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RESUMO

SOARES, M. S. Sintese e caracterizacio de espumas de poliuretano para
imobilizacio de células integras e aplicacio na sintese de biodiesel. 2012. 117p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de
Sao Paulo, Lorena, 2012.

O presente trabalho teve por objetivo sintetizar espumas flexiveis de poliuretano e estudar
seu desempenho como matriz para imobilizacdo de células integras de micro-organismo
com elevada atividade lipolitica (glicerol éster hidrolase — E.C. 3.1.1.3). A biomassa
imobilizada foi empregada como catalisador na sintese de biodiesel a partir do 6leo de
babacgu e etanol. Na primeira etapa do trabalho, foram avaliadas as condi¢des de sintese
das espumas de poliuretano e verificado a necessidade do uso dos catalisadores e
surfactantes na formulacdo para se obter espumas com resisténcia a solventes e com
poros bem distribuidos. Com o objetivo de controlar o didmetro dos poros das espumas,
foram sintetizadas sete espumas. Em trés formulag¢des foram utilizados poliois poliéter de
diferentes massas moleculares, 1100g/mol, 3000g/mol e 6000g/mol com mesma agitagcao
(2500RPM) e os produtos apresentaram poros de menores dimensdes. Em outras trés,
duas utilizando o poliol com massa molecular de 3000g/mol e agitacdes de 500 RPM e
1500RPM, foram obtidas espumas com tamanho de poros diferentes e maiores que as
anteriores; em outra formula¢do foi utilizado poliol de menor massa molecular
(1100g/mol) e agitacdo de SOORPM, quando foi obtida espuma com tamanhos de poros
diferentes das trés primeiras formulagdes. Na ultima formulacdo foi utilizado um poliol
poliéster e agitagao de 2500RPM na qual o diametro de poros foi semelhante ao das trés
primeiras formulagdes. Todas as espumas foram caracterizadas quanto a densidade
aparente, tamanho de poros, permeabilidade ao ar, grau de inchamento, quantidade de
solvente absorvida pelo polimero e sor¢dao de agua. Nesta etapa foi verificada a eficiéncia
da agitagdo para o controle da dimensdao dos poros. Na etapa seguinte, as espumas
sintetizadas e uma espuma comercial pré-selecionada e utilizada como controle, foram
empregadas nas imobilizagdes das células integras de Mucor circinelloides. Foram
avaliadas as atividades de hidrolise das biomassas imobilizadas e a quantidade de micélio
adsorvido nas espumas. Na seqiiéncia as células foram empregadas na etandlise de dleo
de babagu em meio contendo terc-butanol como solvente. Os resultados obtidos
indicaram uma influencia do tamanho de poros e do tipo de poliol no rendimento da
bioconversdo. Elevados rendimentos foram obtidos com as espumas com poros de
menores dimensoes, sendo estas utilizadas em bateladas consecutivas com o objetivo de
comparar as respectivas estabilidades operacionais. Ao se utilizar espuma com didmetros
de poros maiores, houve um aumento das conversdes nas primeiras 24 horas, porém um
comprometimento dos rendimentos finais na transesterificacdo. As espumas com poliol
poliéter apresentaram boa biocompatibilidade com o fungo, destacando as espumas
sintetizada com os poliois de massa molecular de 1100g/mol, por apresentar boa
estabilidade operacional e a espuma com poliol de massa molecular de 6000g/mol, por
apresentar o maior rendimento, cerca de 87%. Entre as espumas testadas aquela
sintetizada a partir de poliéster ndo apresentou uma boa biocompatibilidade devido a
inibicdo da producdo da lipase intracelular na biomassa imobilizada. Os resultados
obtidos indicaram que as espumas de poliuretano apresentaramm boas caracteristicas para
a imobilizagdo de células de M. circinelloides € que as biomassas imobilizadas nestas
matrizes apresentaram boas propriedades cataliticas.

