelente estabilidade térmica e mecénica e alta resisténcia a hidrolise e agentes oxidantes.”!
Dalla Costa et. al. estudaram o tratamento de um efluente galvanico contendo ions

metdlicos utilizando membranas Nafion 450 da DuPont obtendo recuperacdo de ferro, niquel,

cobre e até 68% para ions aluminio do efluente.”*”

2.5 Enantiomeros

Até o ano de 2005 mais de dois milhdes de compostos organicos foram isolados no
estado puro e caracterizados de acordo com suas propriedades fisicas e quimicas. Muitos
desses compostos, apesar de apresentarem a mesma formula molecular possuem diferentes
propriedades fisicas e quimicas; os quais sdo denominados isdomeros. Estes, podem ser de

diversos tipos: de cadeia, posi¢do, geométricos ou Oticos.*!



Na ultima metade do século XIX, Pasteur estudou pares de compostos que pareciam
apresentar estrutura e propriedades fisicas idénticas, mas que se diferenciavam apenas pelo
fato de desviarem o plano de luz polarizada em um mesmo angulo, embora em sentidos
opostos. Tais pares de compostos receberam o nome de isomeros opticos, sendo chamado de
dextrégiro o isdbmero que desvia a luz polarizada para a direita e levogiro o isomero que
desvia a luz polarizada para a esquerda.***

Na metade do século XX, pesquisas levaram ao descobrimento que os diferentes tipos
de enantiomeros (compostos que apresentam imagem especular ndo sobreponivel um do
outro), apresentam atividades biologicas distintas. Apesar de muito parecidas, as substancia
quirais, (que apresentam imagem especular ndo sobreponivel) podem apresentar varias
propriedades, como cheiro e sabor, além de diversas propriedades bioldgicas, completamente
diferentes, tornando atrativo o isolamento das substincia para a producdo de essé€ncias e

medicamentos.?®

2.3.1 Técnicas para Separac¢io de Enantiomeros

A obtengdo dos enantiomeros puros pode ser realizada por via quiral ou por via
racémica. A primeira estd baseada no desenvolvimento de uma via enantiosseletiva para
obtencdo do enantidmero puro desejado; a segunda, na preparacao de uma mistura racémica
(mistura enantiomérica) seguida da separa¢do dos seus isomeros. Uma grande desvantagem
da primeira via esta no fato de geralmente apresentar baixa produtividade, além da geracao de

329301 Devido a este fato sdo

muitos subprodutos indesejaveis nas varias etapas do processo.
desenvolvidas técnicas de separacdo de enantidmeros que permitam a obtengdo dos

compostos puros com alta produtividade. Estas técnicas de separagcdo podem ser de dois tipos:



separagdo direta (separagdo dos proprios enantidmeros) ou separagdo indireta (formagdo e

separacao dos compostos).

Existem varias técnicas de separacao de enantidmero

si32831321 “tais como:

cristalizacdo: utiliza-se este método para a purificagdo de compostos soélidos,
separando impurezas e subprodutos. Esta técnica permite a separacdo direta ou
indireta de enantiomeros. Para se obter o produto desejado, introduz-se cristais do
enantidbmero puro na mistura racémica que se deseja separar, também pode-se
utilizar um solvente ou uma solugdo quiral. A principal limita¢do desta técnica ¢ a
escassa disponibilidade de cristais de enantidmeros puros;

técnicas cromatograficas: permitem a separacao direta ou indireta de
enantiomeros. A separacdo destes ¢ obtida por conseqiiéncia das diferentes
afinidades dos enantidmeros com as distintas fases (moével e estacionaria). As
técnicas cromatograficas utilizadas para a separacdo de enantidmeros sdo a
cromatografia liquida, a cromatografia de fluido supercritico e a cromatografia
gasosa;

eletroforese: técnica que comecgou a ser utilizada recentemente para separagao
enantiomérica principalmente com finalidade analitica. A separagdo enantiomérica
por eletroforese estd baseada na formacdo de diastereoisomeros. Estes podem ser
formados previamente como resultado de uma reacdo quimica entre os
enantidmeros que estdo sendo avaliados ou separados e um reativo quiral
derivatizador. Neste caso, ¢ formado um complexo diasteroisomérico reversivel
entre os enantiomeros e o reativo quiral, que estara incorporado ao meio reacional;
extracdo liquido-liquido: nesta técnica, um seletor quiral ¢ adicionado em uma das
fases liquidas na separagdao dos enantidmeros, os quais serdo separados pela

diferenca de afinidade apresentada em relacdo a fase liquida.



Na Figura 5 sdo apresentadas as técnicas utilizadas para separacdo de enantiomeros.

Catalise de biotrasformacao
assimétrica
Extracao liquido- Membranas
liquido \ /
Técnica de
Sensores enantloseparacao ‘ Cristalizag:ﬁo
Eletroforese Cromatografia

capilar

Figura 5: Técnicas utilizada para separagdo de enantidmeros®®

2.3.1.1 Separacio de enantiomeros utilizando membranas

As membranas que sdo utilizadas para a separacdo de enantidmeros sdo geralmente
membranas sintéticas liquidas ou membranas poliméricas.***-

A separagdo de misturas racémicas pode ser realizada por dois processos distintos: a
separagdo indireta, na qual uma membrana ndo enantiosseletiva faz parte do processo
enantiosseletivo ou por separacio direta utilizando membranas quirais enantiosseletivas.>6")

No processo de separagdo indireta, a solucdo de transporte contém a mistura racémica
que se deseja separar juntamente com agentes quirais (que proporcionardo a separagdo dos
enantiomeros). Alguns exemplos de separagdo indireta sdo a separagdo de farmacos
empregando derivados do 4cido tartarico como agentes quirais,”® e a separagio do iboprofeno
e do triptofano utilizando a serina albumina bovina (BSA) como seletor quiral.*”!

A separagdo direta ¢ baseada na aplicacdo de membranas quirais, que permitem a

passagem de um enantidmero de uma mistura racémica.*”



2.3.1.2 Membranas polimérica enantiosseletivas

As membranas poliméricas enantiosseletivas que sdo utilizadas para a separacdo de
enantiomeros sdo formadas por um suporte poroso ndo seletivo onde é depositada uma
camada fina de um agente enantiosseletivo. Os agentes enantiosseletivos mais utilizados sdo
os polissacarideos, os polimeros acrilicos, os poliacetdis e os poliaminoacidos.!***!

Uma alternativa ao uso de polimeros enantiosseletivos ¢ a imobilizagdo de um
composto quiral, como aminodcidos, DNA, BSA, anticorpos ou enzimas em uma membrana
porosa.[*4!

Também estdo sendo investigados polimeros de impressdo molecular como alternativa
para a separacdo enantiomérica. A preparacao destes polimeros esta baseada na formagao de
um complexo entre 0 mondmero do polimero e o enantidmero que se deseja separar. Durante
a polimerizacdo, a matriz polimérica que ¢ formada ¢ capaz de memorizar a geometria do
complexo formado. Posteriormente, os enantiomeros sdo eliminados da mistura polimérica,
mas os poros do polimero conservam a forma e a estrutura para reconhecer os grupos
funcionais dos enantidmeros de interesse.”*

A seletividade dessas membranas ¢ determinada por interagdes enantioespecificas
entre os isomeros que irdo ser separados e a camada superficial da matriz polimérica, que ird
conter o seletor quiral, proporcionando a separacdo dos compostos na membrana.

A separacdo geralmente ¢ realizada por solucdo/difusdo, mecanismo similar aos

processos de osmose reversa e pervapora(;ﬁo.

A performance das membranas enantiosseletivas depende de dois fatores: a

permeabilidade P (fluxo) e a enantiosseletividade (a).



A enantiosseletividade pode ser definida como a razdo de permeagdo entre os dois
enantiomeros (L e D); conforme apresentado na equagao 1.

)
P ()

Uma das vantagens do uso dos processos de separacdo por membranas para a
producao de compostos Oticamente puros ¢ sua facil aplicagdo em processos de larga

escala.l*®

2.4 Enzimas

As proteinas (enzimas, hormdnios, anticorpos) sao formadas a partir de um conjunto
de a-aminodcidos cuja seqiiéncia e o arranjo tridimensional determinam a func¢io bioquimica
destas biomoléculas. A acdo enzimatica de um proteina esta sempre associada a um sitio ativo
ou a um ponto ancora para “prender ou segurar’ substratos através das forgas
intermoleculares, conferindo a esta proteina uma especificidade catalitica.l>

Enzimas sdo proteinas biocataliticas que regulam a velocidade das reagdes
bioquimicas que ocorrem nos sistemas vivos. Atuam de forma a acelerar a reagdo com
reducdo da energia de ativagdo, sem, no entanto alterar a constante de equilibrio ou a energia
livre de reagdo.™

A aplicacdo de enzimas em sintese permite reagdes com alta quimio, regio, diastereo e

enantiosseletividade, tornando as biotransformagdes recomendadas na obten¢ao de compostos

enantiomericamente puros.



2.4.1 Lipases

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo classificadas como hidrolases e
atuam sobre ligagdes éster presentes em acilglicerois, liberando é4cidos graxos e glicerol,
constituindo uma classe especial de esterases.”"!

As lipases sdo encontradas em tecidos de vérios animais e plantas, e podem ser
produzidas por fermentacdo usando varias espécies de microrganismos, tais como fungos e
bactérias. Do ponto de vista econdmico e industrial, os microrganismos sao preferiveis do que
as lipases de fontes animais e plantas, devido ao alto custo de seu isolamento.*"!

A massa molar das lipases varia de 20-75 kDa, seu ponto isoelétrico varia em uma
faixa de 3,6 a 7,6, sendo majoritariamente acidicas, com pH entre 4 e 5.