Palavras-chaves: Espumas de poliuretano. Imobilizacdo de células. Biodiesel



ABSTRACT

SOARES, M., S. Synthesis and characterization of polyurethane foams for
immobilization of whole cell and application in the synthesis of biodiesel. 2012. 117p.
Dissertation (Master of Science) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao
Paulo, Lorena, 2012

This study aimed to synthesize flexible polyurethane foams and to study their performance
as matrix for immobilization of whole cell micro-organism with high lipolytic activity
(glycerol ester hydrolase - EC 3.1.1.3). Each system consisted of polyurethane matrix and
whole cell, called immobilized biomass, was used as catalyst in the synthesis of biodiesel
from babassu oil and ethanol. In the first stage of the research were evaluated the
conditions of synthesis of polyurethane foams and verified the utilization of catalysts and
surfactants in the formulation to obtain foams with resistance to solvents and well-
distributed pores. In order to control the pore diameter of the foams, seven foams were
synthesized. In three formulations were used polyether polyols with different molecular
weight, 1100g/mol, 3000g/mol and 6000g/mol with same agitation (2500rpm) and the
foams exhibited pores of small dimensions. In other three synthesis, two of them using the
polyols with molecular weight of 3000g/mol and agitations of 500 rpm, 1500 rpm, the
foams showed the different and bigger pore dimensions when compared with the first three
formulations; in other using polyol with lower molecular weight on agitation (1100g/mol)
and 500rpm, resulting in foams with different pore sizes. The last foam with polyester
polyol and agitation of 2500rpm showed the same pores sizes of the first three formulatios.
All foams were characterized in terms of apparent density, pore size, air permeability,
degree of swelling, amount of absorbed solvent by the polymer and water sorption. This
step was verified the influence of the agitation speed in the control of pore size. In the next
step, the synthesized foams and a pre-selected foam used as control, were used in
immobilization of whole cells of Mucor circinelloides. The hydrolytic activity of
immobilized biomass and the amount of adsorbed mycelium foams were evaluated. In the
following step, the whole cells immobilized in the matrixes of polyurethane were
employed in the ethanolysis of babassu oil using tert-butanol as solvent. The results
indicated the influence of pore size and the type of polyol in the bioconversion yield. High
yields were obtained with foams with smaller pores sizes, which were used in consecutive
batches in order of evaluate the operational stability. When using foam with larger pore
diameters, there was an increase in conversions in the first 24 hours, but a commitment of
final earnings in the transesterification. Although the polyether polyol foams showed good
biocompatibility with the fungus, highlighting the foam polyols synthesized with a
molecular mass of 1100g/mol by presenting good operational stability and foam polyol
with a molecular mass of 6000g/mol by presenting the highest yield (87%). Between the
tested foams the one synthesized with polyester did not show good biocompatibility due to
inhibition of intracellular production of biomass immobilized lipase. The results indicated
that the polyurethane foams had good characteristics for immobilization of whole cells of
M. circinelloides as well as the immobilized biomass showed good catalytic properties.

Key words: Polyurethane foams, Whole cell immobilization; Biodiesel
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1. INTRODUCAO

Na ultima década devido ao esgotamento das reservas de combustiveis fosseis, o
aumento no preco do barril de petroleo, a poluicdo gerada pelos combustiveis
convencionais € a normas mais rigorosas de emissdo de poluentes gasosos, os
biocombustiveis tém atraido aten¢do mundial levando-o a uma posi¢do de destaque no
cenario energético. Entre os tipos de combustiveis renovaveis, o biodiesel se destaca por
ser uma excelente alternativa em substitui¢do ao diesel de petroleo e ainda por apresentar
as vantagens de ser biodegradavel, ndo toxico, apresentar baixa emissdo de particulados e
monodxido de carbono, ser isento de enxofre e apresentar um alto nimero de cetano
(BALAT, 2011; FAZAL; HASEEB; MASJUKI, 2011; MANIQUE et al., 2012; DO
CARMO et al.,2012).

O biodiesel ¢ definido como um monoalquil éster de acidos graxos de cadeia
longa e derivados de fontes renovaveis como 6leos vegetais e gorduras animais, que pode
ser usado em motores de igni¢do por compressao. O método mais usual de obtencao ¢ o da
transesterificacdo, na qual ocorre a transformacao de triglicerideos em moléculas de ésteres
de 4cidos graxos, que ¢ intermediado por diferentes sistemas cataliticos (FERBAEK;
CHRISTENSEN; NORDDAHL, 2009; GOG et al., 2012).

Os varios tipos de catalisadores usados para a reacdo de obtencdo do biodiesel
podem ser agrupados em quatro categorias: alcalinos, acidos, enzimaticos e heterogénicos
inorganicos. A rota que utiliza os catalisadores enzimaticos, portanto a rota enzimatica,
vem sendo muito pesquisada por causa da alta pureza dos produtos obtidos em condigdes
brandas de reacdo. Embora atualmente, a transesterificagdo enzimatica ndo possa competir
com a rota quimica, poderia gradativamente substitui-la devido ao crescente interesse pela
utilizacao desse bicombustivel (MACEDO; MACEDO, 2004; MEHER; SAGAR; NAIK,
2006; GOG et al., 2012).

Dentro da tecnologia da catdlise enzimadtica, as lipases intracelulares vém
despertando grande interesse de investigacdo pelo seu potencial uso nos processos
biotecnoldgicos, pois sua aplicacdo pode reduzir consideravelmente os custos de um
processo enzimatico. Diversos estudos estdo sendo direcionados para utilizacao de células
integras de fungos filamentosos como biocatalisadores, ainda baseados em sua habilidade
de imobilizacao e na evidéncia de conterem proteinas funcionais de interesse na superficie

celular, como as lipases intracelulares que se encontram ligadas a membrana celular. Além
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disso, técnicas simples de imobilizacdo e a relativa facilidade de ampliagdo de escala ao se
utilizar fungos filamentosos tornam as células integras um biocatalisador com vantagens
comerciais (ADAMCZAK; BORNSCHEUER; BEDNARSKI, 2009).

Entretanto, para se utilizar células integras lipoliticas como biocatalisadores de
uma forma conveniente, as células devem ser imobilizadas de tal maneira que se
assemelhem a catalisadores sdlidos utilizados convencionalmente em reagdes quimicas.
Entre os diversos métodos de imobilizagao disponiveis, a técnica que utiliza particulas de
suporte de biomassa, também conhecidas por BSP’s (Biomass Support Particles), tem
muitas vantagens sobre outros métodos para aplicagdes industriais, dentre as quais se
destacam a simplicidade de imobilizagdo da biomassa, o crescimento natural do
microorganismo € o baixo custo de producdo das BSP’s (FUKUDA; KONDO; NODA,
2001; YOSHIDA, et al., 2012).

Recentemente, a literatura relatou diversos trabalhos destacando o emprego de
células integras imobilizadas para mediar reagdes de hidrdlise, esterificagdo e
principalmente transesterificacdo de Oleos vegetais, visando a obtencao do biodiesel. Na
maioria deles, quando reacdes de metandlise foram conduzidas por células integras
imobilizadas, o rendimento de producdo de ésteres metilicos foi praticamente igual ao
obtido com lipases extracelulares, porém com uma reducdo substancial no custo da
preparacao do biocatalisador imobilizado. Este fato sugere que o uso das células integras
imobilizadas, em uma matriz adequada, pode oferecer um meio promissor para producao
de biodiesel em escala industrial (MEHER; SAGAR; NAIK, 2006; CHEN; LIN, 2010).

Entre os suportes adequados para a imobilizagdo de biocatalisadores, os
poliuretanos (PU’s) vém se destacando como uma matriz promissora para imobilizar ndo
somente enzimas, mas também biomassa microbiana (células integras). Apesar dessa
tendéncia, a maioria das pesquisas utiliza as espumas disponiveis comercialmente como
suporte € ndo reporta a razao da escolha de uma determinada formulagdo de espuma, bem
como a relagdo entre os reagentes usados na preparacdo da espuma e a retencdo da
biomassa microbiana ( DE ORY et al, 2004; DIAS et al, 2001).

Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivo geral sintetizar espumas de
poliuretano destinadas a suportar células integras de fungos filamentosos com elevada
atividade lipolitica para ser utilizado como biocatalisador na rota etilica do 6leo de babagu
visando a produgdo de biodiesel. Levando em consideragdo este aspecto, o objetivo
proposto neste projeto sera alcancado mediante a execu¢do das seguintes etapas, que

podem ser visualizadas como objetivos especificos:
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Controlar a sintese da espuma de poliuretano visando determinar as condi¢des
de polimerizacao levando em consideracao os principais fatores que
influenciam na formulagao da espuma e na biocompatibilidade, incluindo
tamanho e quantidades de poros da espuma, quantidade de poros abertos e

fechados, densidade, permeabilidade e sor¢ao;

Selecionar formulagdes mais biocompativeis, avaliando a colonizagdo do
micro-organismo selecionado, a sua retencao no polimero e producao das

lipases intracelulares.

Testar a eficiéncia do sistema imobilizado na sintese de biodiesel utilizando

como matéria-prima lipidica o 6leo de babagu e como agente acilante o etanol.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste topico serdo abordados temas referentes aos poliuretanos, incluindo o seu
historico, com foco nas espumas flexiveis e a sua versatilidade, as reagdes envolvidas nas
suas sinteses, os fatores que favorecem uma boa espumagdo e a sua aplicagdo como
suporte para imobilizagdo de biomassa. Em seguida serdo abordados temas sobre os
fungos, o emprego de espuma para a imobilizacao de células, a utilizagdo de lipases como
biocatalisadores e por fim o emprego de células, produtoras de lipase intracelular, e

imobilizadas em espumas de poliuretano, para atuarem como biocatalisador na produgao

de biodiesel.

2.1. Historico dos Poliuretanos

O conhecimento da reacdo de produgdo de ligacdes uretdnicas data de 1849,
quando Wurts ¢ Hofmann relataram pela primeira vez a reacdo entre um isocianato € um
composto contendo grupo hidroxila (SERVES, 2007). Em seguida, Otto Bayer et al., em
1937, utilizaram essa reagdo para o desenvolvimento dos PU’s, reagindo um di-isocianato
com glicdis, resultando em uma reagdo de poli-adicdo (VILAR, 2002). Também ¢ possivel
sintetizar ligacdes uretanicas sem a utilizagdo dos isocianatos. Neste caso deve-se utilizar
oligdbmeros que possuem grupos carbonatos ciclicos que devem reagir com diaminas, ou
ainda reagdes envolvendo vinil carbonatos com aminas (ROKICK; PIOTROWSKA, 2002;
MATSUMURA; SOEDA; TOSHIMA, 2006).

As primeiras produgdes de espumas poliuretanicas ou de poliuretano (EPU’s)
foram realizadas por Leverkusen entre 1952 e 1954, utilizando poliésteres como poliois,
dando origem as primeiras espumas e assim desenvolvendo a base para a tecnologia
comercial de espumas. Foi entdo que em 1957 iniciou-se a utilizagdo de poliois poliéteres e
por causa de suas vantagens técnicas e comerciais, estes novos poliois ganharam
rapidamente espago no mercado das EPU’s (SERVE, 2007).

Os PU’s sdo polimeros versateis devido a variedade dos grupos constitutivos e da
possibilidade de polimeriza¢do controlada, o que permite a adaptagdo do processo e da
composicdo para a obtencdo de materiais para as mais variadas exigéncias, desde a sola de
calgados a implantes cirtargicos, pois um PU pode conter grupamentos: a) aromaticos, b)
alifaticos, c) ciclicos, d) amidas, e) uréia, f) ésteres, g) éteres, entre outros (ZECK, 2004).