O sitio catalitico ¢ formado por Serina-Histidina-Acido aspartico/ Acido glutimico
(Ser-His-Asp/ Glu), que se repete em todas as estruturas e ¢ freqiientemente protegido da
molécula por uma “tampa” hidrofébica ou “lid” que ao interagir com a interface lipidio/agua
sofre uma mudanga conformacional, expondo o sitio ativo.>

Na Figura 6 sdo apresentadas as estruturas dos aminoacidos que estdo presentes no

sitio catalitico da lipase.
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NH,

Acido glutamico (Glu)



Figura 6: Estruturas dos aminoacidos presentes no sitio catalitico da lipase

As lipases s3o muito utilizadas em sintese organica devido a sua grande
disponibilidade e baixo custo. Além disso ndo requerem cofatores, apresentam especificidade,
regiosseletividade, quimiosseletividade e enantiosseletividade. Possuem habilidade de
catalisar reagdes de esterificagdo e transesterificagdo e t€ém sido extensivamente investigadas
com relagdo as suas propriedades bioquimicas e fisiolégicas e, mais recentemente, para

aplicagdes industriais.™"

2.6.2 Imobilizaciao de enzimas

O desenvolvimento de técnicas de imobilizagdo tem sido importante por proporcionar
a reutilizagdo das enzimas, facilitar a separagdo dos produtos ¢ aumentar a estabilidade em
solventes organicos."

O principal interesse em imobilizar uma enzima ¢ obter um biocatalisador com
atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o processo, em comparagdo a sua
forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma atividade superior. Além
disso, ndo deverdo ocorrer alteracdes estruturais, bem como modifica¢do no sitio ativo.’'*

Do ponto de vista comercial, as principais vantagens da utilizacdo de enzimas
imobilizadas, em relagdo as enzimas soluveis sdo: aproveitar a atividade catalitica por um
maior periodo de tempo; operar de forma continua possibilitando um maior controle das
variaveis de processo; facilitar a separagao do catalisador e do produto da reagdo; reduzir o
volume de reacdo; alterar, em alguns casos, as propriedades cataliticas da enzima em relagdo a

sua forma soluvel e facilitar a interrup¢do da reagdo, quando se atinge um determinado grau

de conversio.’”



Alguns pontos devem ser evitados e prevenidos durante o processo de imobilizagdo,
como: perda da atividade durante o processo de imobilizacdo; efeitos difusionais, como
limitagdes de acesso do substrato ao sitio ativo devido a presenca da matriz sélida; o processo
de imobiliza¢do deve permitir o livre acesso do substrato ao mesmo tempo que retém a
molécula de enzima; o custo da imobilizagdo deve ser compensado pela longa vida do
biocatalisador.*”

No Quadro 4 sdo comparadas caracteristicas dos diferentes processos de imobilizagao

de enzimas.

Quadro 4 : Comparagdo entre os diferentes métodos de imobilizagdo de enzimas

[47]

Caracteristica | Ligacdo | Adsor¢do | Ligacdo | Quelacdo/ | Ligacdo | Encap-
Cruzada fisica ionica ligacdo covalente | sulamen
metalica to
Dificuldade de | Interme- | Simples | Simples | Simples Dificil Dificil
preparacao diaria
Forca de ligagao Forte Fraca Interme- | Intermedi- Forte Interme-
diaria aria diaria
Atividade Baixa Intermedi- Alta Alta Alta Baixa
enzimatica aria
Regeneracao do | Impossi- | Possivel | Possivel | Possivel Rara’ Impossi-
suporte vel vel
Custo de Interme- Baixo Baixo | Intermedi- Alto Interme-
imobilizacdo diario ario diario




Estabilidade Alta Baixa Interme- | Intermedi- Alta Alta
diaria aria
Aplicabilidade Nao Sim Sim Sim Nao Sim

geral

* No caso de suportes inorganicos € possivel a regeneragao.

Apesar da superioridade das enzimas imobilizadas sobre as soliveis, o processo de
imobilizagdo pode modificar a cinética e as propriedades fisico-quimicas da enzima,
normalmente, reduzindo a sua atividade especifica.

As modifica¢des das propriedades enzimaticas devem-se aos seguintes fatores:

» efeitos conformacionais — modificagao conformacional da molécula devido a
alteracao na estrutura terciaria do sitio ativo;

» efeitos estereoquimicos — uma parte da molécula enzima ¢ imobilizada numa
posicao tal que o sitio ativo ¢ relativamente inacessivel ao substrato;

» efeitos microambientais (efeitos de particdo) — interagdes eletrostaticas entre o
suporte e o substrato; neste caso as condi¢des do microambiente préximo a
enzima sdo diferentes daquelas da solugdo reacional;

» efeitos difusionais ou de transferéncia de massa — tem origem na resisténcia de
difusdo do substrato até o sitio catalitico da enzima, e do produto para a
solucao.

A imobiliza¢do pode ocorrer através da adsor¢do ou ligagdo da enzima em um material
insoluvel, pelo uso de um reagente multifuncional através de ligagdes cruzadas, confinamento
em matrizes formadas por géis poliméricos ou encapsulamento através de uma membrana
polimérica.>*%

A enzima pode ser fixada na superficie de um suporte por meio de interagdes como a

adsorgdo fisica, ligagdo i0nica, as ligagdes covalentes e a ligagdo a um metal (quelagdo).”!



Na Figura 7 estd representado um esquema com a classificagdo dos métodos de

imobilizagao de enzimas.

ENZIMA
Enzimas insoluveis Enzimas soluveis
Encapsulamento Liga¢do Sem Com
| derivatizagcao derivatizagao
Gel Fibras Microencapsu_ ngagéo Reticulagﬁo
lagdo simples
Solugdo Ligac¢ao idnica Quelagao Ligagdo covalente

Figura 7 : Classificacio dos métodos de imobilizacio de enzimas®"

2.5.1 Imobilizacao por ligacao covalente

Embora os métodos de imobilizacdo por adsor¢do, ligagdo idnica e ligacdo metalica
sejam de facil aplicagdo, eles ndo sdo muito utilizados em processos de larga escala porque a
enzima imobilizada tem baixa estabilidade, que resulta da fraca forca de ligag¢do e possibilita a
perda da enzima do suporte.

Na imobiliza¢do por ligagdo covalente, os grupos funcionais da enzima que tomam
parte na ligacdo destas com o suporte sdo: grupos amino: 0-NH, da cadeia terminal e o &-
amino da lisina; grupos carboxilicos: [ ¢ y do acido aspartico e glutimico, respectivamente, e
o a-carboxilico; grupo fenolico da tirosina; grupo sulfidrico da sisteina; grupo hidroxilico da

serina, treonina e tirosina; grupo imidazol da histidina; ou grupo indol do triptofano.”*-"



A ativagdo do grupo ligante ¢ freqiientemente realizada no suporte a fim de reduzir o
risco de diminuicdo da atividade catalitica da enzima. Na maioria dos casos, 0s grupos
funcionais do suporte sdo modificados para produzir intermedidrios reativos, sendo que o
reagente mais utilizado ¢ o glutaraldeido, devido a simplicidade do método e obtengdo de
preparagdes enzimaticas ativas e estaveis.'*!

A diversidade de reagdes quimicas e de suportes com grupos funcionais capazes de
promover ligagdes covalentes, ou suscetiveis a ativagdo, torna este método de imobilizacao
aplicavel em muitas situagdes. Dentre os materiais organicos empregados para a imobilizagdo
de enzimas por essa técnica encontram-se os polissacarideos (amido, celulose, dextrana,
agarose, quitina, quitosana), proteinas (colageno), carvdo mineral, polimeros sintéticos

(poliestireno, poliacrilatos e seus derivados).[®]

2.7 Propranolol

O propranolol, quimicamente reconhecido como o 1-isopropilamino-3-(nafitiloxi)-2-
propanol, ¢ um antagonista [3-adrenérgico nao seletivo. Em fun¢@o do bloqueio dos receptores

[-adrenérgicos que estdo presentes em varios Orgdos, as agdes do propranolol sao
particularmente importantes sobre o sistema cardiovascular.!®’!

Na Figura 8 ¢ apresentada a estrutura molecular dos isomeros do fAirmaco propranolol.
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Figura 8: Estrutura molecular dos enantidmeros do farmaco
propranolol!®!

Como pode ser observado na figura 8, a estrutura contém um carbono assimétrico, que
forma dois enantidmero. O enantiomero S-propranolol ¢ indicado para tratamento de
hipertensao arterial e o enantidmero R-propranolol ndo apresenta atividade hipertensiva, mas
pode manter outras agdes como uma desestabilizacdo da membrana celular, com efeitos
colaterais como: insuficiéncia cardiaca congestiva, depressdao mental manifestada por insonia,

distirbios visuais entre outros.!®®



2.7.1 Separacao enantiomérica do propranolol por membranas

A separagdo enantiomérica do fArmaco propranolol por membranas foi realizada pela
primeira vez por Heard et. al. (1994). Neste caso foi utilizada uma membrana liquida
suportada que continha o transportador quiral N-hexadecil-L-hidroxiprolina, capaz de formar
um par idnico com o enantidmero do propranolol para transporta-lo de maneira facilitada,
conseguindo uma certa separa¢do enantiosseletiva do farmaco.*”

Seguindo este principio, foram desenvolvidas membranas liquidas, com
dialquiltartaratos como seletores quirais ¢ membranas poliméricas. %’

Em todos os processos de separa¢cdo do propranolol por membranas foi utilizado como
forca motriz um gradiente de concentragdo para a separacdo. Em todos estes sistemas o
mecanismos de transporte ¢ a difusdo do propranolol através da membrana, com transporte
facilitado de um dos enantiomeros do farmaco. Em diversos casos, o transporte ¢
acompanhado por um contratransporte de prétons. Quando isso ocorre, solventes sdo

incorporados ao sistema para formar um contragradiente de protons que favorecera o

transporte do farmaco./*”



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Polissulfona

O polimero utilizado para a producdo das membranas foi a polissulfona (PSU) com
peso molecular médio M,= 35000, (Cas number 25135-51-7, MDL number MFCDO00134387,
fornecida pela Sigma-Aldrich Company). As propriedades desse polimero estdo apresentadas

na Tabela 1.[%

Tabela 1 : Caracteristicas da PSU comercial (Cas number 25135-51-7, MDL number MFCD00134387 da
Sigma-Aldrich Company)

Propriedades Norma Valor
Massa especifica ASTM D 792 -98 1,24 gmL"
ndice de Fluidez 343°C/2,16 kgf ASTM D 1238 - 00 6,5 g.10min™!
Viscosidade Especifica (concentragdo 0,2% 0,37 -0,39 dL.g"
m/v em cloroférmio)
Resistividade Volumétrica ASTM D 257 5.10" Q.cm
Absor¢do de dgua (imersdo 24h) ASTM D 570 0,3 %

A PSU ¢ um polimero caracterizado como termoplastico de engenharia, com alta
resisténcia ao impacto e elevada estabilidade térmica (160°C). Possui estabilidade a
esterilizagcdo por vapor aquecido, suas propriedades elétricas sdo mantidas em uma extensa
faixa de temperatura (0°C — 160°C), possuindo resisténcia a degradagdo por radiagdo.”™

Na Figura 9 ¢ apresentada uma fotografia da PSU na forma de pellets.






Figura 9: Pellets de polissulfona (Sigma-Aldrich Company)

3.1.2 Membranas Comerciais

Foram realizadas analises de membranas comerciais catidnicas de eletrodialise (ED),

Selemion” CMV e CMT produzidas pela Asahi Glass Company — Japdo. Essas membranas
sdo produzidas a partir de um copolimero poli[(estireno)-co-(divinilbenzeno)], com resina de
troca i0nica imobilizada na matriz polimérica.

Algumas caracteristicas dessas membranas sao apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas das membranas comerciais Selemion” CMT e CMV produzidas pela Asahi Glass
Company!’"

Membranas  Espessura (um) Contra fon Resisténcia NaCl 0,5 Numero de
mol.L”' (Q.cm?) Transporte Na*
CMT 220 Na® 5 > 96

CMV 130 Na" 3 > 96




3.1.3 Enzima

A enzima utilizada para imobilizagdo foi a lipase PS da Amano Enzyme Inc. Esta
enzima ¢ produzida a partir de uma cultura submersa, de uma linhagem selecionada de
Burkholderia cepacia. A enzima ¢ purificada por fracionamento com etanol, resultando em
uma enzima com alta atividade lipolitica.

A enzima ¢ produzida na forma de um p6 amarelo fraco ou branco, soltivel em agua,
mas insoliivel em etanol; com alta atividade em uma ampla faixa de pH (3,0 — 11,0), sendo o

pH 6timo de 7,0 — 8,0.7%

3.1.4 Solugoes

3.1.4.1 Tampao

As solugdes de tampdo fostato com concentragdo 0,05 mol.L' e pH 7,0, foram

preparadas, dissolvendo-se 7,7g de Na,HPO4 (Merck) e 6,9g de NaH,PO4.H,O (Merck) em

agua destilada, completando o volume para 1L de solugdo.

3.1.4.2 Solucio enzimatica

Foram preparadas solugdes enzimaticas com concentragio 0,1mg.mL", dissolvendo-se
10 mg de lipase em tampdo fosfato 0,05 mol.L"' e completando-se o volume para 1L de

solucdo.



3.1.4.3 Reagente de Bradford

O reagente de Bradford foi preparado dissolvendo-se 10 mg do corante Comassie
Brilliant Blue G 250 (Merck), em uma solu¢do com 5mL de etanol 95% (Merck) e 10mL de
acido fosforico (Merck), esta solucdo foi filtrada a véacuo e o filtrado foi transferido para um
baldo volumétrico de 100mL; o volume do baldo foi completado com agua destilada, obtendo-
se o reagente de Bradford.!””

Este reagente foi armazenado sob refrigeracdo e em frasco ambar, com tempo de vida

médio de 30 dias.

3.1.4.4 Solucao de acetato de p-nitrofenila e Triton X-100

Foram preparadas solugdes de acetato de p-nitrofenila (PNPA) com diferentes
concentragdes. Para preparagdo das solugdes, o PNPA foi dissolvido em solucdo de
acetonitrila (Merck) a 5% em agua destilada.

Foram preparadas solugdes de Triton X-100 a 2% em tampdo fosfato 0,05 mol.L™".



3.2 Métodos

3.2.1 Analise de infravermelho FTIR

As andlises estruturais foram realizadas por infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) com pastilhas de KBr para os pellets de PSU. As membranas de PSU apds
inversdo de fase e os pellets foram analisados em um espectrofotdmetro de infravermelho

Nicolet modelo impact 400 de 4000 a 400 cm™.

3.2.2 Preparacio das solugoes de PSU

Os pellets de PSU foram solubilizados em cloroformio (Merck), preparando-se
solugdes com concentragdo de 50 gL' a 200 g .L"'. As solugdes foram mantidas em um
agitador magnético por 2 horas a temperatura de 25°C.

A viscosidade das solugdes de PSU foi determinada a 25°C em Viscosimetro
Brookfield DVII da Brookfiel Engineering Laboratories Inc. A tensdo superficial foi avaliada,
a 25°C, em um analisador de tensao superficial Sensa Dyne modelo QC 3000, com freqiiéncia

de bolha de 5 segundos.



3.2.3 Determinacdo do tempo de evaporacido do solvente, condicdes de secagem,

condicoes de tratamento térmico e espessura das membranas de PSU

Solugdes de PSU foram preparadas em cloroformio a 10%. Diferentes volumes desta
solugdo (4 mL, 3 mL e 2 mL) foram vertidos em placas de Petry com didmetro de 9,5 cm. A
temperatura do ambiente foi mantida a 25+2°C e a umidade a 65+2%. O tempo de evaporacao
do solvente foi determinado, avaliando-se a perda de massa (evaporagao do solvente) no
intervalo de 5 a 30 minutos em balanga analitica, com sensibilidade de 1 mg.

As membranas obtidas por inversdo de fase em agua foram colocadas em estufa a
80°C, variando-se o tempo de permanéncia desde 0,5 a 24 horas para determinacdo das
condi¢cdes de secagem.

O tratamento térmico das membranas secas foi realizado a temperatura de 150+5°C
variando-se o tempo, de 0,5 a 2 horas para determinacao das condi¢gdes de tratamento.

A espessura das membranas foi obtida através de um micrdmetro Mututoyo com

precisdo de 0,001 mm.

3.2.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Foram realizadas analises de superficie e sec¢do transversal das membranas de PSU
obtidas por inversdo de fase. Para andlise da seccdo transversal, as membranas foram
fraturadas criogenicamente em nitrogénio liquido e metalizadas com ouro. As analisados
foram realizadas em um microscopio eletronico de varredura JEOL de alta resolu¢do modelo

JSM 5800.



3.2.5 Capacidade de troca ionica

A capacidade de troca ionica das membranas foi determinada por titulagdo, segundo

711 As membranas foram imersas em solugéo

procedimento descrito por Krol e Strathmann.
de HCI1 1 mol.L™" por 24 horas, lavadas com agua deionizada para remover o excesso de acido
e colocadas em solugdo de NaCl 2 mol.L" por 5 minutos para troca dos protons por ions

sodio. Para garantir a completa troca idnica, a solu¢do de NaCl foi renovada por 2 vezes, em

cada ensaio. As solugdes foram reunidas e tituladas com NaOH 0,001 mol.L™".

3.2.6 Capacidade de adsorcio de agua

A capacidade de adsor¢do de 4gua foi determinada de acordo com procedimento
descrito por Krol.®) A membrana foi mergulhada durante 8 horas em uma solu¢do de NaCl

com concentragdo 0,5 mol.L", ap6s a membrana ficou submersa durante 2 dias em agua

deionizada a 255 °C. As membranas foram retiradas da 4gua e secas com um papel
absorvente e a massa da membrana molhada foi determinada. A amostra foi seca em estufa
Famen a 80 °C até massa constante. A massa das amostras foi medida em balang¢a analitica
com sensibilidade de 1 mg, e a capacidade de adsor¢do de agua foi calculada de acordo com a

formula;

assa da membrana molhada(g) — massa da membrana seca(g)

% Adsor¢do de dgua = E—n EIOO ()

massa da membrana seca(g)



3.2.7 Resisténcia Aparente do Sistema

A resisténcia aparente do sistema de ED foi determinada medindo-se a voltagem entre
os dois compartimentos que ¢ funcdo da densidade de corrente aplicada, conforme
procedimento descrito por Strathmann."™® Primeiramente a resisténcia do sistema foi
determinada (voltagem / densidade de corrente) sem a presenca de membrana na cela. A
resisténcia da membrana foi calculada pela diferenga da resisténcia do sistema sem membrana
da resisténcia do sistema com membrana. O cdlculo da resisténcia foi realizado utilizando a

seguinte equagao:

R, =— )

onde:
V. = voltagem entre os dois eletrodos;
A = 4rea de membrana efetivamente empregada;

n = numero de pares de membrana;

I = corrente que passa pelo sistema;

Figura 10: Montagem. do sistema de ED para determinacgdo da resisténcia aparente. A) sistema para
determinagdo da resisténcia aparente; B) detalhe da cela de ED com eletrodos de prata-cloreto de

pratal*®



Figura 11: Fonte e eletrodos de platina do sistema de ED

3.2.8 Seletividade a permeacao (permesseletividade)

A seletividade das membranas de PSU foi determinada para um estado de potencial
estatico, isto €, sem a utilizagdo de corrente no sistema, conforme procedimento descrito por
Krol e Strathmann.**!