Além dos grupamentos encontrados no mondmero utilizado, as diferentes caracteristicas
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quimicas e fisicas dos poliuretanos também sdo obtidas pela adi¢do de outros compostos
quimicos que atuam como catalisadores, agentes de expansdo, agentes de reticulacao,
agentes de extensao de cadeia, surfatantes e aditivos, permitindo que o polimeros assumam
estruturas celulares (espumas flexiveis e rigidas, elastomeros micro-celulares e
membranas) ou uma forma sélida (elastomeros, revestimentos, selantes, adesivos, etc) (DE
ORY et al, 2004).

Portanto a escolha dos reagentes para a sintese de um PU, bem como, a proporcao
entre eles ¢ responsavel pela alta flexibilidade, fazendo com que esses polimeros ocupem
posi¢do importante no mercado mundial de polimeros sintéticos de alto desempenho
(VILAR, 2002; OCHIAIL INQUE; ENDO, 2005; THOMSON, 2005; MATSUMURA;
SOEDA; TOSHIMA, 2006).

A classificagao das espumas como flexiveis ou rigidas, depende principalmente da
escolha do poliol. As flexiveis sdo preparadas a partir de polidis de massa molecular
moderadamente elevada, variando de 1000 a 6000 e baixo grau de funcionalidade,
variando de 1,8 a 3, ao contrério das espumas rigidas, que na qual o poliol apresenta massa
molecular entre 250 ¢ 1000 e alta funcionalidade, de 3 a 12. (HERRINGTON; HOCK,
1997; VILAR, 2002).

As EPU’s podem possuir células abertas ou fechadas tornando-as permeaveis ou
impermeaveis ao ar ¢ podem ser produzidas objetivando uma gama de propriedades que
incluem maciez, resisténcia mecanica ¢ resiliéncia, entre outras. Devido a variacao de suas
propriedades, essas espumas vém sendo estudadas ha anos, com destaque para a cinética
das reacdes de sintese, sua morfologia, a disposi¢ao dos segmentos rigidos e flexiveis e o
as propriedades de aplicagdo (KAUSHIVA et al., 2000; SONNENSCHEIN et al., 2008;
CORCUERA et al., 2010; LAN; HAUGSTAD, 2011).

Nos ultimos anos foram encontradas novas aplicacdes para os PU’s nos campos
da medicina, na darea sanitaria, no campo da separagdo quimica, bioquimica e na
biotecnologia.

Na area de separagdo, as EPU’s apresentam-se com boa versatilidade. Segundo
Bowen (1970), as EPU’s podem ser aplicadas para a extracdo em fase solida de diferentes
matérias por causa da presenca de grupos ndo-polares e polares em suas estruturas,
resultando em grande afinidade por diversos tipos de substancias quimicas. Outros autores
descrevem o uso de EPU’s para o tratamento de agua, onde as espumas sao usadas para a

adsor¢ao de substancias hidrofobicas (ROBAINA; SORIANO; CASSELLA, 2009), ions
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metalicos (EL-SHAHAWI et al., 2011) ou até corantes de aguas residuais (KAMPRAD;
GOSS, 2007). Portanto, as EPU’s vém sendo consideradas excelentes matrizes para
separacao quimica.

Na bioquimica e biotecnologia, os cientistas tém atribuido as espumas de PU
caracteristicas de suporte para imobilizacdo de células e enzimas devido a sua resisténcia e
durabilidade, sua estrutura de poros, a facilidade de controle de poros durante a sintese, sua
area superficial, permeabilidade, facilidade do transporte de massa, espaco para o
crescimento de biomassa, baixa toxidade e baixo preco (DE ORY et al., 2006). Portanto,
por se tratar de um material versatil, de facil preparacdo, por possuirem células abertas,
permeaveis a gas e liquido, pelo poder de sor¢do e pela possibilidade de se produzir
materiais com uma grande faixa de propriedades, as espumas flexiveis de poliuretano sdo o

alvo principal deste trabalho.
2.2. Os aspectos quimicos da sintese das EPU’s

Ao contrario da maioria dos polimeros, cujas unidades monoméricas sdao bem
definidas, o poliuretano ¢ um polimero que ndo apresenta unidades repetitivas (uretano) de
forma regular, ndo possuindo assim, uma foérmula empirica representativa da
macromolécula. Usualmente, representa-se o poliuretano por suas unidades monoméricas
principais, o di-isocianato e o poliol, ndo sendo representados todos os tipos de ligagao que
efetivamente podem fazer parte da estrutura do polimero formado. A estrutura geral que

constitui a base da quimica desses polimeros ¢ a ligagao uretanica mostrada na Figura 2.1.