O sistema ¢ formado por duas celas separadas pela membrana. Dois eletrodos de prata-
cloreto de prata foram colocados nos compartimentos para medir a diferenca de potencial
através da membrana. Em um dos compartimentos foi adicionada uma solu¢ao de KCI
0,1 mol.L" e no outro foi adicionada uma solu¢do de KCI 0,5 mol.L", a temperatura foi
mantida a 25 °C. A permesseletividade da membrana (d) é: a razdo entre a diferenga de

potencial medido (AVwm) € a diferenca de potencial calculada para uma membrana 100%

permesseletiva (AV ).

AV = nz—
: @



Onde:

R = constante dos gases;

T = temperatura;

z = valéncia eletroquimica;

F = constante de Faraday;

C, e C, = concentragado das solugdes;

Yi e Y» = coeficiente de atividade das solugoes;

5:%.100 (5)

calc

Antes de realizar o experimento as membranas foram imersas em uma solu¢ao de KCI
com concentragdo 0,1 mol.L"! durante 24 horas. A diferenca de potencial foi determinada ap6s

o0 sistema atingir o estado estacionario.




Figura 12: Cela de eletrodialise com dois compartimentos

3.2.9 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As andlises de DSC dos pellets e membranas de PSU foram realizadas, em
equipamento, Shimadzu, modelo 50. A massa de amostra utilizada foi de 10+1mg e a taxa de

aquecimento utilizada durante a analise foi de 10°C.min"'. A temperatura variou de 0°C a

300°C.

3.2.10 Analise termogravimétrica (TGA)

A perda de massa dos pellets ¢ membranas de PSU em fun¢do do aumento de
temperatura foi determinada usando uma taxa de aquecimento de 10°C.min", de 0°C até
800°C. As amostras analisadas continham cerca de 10mg de massa e a atmosfera utilizada foi
nitrogénio. Para a analise de TGA foi utilizada uma balanga termoanalitica, Shimadzu,
modelo 50.

As temperaturas de perda de massa dos materiais foram determinadas como sendo

correspondentes aos valores maximos dos picos obtidos na primeira derivada.

3.2.11 Porosidade



A porosidade das membranas de PSU foi determinada por porosimetria de merctrio
em um porosimetro Autopore IV modelo 9500 da Micrometics Instruments Corp., na
Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). O
volume maximo de intrusdo de mercurio foi de 100 mL por grama de amostra. A quantidade

de poros foi determinada relacionando a area superficial com o didmetro dos poros.

3.2.12 Imobilizagao da lipase

O método de imobilizagdo utilizado baseia-se no emprego de glutaraldeido (p.a.
Merck) como agente bifuncional formador de ligacdo covalente entre a enzima e o polimero,
conforme descrito por Carta et al. ¢ Knight et al.5*"

As membranas de PSU com espessura de 34+3um foram pesadas em balanga analitica,
mantidas em solugdo de HCl 6 mol.L" durante 10 segundos, lavadas com 4gua destilada,
secas e pesadas. As membranas secas foram imersas em solucdo de glutaraldeido 2,5%
durante 1 hora, lavadas novamente com agua destilada, secas e pesadas. As membranas foram

imersas em solucdo de lipase com concentragio 0,1 mg.mL™", variando-se o tempo de 1 até 24

horas.

3.2.13 Determinac¢io da quantidade de proteina imobilizada

A quantidade de lipase imobilizada foi determinada através do método de Bradford.!
A curva de calibracao para o método foi montada variando a concentragdo de lipase de 2,5 até
50 pg.mL’'. A reac¢do para ligagdo do corante Comassie ao anel aromatico da lipase foi

realizada em uma cubeta de poliestireno (descartavel), sob agitacdo, a temperatura ambiente

(25+5°C), durante 5 minutos, com volume total de 2,5 mL. As medidas de absorbancia foram



realizadas em um espectrofotometro de UV/Visivel Beckman, modelo DU 530 em
comprimento de onda de 595 nm. A medida do branco e da solucdo foi realizada utilizando-se
2mL de reagente de cor e 0,5mL de 4dgua e solugdo enzimatica, respectivamente. Os calculos
da quantidade de enzima imobilizada foram realizados comparando a quantidade de enzima
na solugdo antes e ap6s a imobilizagdo.

Na Tabela 3 s3o apresentados os dados das quantidades de reagentes utilizadas em
cada reacdo para determinagdo da quantidade de enzima imobilizada pelo método de

Bradford.

Tabela 3: Volumes utilizados na reac¢do para determinagdo da quantidade de enzima imobilizada

Reagentes Branco (mL) Inicial (antes da Final (apés
imobilizacdo) (mL) imobiliz¢do) (mL)
Comgssie Blue 2,0 2,0 2,0
Agua 0,5 0 0
Solucao enzimatica 0 0,5 0
(0,1 mg.mL™)
Solucao enzimatica 0 0 0,5

apos imobilizagao

Na equagdo 6 ¢ apresentado o calculo para a quantidade de proteina imobilizada.

e teina inicial - proteina final
% de proteina imobilizada = proteiia Thicta~ proteina Mha (6)

proteina inicial

3.2.14 Determinacio dos parametros cinéticos

Foram realizadas cinéticas para a reacdo da enzima com o substrato acetato de
p-nitrofenila (PNPA) e determinacdo da constante de Michaelis-Menten (K,,) e a velocidade
maxima (V). Para determinacdo dos parametros a quantidade de enzima nas reagdes foi

mantida e as concentragdes do substrato variadas.”!



Foram preparadas solugdes enzimaticas com concentra¢do 0,001 mg.mL™" e solugdo de
Triton X-100 a 2% em tampao fosfato como tensoativo. A concentragdo de PNPA na reagdo
variou de 300 a 3000 pmol.L™.

A partir dos dados obtidos para cada concentragao de substrato, foi construido um
grafico duplo-reciproco (Lineweaver-Burk), relacionando o inverso das velocidades de reacao

com o inverso das concentracdes de substrato, para determinagdo de Ky € Viax.

3.2.15 Atividade enzimatica para a enzima livre

O método utilizado para a medida da atividade enzimdtica da enzima livre foi da
hidrolise do PNPA.’! Foram preparadas solugdes de PNPA com concentragdo de 2,5 mmol.L
' em acetonitrila/dgua a 5 %. A concentragdo da solugdo enzimatica foi de 0,001 mg.mL",
também foi utilizada solug@o de Triton X-100 a 2% em tampao fosfato como tensoativo.

Na Tabela 4 sdo apresentadas as quantidade de reagentes utilizadas para determinacao

da atividade enzimatica da enzima livre por hidrélise do PNPA.

Tabela 4: Volumes utilizados para a reagdo de hidrélise do PNPA ¢ determinacdo da atividade enzimatica para a
enzima livre

Reagentes Branco (mL) Amostra (mL)
Triton x-100 0,2 0,2
Tampao fostato de sodio 0,3 0
Solugdo enzimatica 0 0,3

PNPA 1,5 1,5




3.2.16 Analise de dados

Os erros foram calculados utilizando uma distribuigao tipo t de Student para 95% de
probabilidade. Os ensaios foram realizados em triplicata, exceto a medida da espessura (10

ensaios) e a resisténcia elétrica e resisténcia aparente do sistema (5 ensaios).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises do material polimérico, a polissulfona (PSU), utilizado para a preparacdo
dos filmes por inversdo de fase foram importantes para a defini¢do das etapas deste estudo.
Para adequacdo da metodologia foram determinados pardmetros como viscosidade,
termogravimetria para o processo de inversdo de fase e caracteristicas dos filmes como
capacidade de troca i0nica, permesseltvididade e resisténcia, para posterior imobilizacdo da

enzima visando o uso em eletrodialise (ED).

4.1 Analise térmica da polissulfona

A andlise termogravimétrica (TGA) ¢ definida como um processo que envolve a
medida de variagdo continua de massa de uma amostra em fun¢do da temperatura ou do

tempo, a uma temperatura constante (modo isotérmico).



Quando uma substancia sofre mudangas fisicas ou quimicas, observa-se uma variagao
correspondente na entalpia. Se este processo for promovido por uma variagdo controlada de
temperatura, isto constitui a base da técnica conhecida como calorimetria exploratoria
diferencial ou calorimetria diferencial de varredura (DSC).!"®!

As Figuras 13 e 14 correspondem, respectivamente, aos termogramas de TGA, a

primeira derivada (DTG) e DSC para os pellets de PSU.
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Figura 13: Termograma de TGA dos pellets de PSU (taxa de aquecimento
10°C.min"', em N, de 0°C a 800°C)
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Figura 14: Termograma de DSC dos pellets de PSU (taxa de aquecimento
10°C.min"', em N,, de 0°C a 300°C)

Os pellets de PSU possuem uma temperatura de degradagdo maxima de 529°C como
pode ser observado na Figura 13. Em relagdo a perda de massa, os pellets de PSU
apresentaram um residuo de 31,86% a 800°C.

Nos resultados da andlise de DSC pode ser observada uma transicdo vitrea do
polimero a 184°C, esta temperatura corresponde a temperatura na qual o polimero perde sua
rigidez pelo relaxamento das cadeias. Esta temperatura estd acima da faixa de trabalho

(160°C) informada pelo fabricante.!™



4.2 Caracterizaciio quimica da polissulfona

A andlise de infravermelho (IV) foi realizada para caracterizar os pellets de PSU e
para determinar se ndo ocorreu alteracdo estrutural nos filmes de PSU apo6s a inversdo de fase.

Os resultados da andlise estdo na Figura 15.
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Figura 15: Anélise de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) dos pellets
de PSU em KBr e dos filmes de PSU, apo6s inversdo de fase

Conforme pode ser observado na Figura 15, o espectro apresenta uma banda (duplete)
em 3200 cm™ correspondente ao estiramento da ligagdo O=S=0; a banda que estd em
3000 cm™ corresponde ao estiramento da ligagdo C-C; a banda que estd em 1300 cm
corresponde ao estiramento assimétrico da ligacdo O=S=0 e tem seu correspondente em
1130 cm™ que é um estiramento simétrico da ligagdo O=S=0; em 1030 cm™ est4 uma banda
que corresponde a ligagdo C-O-C; em 770 cm™ estd a banda que corresponde a deformagio
assimétrica da ligagdo C-S-C e a banda em 550 cm™ corresponde a deformagdo simétrica da

ligacdo O=S=0. Os espectros de IV dos pellets ¢ das membranas de PSU apds inversao de



fase apresentam as mesmas bandas, evidenciando a ndo ocorréncia de alteragdes na estrutura
quimica do polimero apds a inversdo de fase, assim como a eliminacao total da agua utilizada

no processo de inversdo de fase para obten¢do da membrana.!””

4.3 Viscosidade e Tensao Superficial das solucdoes de PSU

Solugdes com baixa viscosidade (proximo a 1 cP) ndo podem ser utilizadas para a
preparacdo de membranas por inversdo de fase, pois poderd ocorrer capilaridade no
espalhamento da solucdo sobre a placa de vidro, provocando dificuldade no espalhamento da
solucdo.

Solugdes com alta viscosidade (maiores que 100 cP) também ndao podem ser
utilizadas, pois a alta concentragdo de polimero ira dificultar o espalhamento e o a troca de
solvente (precipitacdo) na inversdo de fase, conferindo baixa uniformidade aos poros do
filme.”®

Para a confec¢do de membranas por inversdo de fase as concentragdes usuais de
polimeros estdo na faixa de 100 g.L "' a 150 g.L"'. Conforme pode-se observar na Figura 16
com concentragdo de 100 g.L"', a viscosidade é de 9,9 cP, valor baixo, que ird proporcionar
filmes nanoporosos por inversdo de fase.l’®

Na Figura 16 estao representados os resultados das medidas de viscosidade e tensao

superficial das solu¢do de PSU, em cloroférmio.
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Figura 16 : Relagdo entre a viscosidade e a tensdo superficial das solu¢des de PSU
em cloroférmio com diferentes concentragdes do polimero

A viscosidade das solu¢des de PSU em cloroférmio aumenta, exponencialmente com o
aumento da concentragdo, resultado esperado para determinacao da concentragdo ideal, sendo

fun¢do da massa molar do polimero (35000 Da).



A tensdo superficial também é um parametro importante no preparo da solucdo, pois
uma solu¢do com alta tensdo superficial, proxima a tensdo superficial da dgua, pode gerar
capilaridade, fendmeno que deve ser evitado no processo de inversdo de fase. A variagdo da
tensdo superficial ndo foi significativa nas solug¢des preparadas, indicando que para qualquer

concentragdo a faixa de tensdo ndo ira provocar capilaridade no espalhamento.!”

4.4 Tempo de evaporacio do solvente

O tempo de evaporagdo do solvente ¢ um pardmetro importante na obtengdo de
membranas por inversdo de fase. A espessura da membrana ira depender fortemente do tempo
de evaporacdo do solvente. Glavchev et al. (2003) estudaram o tempo de evaporacdo de
solvente (acetona e dioxano) para formacdo de membranas de acetato de celulose com um
filme fino, e determinaram uma temperatura do ambiente de 25+0,1 °C e umidade de 60-
70%.71

Na Figura 17 sdo apresentados os resultados obtidos na perda de massa, pela
evaporagdo do solvente (cloroformio), das solugdes de PSU com diferentes volumes (2mL,

3mL e 4mL ), que foram espalhadas sobre placas de vidro.
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Figura 17: Relagdo entre o tempo ¢ a perda de massa do solvente (cloroférmio), nas
solucdes de PSU, antes da inversdo de fase (25°C e 65% de umidade)

Foram utilizados 3 volumes de solu¢do (2mL, 3mL e 4mL) para a preparacao das
membranas PSU2, PSU3 e PSU4, respectivamente. Como pode ser observado na Figura 17,
em 15 minutos ocorre perda de 90% na massa da solucao de 2mL que foi vertida sobre a placa
de Petry, ja para os volumes de 3mL e 4mL este tempo € maior, atingindo 20min ¢ 30min

respectivamente. A perda de massa maxima da solugdo pela evaporagdo de solvente foi de



90%, correspondendo a quantidade de solvente maxima a ser evaporada para ndo provocar a
forma¢ao da membrana antes da imersdo no banho de dgua e para otimizar o processo, isto &,
proporcionar a formagdo da membrana em um curto periodo de tempo, ap6s a imersdo no
banho de precipitagdo, proporcionar maior porosidade e permitir a formagdo de um filme
ﬁnO.[78’79]

Com estes dados foi estipulado um tempo de evaporagdo de solvente de 15 min para
PSU2, 20min para PSU3 e 30min para PSU4. Também foi determinado o tempo de
permanéncia das membranas no banho de agua para a inversdo de fase. Este tempo foi o
mesmo utilizado para a evaporacdo de solvente para os diferentes volumes (15, 20 ¢ 30

minutos), respectivamente. O tempo de permanéncia no banho foi definido em virtude da

formagdo do filme (inversao de fase) em 10£2min ap6s a imersao no banho.

4.5 Condicoes de secagem

As Figuras 18, 19, 20 e 21 ilustram, respectivamente, os resultados das analise de
TGA e DSC, para as membranas de PSU apos a inversao de fase, os resultados da perda de

massa ¢ a taxa de perda de massa das membranas de PSU na secagem em estufa a 80°C.
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Figura 18: Termograma de TGA das membranas de PSU apos inversdo de fase

em 4gua (taxa de aquecimento 10°C.min"', em N,, de 0°C a 800°C)
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Figura 19: Termograma de DSC das membranas de PSU apos inversdo de
fase em 4agua (taxa de aquecimento 10 °C.min"', em N, de 0°C a 300°C)

As membranas de PSU apds a inversao de fase apresentam caracteristicas térmicas
diferentes das apresentadas pelos pellets, conforme pode ser observado nas Figuras 18 e 19.

Pela andlise de TGA pode ser observada uma perda de massa de 7,28% a uma
temperatura de 192°C, essa perda de massa ¢ evidenciada por uma reacao endotérmica que
ocorre na analise de DSC a uma temperatura de 178°C. Também pode ser observado na

Figura 19, que ocorreu um deslocamento na transi¢do vitrea do polimero. Os pellets de PSU



apresentavam uma T, de 184°C (figura 14), enquanto a membrana apés a inversao de fase,

apresenta T, de 110°C, o que acarreta uma menor temperatura de trabalho para o polimero.
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Figura 20: Perda de massa das membranas obtidas por inversdo de fase ap6s secagem em estufa a 80°C
A) PSU2, B)PSU3 e C) PSU4

Analisando a Figura 20, pode ser observada perda de massa nas membranas apos
secagem na estufa a uma temperatura de 80°C. Esta perda de massa se deve a 4gua acumulada
na superficie e no interior das membranas, chegando a cerca de 20% da massa que a
membrana possuia apos a inversao de fase, para um tempo de secagem igual a 24 horas. Este
tempo de secagem foi considerado muito longo; entdo foi realizada a secagem em um tempo
menor, mesmo ndo eliminando totalmente a agua da membrana. Esta adgua podera ser
eliminada no processo de tratamento térmico que deverd ser realizado a uma temperatura
superior a 80°C.

Foi determinado um tempo de 8 horas para a secagem das membranas, pois neste
tempo, como pode ser observado na Figura 20, as membranas PSU2, PSU3 e PSU4 perderam
16,5%, 19,6% e 17,7% de sua massa, respectivamente, valor muito proximo a perda de massa
apresentada pelas membranas apos decorridas 24 horas.

A partir da perda de massa média das membranas, foi determinada a primeira derivada

e calculada a taxa de perda de massa conforme pode ser observado na Figura 21.
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Figura 21:Velocidade de perda de massa das membranas obtidas por inversdo de fase apds secagem em estufa a
80°C A) PSU2, B) PSU3 ¢ C) PSU4

A taxa de perda de massa das membranas decresce com o passar do tempo e pode ser
observado na Figura 21 que ndo ocorre variagdo significativa na taxa de perda de massa apos
8 horas de secagem, assim determinou-se um tempo de secagem de 8 horas para as
membranas; este tempo ird otimizar o processo de secagem, visto que agua remanescente, sera
eliminada na etapa de tratamento térmico, ndo provocando alteragdes significantes nas
propriedades finais das membranas.

A Figura 22 ilustra os resultados da analise de TGA para as membranas de PSU apds

secagem em estufa em diferentes tempos (4 horas, 8 horas e 12 horas).
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Figura 22: Termogramas de TGA das membranas de polissulfona (taxa de aquecimento 10 °C.min"', em
N, de 0°C a 800°C). A) secagem por 4h, B) secagem por 8h ¢ C) secagem por 12h

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados das anélises de TGA dos pellets e das
mebranas de PSU.

Tabela 5 : Andlises de TGA dos pellets e membranas de PSU

Amostra Primeira Perda de Segunda Perda de Massa Residuo
Massa
Temperatura Perda  Temperatura Perda Temperatura Residuo
©0) de ©0) de (°C) (%)
Massa Massa
() ()
Pellets 529 68,33 800 31,86
ApOs inversao 192 7,28 536 57,29 800 35,82
de fase

4h estufa 185 6,87 524 61,34 800 31,24
8h estufa 183 6,12 526 62,19 800 30,29
12 h estufa 189 3,02 521 63,01 800 33,33

Conforme pode ser observado na Figura 21 e na Tabela 5, as membranas de PSU apos
a inversdo de fase e secagem, apresentam perda de massa a 185 °C, para 4 horas de secagem,
183 °C para 8 horas de secagem e 189 °C para 12 horas de secagem, evidenciando que mesmo
tempos de secagem longos ndo eliminam totalmente a agua da matriz polimérica.