I
R—N—C—O0 + HO—R — > R—NH~ “OR

isocianato hidroxila uretano

Figura 2.1. Estrutura geral de um poliuretano.

As principais reagdes de sintese dos PU’s envolvem a reagdo de adi¢do entre um
isocianato ¢ um composto que possui hidrogénio ativo, normalmente um poliol,
responsavel pela formacdo de ésteres de acido carbamico (ligagcdes uretano) e pode ser
considerada como a reagao de propagacdo da cadeia poliuretanica, conforme esquema da

Figura 2.2.
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i I
O0—C=N—R; N=0—C+ HO— R, OH —> W(ﬁCfleRl—N—C—O—RZ—OW

H H

di-isocianato poliol poliuretano
Figura 2.2. Esquema da sintese convencional de um poliuretano.

Ja as EPU’s podem ser definidas como uma classe de polimeros que durante a
reacdo de polimerizagdo, apresentam dispersdo de gas dando origem a formagdo de
pequenos bulbos ou células, interligadas em uma estrutura tridimensional. Entdo
paralelamente a reagdo de polimerizagdo entre o isocianato e o poliol, ocorre a reacdo entre
o isocianato e a agua tendo como produto o acido carbamico, um composto de baixa
estabilidade que se decompde em amina e didxido de carbono. Esse didxido atua como
agente de expansao durante a reacdo de polimerizagdo, sendo responsavel pelo crescimento
da massa polimérica e a formacdo das células ou poros, nas espumas de poliuretano.
Alternativamente, a amina reage com outra molécula de isocianato, para produzir uréia di-
substituida responsavel pela formagdo de segmentos rigidos de poliuréia por meio de ponte

de hidrogénio. e gas carbonico, conforme mostrado no esquema da Figura 2.3.

R—NCO + H,0 HE}—NH—COO@HR—NHZ +CO,

R—NH;+R—NCO —>R—NH—CO —NHR

Figura 2.3. Esquema da reacdo de expansao e de formagao da poliuréia.

Durante a sintese, devido a reagdo de polimerizagdo ser exotérmica, ocorrem
reacdes secundarias, nas quais as ligagdes uretanicas reagem com os isocianatos, formando
as ligagdes alofanatos, que se formam em temperaturas entre 120°C e 150°C, e ligagdes de
biuretos, formados entre 100°C e 150°C, aumentando as ramificac¢des e as reticulagdes da
matriz polimérica. Por serem menos estaveis que as ligagdes uretinicas, acima de 150°C
essas ligacdes sdo degradadas nos compostos iniciais. Normalmente ¢ utilizado excesso de

isocianato para a formacao dessas ligagdes e garantir maior grau de reticulagdo nas EPU’s.
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o )

R—N—C—0—R"'+ R—N=—7C=0 R*]W —C—o0 R'
)
0 H
uretano alofanato
"9 1
R—N—C—N—R'+ R—N—/C=—0 R*T*C*N R'
I
0 H
uréia biureto

Figura 2.4. Esquema das reagdes de formacao dos alofanatos e biuretos.

As propriedades dos PU’s estdo intimamente ligadas a morfologia apresentada
pelo polimero, no qual devido as fortes interagdes entre as ligagdes uretanicas (Figura 2.5),
segmentos rigidos de carater polar sdo formados dentro de uma matriz flexivel de carater
apolar, formada pela cadeia principal do poliol utilizado, denominado de segmento
flexivel. Dessa forma, os constituintes da matriz tornam termodinamicamente
incompativeis, com conseqiiente aparecimento de dominios distintos, resultando numa
separacdo de fases (Figura 2.6). (YILGOR, et al, 2006; VILAR, 2002; HOOD et al.,
2010).