Estes valores de perda de massa ndo sdo caracteristicos da PSU, como pode ser

observado na andlise dos pellets de PSU (Figura 13), sendo atribuida a dgua intersticial,



proveniente do processo de inversdo de fase. Park et al. (2005) observaram na inversdo de
fase, retencdo de agua em filmes de PSU sulfonadas com acido clorosulfonico e clorotrimetil
silano; essa dgua era evidenciada na analise de TGA por uma perda de massa que iniciava a
100°C devido a natureza hidrofilica do polimero.”

Tempos de secagem mais longos (acima de 12 horas), poderdo eliminar totalmente a
agua da matriz, mas ¢ indispensavel uma etapa posterior de tratamento térmico, a
temperaturas mais elevadas, para proporcionar estabilidade dimensional as membranas de
PSU.

Nas Figuras 23 e 24 sdo apresentados respectivamente os termogramas de DSC para as
membranas de PSU secas em estufa a 80°C com diferentes tempos de secagem, e 0s
termogramas de DSC para os pellets ¢ membranas de PSU secas em estufa a 80°C durante

8 horas.
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Figura 23: Termograma de DSC para as membranas de PSU secas em
estufa a 80°C com diferentes tempos de secagem (taxa de aquecimento 10
°C.min"!, em Ny, de 0°C a 300°C)
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Figura 24: Termograma de DSC dos pellets de PSU, da membrana de PSU
apos a inversdo de fase e das membranas secas em estufa a 80°C durante 8h
(taxa de aquecimento 10 °C.min"', em N, de 0°C a 300°C)

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados das analises de DSC dos pellets e das
membranas de PSU.

Tabela 6: Analises de DSC dos pellets ¢ membranas de PSU

Amostra Pico endotérmico (°C) Transicdo Vitrea T, (°C)
Pellet 184
Ap6s inversao de fase 178 110
4h estufa 185 121
8h estufa 186 129
12h estufa 150

Segunda Corrida 184




Um fato importante é a certificacio de que o pico endotérmico presente nas
membranas (Figuras 23 e 24) ¢ realmente causado pela presenga de agua na matriz
polimérica; para isso foi realizada uma primeira analise de DSC (primeira corrida) em uma
membrana seca a 80°C; apos esta membrana foi resfriada no ar até a temperatura ambiente e
foi realizada uma segunda corrida, com os mesmos parametros da corrida anterior (Figura 24).

Na segunda corrida é observado o desaparecimento do pico endotérmico, ¢ a
membrana passa a ter caracteristicas térmicas similares as apresentadas pela PSU na forma de
pellets. Esse resultado evidencia que a presenca do pico endotérmico ¢ ocasionada pela
presenga de agua nos filmes e que esta agua pode ser eliminada totalmente pela manutengao
das membranas durante um determinado tempo a uma temperatura elevada. Assim para a
eliminagdo desta agua foi proposto a realizacdo de uma secagem a 80°C durante 8 horas. Esse
tempo de secagem nao ¢ suficiente para a completa eliminagdo da dgua das membranas, como

pode ser observado nas Figuras 23 e 24. Essa agua so6 serd eliminada por tempos mais longos

de secagem, por secagem a vacuo ou por secagem a uma temperatura superior a 80°C.

4.6 Determinacao das condi¢oes de tratamento térmico

Nas Figuras 25, 26 e 27 sdo mostrados os resultados da analise de TGA para as
membranas PSU2, PSU3 e PSU4 apds tratamento térmico em estufa a 150°C, com tempos de

tratamento de 30 minutos, 1 hora e 2 horas, respectivamente.
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Figura 25: Termogramas de TGA das membranas de PSU apods tratamento térmico em estufa a 150°C durante

30 minutos (taxa de aquecimento 10 °C.min", em N,, de 0°C a 800°C). A) membrana PSU2; B) membrana
PSU3 e C) membrana PSU4
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Figura 26: Termogramas de TGA das membranas de PSU apods tratamento térmico em estufa a 150°C durante
1 hora (taxa de aquecimento 10 °C.min”", em N,, de 0°C a 800°C). A) membrana PSU2; B) membrana PSU3 ¢
C) membrana PSU4
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Figura 27: Termogramas de TGA das membranas de PSU apds tratamento térmico em estufa a 150°C durante
2 horas (taxa de aquecimento 10 °C.min™', em N, de 0°C a 800°C). A) membrana PSU2; B) membrana PSU3 ¢ C)
membrana PSU4

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados das anélises de TGA das membranas de

PSU ap0os tratamento térmico a 150°C.

Tabela 7 : Analises térmicas de TGA das membranas de PSU apds tratamento térmico a 150°C

Primeira perda de

Segunda perda de massa Residuo
massa
Perda Perda
Amostra Temperatura de Temperatura de Temperatura  Residuo
(°O) massa (°O) massa °O) (%)
(%) (%)

PSU2-30min 527 67,7 800 32,35
PSU2 - 1h 529 66,43 800 33,67
PSU2 —2h 530 70,27 800 29,89

PSU3-30min 203 3,48 527 64,03 800 31,87
PSU3 - 1h 205 0,59 527 67,31 800 32,15
PSU3 - 2h 529 66,79 800 33,2

PSU4-30min 199 4,86 529 64,18 800 31,51
PSU4 — 1h 528 65,22 800 34,78
PSU4 — 2h 530 66,48 800 33,5

Conforme analise de TGA (Figuras 25, 26 e 27), alguns filmes apresentaram perda de
massa a temperatura proxima a 180°C, atribuida a agua intersticial e a 4gua de reticula¢do que

ficou retida no interior do filme no processo de inversio de fase, sendo eliminada a



temperaturas superiores, em torno de 150°C, proporcionando transparéncia e estabilidade aos

filmes (Figura 28).

Figura 28: Membrana de PSU obtida por inversdo de fase,
apos o tratamento térmico a 150°C

Como pode ser observado na Figura 29, o pico endotérmico que estava presente na
analise de DSC, a temperatura proxima a 180 °C (Figuras 23 e 24), ndo estd mais presente,
isto pode ser atribuido ao tratamento térmico a temperatura de 150°C que esta eliminando a
agua retida na matriz polimérica. O tratamento térmico foi efetivo para eliminacao da agua e o
tempo de tratamento devera ser de 2 horas a 150°C. Tempos menores de tratamento nao

eliminam totalmente a d4gua presente na matriz em membranas com maior espessura (PSU4).
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Figura 29 Termograma de DSC dos pellets e membranas de PSU apods
tratamento térmico em estufa a 150°C durante 2 horas (taxa de aquecimento
10 °C.min™', em N, de 0°C a 300°C

Na Tabela 8 sdo apresentados as temperaturas de transi¢ao vitrea, obtidas pela analise
de DSC dos pellets e das membranas de PSU apo6s tratamento térmico a 150°C.



Tabela 8: Temperaturaa de transi¢do vitrea obtidas pela analise de DSC dos pellets e das membranas de
PSU apos tratamento térmico a 150°C

Amostra Transicio Vitrea T, (°C)
Pellet 184
Membrana PSU2 188
Membrana PSU3 183
Membrana PSU4 181

Algumas membranas ap0ds o tratamento térmico apresentaram defeitos, como pode ser

observado na Figura 30.

Figura 30: Defeitos apresentados por algumas membranas de PSU apos
o tratamento térmico a 150°C



Os defeitos presentes nas membranas ndo eram visiveis antes do tratamento a 150°C.
Estes defeitos estavam presentes, principalmente nas membranas com maior espessura. Pode
ser observado na Figura 30 que os defeitos localizam-se principalmente na regido externa.
Essa migragdo dos defeitos para a parte externa das membranas se deve a parametros
termodinamicos, segundo os quais os defeitos irdo migrar para uma regido de menor
energia.’”™

Outro fato a ser considerado, é que o tratamento térmico homogeneiza a porosidade,
formando uma estrutura mais compacta evitando a formac¢do de macroporos na regido tutil da
membrana, segundo Park et al. (2005) a formacdo de membranas por inversdo de fase sempre
¢ acompanhada de alta assimetria ¢ em alguns casos macroporos, sendo necessario, para

algumas membranas a adi¢do de agentes de nucleagdo como polivinilpirrolidona (PVP)."!

4.7 Microscopia eletrénica de varredura (MEYV)

Microscopia eletronica de varredura (MEV) ¢ um método muito utilizado para a
caracterizagdo da morfologia e tamanho de poros de membranas.
Nas Figuras 31 e 32 sdo mostrados os resultados de MEV da superficie e da secc¢ao

transversal das membranas de PSU.
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Figura 31: Micrografias obtidas em MEV da superficie dos filmes de PSU com amplicagdo de A) 500X e
B)3000X

Figura 32: Micrografias obtidas em MEV da secgdo transversal dos filmes de PSU obtidos por inversdo de
fase e fraturados criogenicamente com N, liquido. Ampliagdo de: A) 500X e B) 5000X

Os poros das membranas de PSU sdo menores que 2,5 pim, como pode ser observado
nas Figuras 31 e 32. Com a ampliagdo maxima obtida (5000X) ndo puderam ser observados
poros nas membranas, mesmo quando estas foram fraturadas e foram realizadas analises da

seccao transversal.

4.7 Espessura das membranas

As membranas obtidas pelo processo de inversdo de fase PSU2, PSU3 e PSU4
apresentaram espessura final de 34+3um, 48+4um e 54+6um, respectivamente; espessura
inferior a das membranas Selemion” CMV com 123#2um e CMT com 214+1um e valor

inferior ao encontrado usualmente para as membranas de ED (50 a 250 pm)."! A menor
espessura das membranas de PSU devera facilitar o processo de ED, visto que a difusdo

através da membrana sera facilitada.



4.8 Capacidade de troca ionica

A capacidade de troca i6nica das membranas foi determinada por titulagdo, segundo
procedimento descrito por Krol e Strathmann.!”!'!]
Na Figura 33 s3o mostrados os resultados da capacidade de troca ionica para as

membranas de PSU obtidas por inversao de fase, em comparagcdo com membranas comerciais

de eletrodialise.
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Figura 33: Capacidade de troca idnica das membranas de polissulfona PSU2,
PSU3 e PSU4 e membranas comerciais de eletrodidlise Selemion” CMV e CMT

As membranas de PSU obtidas por inversdao de fase apresentaram capacidade de troca

idnica inferior & das membranas comerciais Selemion” CMV e CMT. Este resultado ja era
esperado, visto que as membranas comerciais apresentam resina de troca ionica imobilizada
no substrato polimérico, enquanto nas membranas de PSU essa capacidade ¢ originada pelos
grupos sulfonicos livres na superficie do polimero."

Também pode ser observado, que a membrana com menor espessura (PSU2) € a que
apresenta a maior capacidade de troca i0nica; e esta propriedade diminui com o aumento na
espessura. A capacidade de troca i6nica da membrana PSU2 foi de 0,74+0,53 mmol.g" valor
préoximo ao encontrado em membranas de polissulfona sulfonadas (0,6 — 1,5 mmol.g"), que
foram desenvolvidas por Park et. al. e utilizadas para a condugao de prétons e transporte de

metanol.”!

4.9 Capacidade de adsorc¢ao de agua

A medida da adsor¢do de dgua pelas membranas poliméricas ¢ um método importante

no controle e informagdo sobre a hidrofilia /hidrofobia. Segundo Wang et. al. (2006) a

capacidade de adsor¢do de agua para membranas de alcool polivinilico com [-ciclodextrina
como seletor quiral (CSAM) ¢ de 50-55%; essas membranas sdo utilizadas para separacao de
misturas racémicas.”

Na Tabela 9 sdo apresentados os valores para a capacidade de adsorcao de agua e

capacidade de troca idnica das membranas de PSU e das membranas comerciais Selemion"”.

Tabela 9: Valores para a capacidade de adsor¢do de 4dgua e capacidade de troca i6nica das membranas de
polissulfona PSU2, PSU3 e PSU4 e das membranas comerciais Selemion” CMV e CMT

PSU2 PSU3 PSU4 Membrana Membrana



CMV CMT

Adsorcao de agua (%) 0 0,19+0,8 2,620,443 12,5£3,1 18,6%1,7

Capacidade de troca
0,740,533  0,20+0,11  0,16%0,08 2,21+0,20 1,37+0,42
ionica (mmol.g")

As membranas de PSU obtidas por inversdo de fase, apresentam capacidade de
adsor¢do de 4gua muito baixa, como pode ser observado na Tabela 9. Essa baixa adsor¢ao de
agua se deve a hidrofobia do polimero. As membranas apresentam adsor¢do de dgua muito
inferior a apresentada por membranas de polissulfona sulfonadas, desenvolvida por Park et.
al. (2005), que apresentam adsor¢do de 4gua maxima de 58%."!

As membranas comerciais apresentam adsorcao de agua de 12,5%3,1% para a
membrana CMV e 18,6£1,7% para a membrana CMT. A capacidade de adsor¢do de agua
méxima obtida foi de 0,74+0,53% para a membrana PSU2, estes resultados estdo de acordo
com o observado por Park et. al. (2005) que relacionaram a hidrofilia a capacidade de troca

ionica.l’!

4.10 Seletividade a permeacao (permesseletividade)

A permesseletividade ¢ um pardmetro importante para caracterizar membranas de
eletrodialise. Ela determina a capacidade de permeagdo de uma solucdo de KCl em um
sistema com potencial estatico (sem a presenca de corrente).

Na Figura 34 s3o apresentados os resultados da seletividade a permeagdo

(permesseletividade) para as membranas de PSU obtidas por inversao de fase, em comparagao

com membranas comerciais de eletrodialise Selemion” CMV e CMT.
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Figura 34: Permessetividade das membranas de PSU e das membranas comerciais
Selemion™ CMV e CMT (solugdo de KCl)

As membranas CMV e CMT apresentaram permeseletividade acima de 90%, valor
superior ao apresentado pelas membranas de PSU e valor similar ao encontrado por Krol J.J.
(1997), na analise de membranas de 4cido sulfonico comerciais Neosepta”~ CMX da
Tokuyama Soda Inc.®! A membrana que apresentou a maior permeseletividade (57,7£16,7%)
foi a PSU3. A membrana PSU2 apresentou permesseletividade intermediaria e o PSU4 foi a
que apresentou a menor permeseletividade (Figura 34).

Mesmo com valor inferior ao das membranas comerciais, estas membranas possuem

capacidade para serem utilizados como membranas de eletrodidlise no processo de separacao



de misturas quirais, pois segundo Wang et. al. (2006) a seletividade da membrana esta

relacionada ao seletor quiral incorporado a matriz polimérica.”*”!

4.11 Resisténcia aparente do sistema

A resisténcia aparente ¢ a medida da resisténcia elétrica total do sistema com as
membranas, porém essa medida s6 ¢ valida para o sistema utilizado neste trabalho, pois a
resisténcia elétrica é diferente entre diferentes sistemas de ED."!

Os ensaios de resisténcia elétrica, foram realizados com densidade de corrente maxima
de 20mA.cm?, pois as membranas de PSU preparadas por inversdo de fase, ndo resistem a
densidades de correntes maiores. Valores de densidade de corrente maiores que 20mA.cm™
provocam furos nas membranas de PSU devido a alta resisténcia destas a passagem de
corrente.

Segundo Park et. al. (2005), em ED a resisténcia elétrica das membranas ion-seletivas,
compete com a forga motriz do sistema e ¢ geralmente fun¢do da troca idnica dos sitios
funcionais da membrana (SO5).”!

Nas Figuras 35 e 36 e 37 sdo mostrados os resultados da resisténcia elétrica da cela de

ED, resisténcia aparente do sistema e resisténcia elétrica das membranas de PSU e das

membranas comerciais Selemion” CMV e CMT.
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Figura 35: Resisténcia elétrica do sistema (cela) de ED de dois
compartimento, sem membranas
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Figura 36: Resisténcia elétrica das membranas de PSU e das membranas
comerciais CMT e CMV
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Figura 37: Resisténcia aparente do sistema de ED: A) com membrana PSU2, B) com membrana PSU3, C) com
membrana PSU4, D) com membrana CMV ¢ E) com membrana CMT

Pode ser observado que a resisténcia elétrica diminui com o aumento da densidade de

corrente. A resisténcia aparente do sistema e a resisténcia elétrica dos filmes PSU3
(80,16 Q.cm?) e PSU4 (73,49 Q.cm?), foi superior a das membranas comerciais Selemion"

CMV (11,99 Q.cm?) e CMT (11,41 Q.cm?) (Figuras 36 ¢ 37).



A membranas de PSU com menor espessura (PSU2) foi o que apresentou menor
resisténcia elétrica (3,49 Q.cm?), resisténcia similar a obtida por Krol J.J. (1997) para
membranas comerciais de 4cido sulfonico Neosepta” CMX da Tokuyama Soda Inc. Essa
resisténcia elétrica também € superior a especificada pelo fabricante que é de 5 Q.cm’ para a
membrana CMT e 3 Q.cm” para a membrana CMV, esse erro se deve a baixa sensibilidade
dos equipamentos utilizados para determinacdo da resisténcia aparente do sistema, pela alta
resisténcia das membranas e alta resisténcia da cela, o que podera provocar erro nas

analises.®7!

4.12 Porosidade

A partir dos dados obtidos na porosimetria de mercurio, foi calculada a distribui¢dao
de poros para cada membrana de PSU.
Nas Figuras 38, 39 e 40 sdo mostrados os resultados da distribuicdo média dos poros

para as membranas de PSU.
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Figura 38: Distribuicdo média de poros (%) versus diametro dos
poros das membranas de polissulfona PSU2 (porosimetria de
mercurio)
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Figura 39: Distribuicdo média dos poros versus didmetro dos poros das
membranas de polissulfona PSU3 (porosimetria de merctrio)
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Figura 40: Distribui¢do média dos poros versus didmetro dos poros das
membranas de polissulfona PSU4 (porosimetria de merciirio)

Alguns autores como Lee et. al. (2003) observaram que com a adicdo de agentes de
nucleacdo como PVP poli(vinil pirrolidona) a influéncia sobre a fase de inversdo (estrutura
polimérica), proporcionam variaveis na estrutura, incluindo porosidade e conseqiientemente

permeabilidade.!”!



As membranas de PSU apresentam poros com diametro menor que 100 nm, este
diametro de poros esta na faixa de porosidade obtida em membranas de ultrafiltracdo (100 nm
a 5 nm).*Y

As membranas produzidas neste trabalho possuem tamanhos de poros semelhantes a
membranas comerciais de PSU Diaflo” PM10 e PM 30 da Amicon Corp., que foram
analisadas por Bowell et al. (1996) por microscopia de forga atomica (AFM). Estas
membranas apresentam poros com didmetro de 7,7 nm a 25,7 nm para a membrana PM 10 e
16,7 nm a 62,7 nm para a membrana PM 30.1*!

Na Tabela 10 s3o apresentadas algumas propriedades das membranas de PSU, obtidas

na porosimetria de mercurio.

Tabela 10: Propriedades dos filmes de PSU obtidas por porosimetria de mercurio

Filmes de PSU PSU4 PSU3 PSU2
~ Porosidade (%) 85,65 68,16 58,18
Area superficial (m*.g") 243,69 188,53 145,21
Diametro de poro médio (nm) 14,2 15,6 18,0
Variacao do diametro dos poros 91 -6,7 93 -6,7 79 -6,7
(nm)
Quantidade de poros na faixa 99,999 99,999 99,998
avaliada (%)

* Analises realizadas na FEQ/UNICAMP

Conforme pode ser observado na Tabela 10, a espessura das membranas de PSU tem
forte influéncia na porosidade e na drea superficial. Membranas com menor espessura
possuirdo menor porosidade e menor area superficial e quanto maior a porosidade maior sera
a capacidade de permeagido da membrana.*”

A porosidade das membranas de PSU ¢ muito superior a obtida por Glavchev et al.
(2003) para membranas de triacetato de celulose (12-22%) e estd na faixa das membranas

comerciais de PSU que ¢ de 83%.17



4.13 Caracterizacio de enzima livre

A enzima utilizada para imobilizagdo foi a lipase PS da Amano Enzyme Inc. Esta
enzima ¢ utilizada para hidrolisar vérias gorduras de animais e plantas, também ¢ utilizada
para separagdo de compostos opticamente ativos e em sinteses quimicas.!™
O método utilizado para determinagdo da atividade hidrolitica da lipase, foi a hidrolise

do PNPA (Figura 41). Cada unidade de atividade enzimdtica (U) ¢ definida como a

quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1umol de substrato (PNPA) por minuto.®!

OOCCH;4 OH

* HZO _ * CH3COOH
NO, NO,
PNPA p-nitro fenol acido acético

Figura 41: Reacdo de hidrolise do PNPA[®

Nas Figuras 42 e 43, sdo apresentados, os resultados da cinética para determinagao da
velocidade maxima de hidrdlise do PNPA com lipase livre (Vi) € da constante de Michaelis

Menten (Ky).
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Figura 42: Concentrag¢do do substrato (PNPA) versus velocidade de hidrélise do
PNPA com lipase livre
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Figura 43: Hidrolise do PNPA - Cinética para determinagéo da velocidade maxima
e da constante de Michaelis Menten

Através da equacdo obtida na Figura 43, pode-se determinar K., ¢ a velocidade
maxima (Vmix) da reagdo de hidrdlise do PNPA, para caracterizar o estado de equilibrio
dindmico da reagdo. A constante de Michelis-Menten (K.,) para a reac¢do ¢ 2,005 mmol.mL™",
esta concentragdo corresponde a concentragdo de substrato na qual a reagdo enzimatica atinge
a metade da velocidade maxima (Vi) que € 1,478.10° mmol.mL™".min™'.

Com o valor de Vs, também pode-se determinar a atividade enzimatica maxima para

a enzima livre, conforme a equagao (8):



. . . y . -1 Vmax |llrea\c;zio
Atividadeenzimatica (U lg" ) = ——— (8)
menzima (g)

onde:

Vmax = velocidade maxima;

Vieagio = volume total da reagdo (3mL neste trabalho);

Menzima = Massa da enzima na reacao;

A atividade enzimatica foi calculada de duas maneiras: 1) utilizando a velocidade
maxima obtida na Figura 42 (1,22.10° mmol.mL".min™) e; 2) utilizando os dados do modelo
de Michaelis-Menten (Figura 43).

A atividade obtida para a enzima livre nas condi¢des especificadas (37°C e 5 minutos
de reago) foi de 12200 U.g" (Figura 42) e 14780 U.g" (Figura 43), estes valores, mesmo
sendo diferentes evidenciam que o modelo escolhido esta correto, pois a diferenga se deve ao
erro experimental.

A atividade medida para a enzima livre esta abaixo da especificada pelo fabricante

(30000 U.g™").7

4.14 Imobilizacao da enzima

Nas Figuras 44, 45 e 46 sdo mostrados os resultados da curva de calibracdo para
determina¢do da quantidade de enzima imobilizada pelo método de Bradford, os resultados
para o rendimento da reacdo de imobilizagdo da lipase PS nas membranas de PSU e a

quantidade de enzima imobilizada nas membranas, com diferentes tempos de imobilizacao.
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Conforme pode ser observado nas Figuras 45 e 46, o rendimento da reagdo de
imobilizagdo e a quantidade de enzima imobilizada nos filmes de PSU aumentam com a
passar do tempo, atingindo um rendimento maximo de 61,2+15,1% para uma quantidade de
enzima imobilizada igual a 2,35+0,44 (mg de enzima/g de polimero), em 18 horas de
imobilizacdo, valores proximos aos obtidos por Yunus et. al. (1996) que imobilizaram lipase

em poli(metil metacrilato).’” Para tempos maiores que 18 horas a reagdo de imobilizagdo se



mostrou reversivel, ocorrendo um decaimento no rendimento da reagdo. Com base nesses
resultados, foi estipulado um tempo de 18 horas para a imobilizagdo da enzima nos filmes de

PSU.

4.15 Atividade enzimatica

A atividade enzimatica pode ser calculada segundo a equacao 9:

Atividade (U,g'l) e g r ©)
menzima (g)

onde:

ABS = absorbancia;

€ = coeficiente de extingdo molar (9.123 para a hidrélise do PNPA e leitura em
comprimento de onda igual a 410 nm);

t = tempo de reacdo (5 minutos);

Menzima = Massa da enzima presente na reacao.

Foi determinada a atividade enzimatica para a enzima imobilizada nas membranas de
PSU (PSU2), com um tempo de imobilizacdo de 18 horas. Essa atividade foi calculada
utilizando a equagao (9).

Na Tabela 11, sdo apresentados os resultados da atividade enzimatica para a enzima

imobilizada nas membranas PSU2.



Tabela 11: Medidas da atividade enzimatica para a lipase PS imobilizada nas membranas de polissulfona PSU2

Absorbancia  Volume de reaciao Massa da Massa de enzima Atividade
(UA) (mL) membrana (mg) imobilizada (mg) enzimaitida (U.g")
0,553 21 83,8 0,213 1195
0,583 21 103,1 0,240 1118,3
0,648 21 110,5 0,241 1237.,8

Ocorreu perda na atividade da lipase apos a imobiliza¢do, diminuindo de 14.780 U.g™

para a enzima livre, para 1.184 £150 U.g"' que € a atividade da enzima imobilizada. Este fato

ja foi mencionado por varios autores,’ !

mas esta diminui¢do foi considerada satisfatoria,
visto que a enzima ainda manteve 8% da atividade inicial apds a imobilizacao.

Outro fator a ser considerado € que a enzima ndo sera utilizada para realizagdo de
atividade hidrolitica, e sim para reconhecimento quiral, e a atividade ndo serd o fator de maior

importancia neste tipo de utilizagdo, e sim a capacidade de reconhecimento quiral e a

capacidade de translocamento.™”

5 CONCLUSOES



A producdo de membranas poliméricas de polissulfona (PSU) por inversao de fase
requer um controle rigoroso de processo, pois sdo varios os fatores que poderdo interferir nas
caracteristicas finais da membrana produzida.

O solvente (cloroférmio), o ndo solvente (agua), os tempos e as temperaturas
utilizados para a inversdo de fase ndo alteraram a estrutura quimica do polimero conforme
analise de infravermelho (FTIR).

A determinagdo da viscosidade e tensdo superficial das solugdes de PSU utilizada para
a preparacao das membranas foram etapas fundamentais para o processo de espalhamento
(casting) da solugdo e para o processo de inversdo de fase; foram determinantes para inibir
alteracdes estruturais e para controlar tamanho de poros e a porosidade.

As membranas de PSU apresentaram caracteristicas de permesseletidade e capacidade
de troca i6nica inferiores a membranas comerciais de eletrodialise Selemion” e membranas de
polissulfona sulfonadas, devido a baixa quantidade de grupos trocadores de ions (SOs3).
Também sdo hidrofobicas e apresentam alta resisténcia a passagem de corrente, fatores
indesejados para utilizagdo em processo de eletrodialise (ED).

O didmetro médio de poros das membranas preparadas foi menor que 100 nm,
tamanho de poros usual para membranas de ultrafiltragdo.

O tamanho de poros obtido (menor que 100 nm), a porosidade (58 a 86%) e
principalmente a area superficial das membranas (145 a 244 m”.g™") favoreceram o processo
de imobilizacdo, pois suportes com grande area superficial favorecem o acesso da enzima,
facilitando a imobilizacao.

A perda de atividade da lipase imobilizada deve-se principalmente a efeitos estéricos e
conformacionais, pois a ligacdo covalente entre a enzima e o suporte, pode promover um

estiramento da molécula da enzima, levando a uma alteracdo na estrutura tridimensional do



sitio ativo; e podem ocorrer impedimentos estéricos que resultam na dificuldade de acesso do

substrato ao sitio ativo da enzima.



6 SUGESTOES PARA CONTINUIDADE

Utilizar as membranas preparadas para reconhecimento quiral da mistura racemica do
farmaco propranolol em eletrodialise (ED).

Preparar novas membranas de polissulfona (PSU) utilizando agentes de nucleacdo, por
exemplo poli(vinilpirrolidona) (PVP), com a finalidade de conferir maior didmetro de poros e
maior porosidade nas subcamadas da membrana, conferindo a esta uma camada superficial
densa com subcamada porosa, facilitando a permeagao e fluxo.

Determinar os parametros de permeagdo (seletividade e fluxo) das membranas
produzidas.

Sulfonar a PSU com 4acido clorosulfonico e clorotrimetil silano para aumentar as
caracteristicas de permesseletividade e capacidade de troca idnica; conferir hidrofilia e
diminuir a resisténcia a passagem de corrente.

Testar as membranas produzidas em outros processos de separagdo, por exemplo

ultrafiltragdo, visando a separag¢do de misturas quirais.
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