Por outro lado, na tecnologia de espumas, a formagdo da poliuréia, devido a
reagdo da dgua com o isocianato, desempenha um papel importante na formacdo da
estrutura de células abertas e na separagdo das macro/microfases na matriz. Devido as
fortes interagdes entre as ligagdes da uréia, promovidas pelas pontes de hidrogénio,
formam-se facilmente agregados de varios tamanhos, denominados de esferas de
poliuréias, que interagem com os segmentos rigidos da matriz, contribuindo para o
aumento do grau de reticulagdo e da segregacdo das fases do polimero, induzindo a

abertura das células da espuma (LAN; HAUGSTAD, 2011).
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— 0

Figura 2.5. Representacao da interagao entre os grupos uretanicas e
poliuréias (VILAR, 2002)

Figura 2.6 Microscopia de for¢a atdmica de uma EPU onde as regides escuras
representam segmentos flexiveis e as regides amarelas os segmentos rigidos;
figura A com dimensdes de Sum x Sum e figura B com 500nm x 500nm
(fonte: LAN; HAUGSTAD, 2011).

Além das esferas de poliuréia, pesquisas t€ém demonstrado que varios outros
fatores influenciam na distribuicdo dessas fases, como a estrutura quimica ¢ a massa
molecular média dos poliois, a estrutura quimica e a simetria dos isocianatos, a
cristalinidade e as interacdes entre os segmentos, o método e as condigdes de
polimerizacdo e a natureza da interface entre os segmentos dentro da matriz (YILGOR, et
al., 2006; ZHANG et al., 2007; LAN; HAUGSTAD, 2011).

Corcuera et al.(2010) analisaram a influencia do aumento dos segmentos rigidos
nas propriedades dos PU’s, nos quais foi possivel observar um aumento da dureza, no

modulo de elasticidade e na resisténcia a tragdo e por consequéncia uma diminui¢cdo na
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elasticidade do polimero. Porém, devido a boa compatibilidade entre os segmentos rigidos
e os flexiveis, ndo ocorreu modificagao significativa na Tg do polimero.

Segundo Aneja, Wilkes e Rightor (2003) a separacao entre os segmentos rigidos e
os flexiveis estd intimamente ligada ao isocianato. Os pesquisadores verificaram que, ao
utilizarem uma mistura de isdmeros de tolueno diisocianato (TDI), quanto maior a
concentracdo do isomero TDI-2,4 melhor estava distribuida a uréia no polimero e menor a

quantidade de segmentos rigidos na espuma.
2.3. Reagentes para a sintese de PU’s
2.3.1 Isocianatos

A quimica envolvida na sintese de um poliuretano estd baseada nas reagdes do
grupo isocianato, altamente reativo, podendo formar dimeros, trimeros ou até
carbodiimidas. Os isocianatos podem ser representados pela formula geral R(N=C=0),
onde R poderd ser grupos aromaticos, alifaticos ou ciclicos e “n” representa a
funcionalidade do isocianato, podendo variar de 2 (diisocianato) até 4 (poliisocianatos).

A alta reatividade do grupo isocianato (-N=C=0) deve-se a carga positiva do

atomo de carbono provocada pela seqiiéncia em ressonancia das duplas ligagcdes entre o

nitrogénio, o carbono e o oxigénio (Figura 2.7).

® O Q Q @
R—N=—C—O0 — R N=—C—O_ —R N—C=0_—R=N—C=0

Figura 2.7. Estruturas de ressonancia do grupo isocianato

Observando as estruturas de ressonancia acima, a carga positiva no atomo de carbono
¢ bastante evidente. Por outro lado, a carga negativa pode ser localizada no oxigénio, no
nitrogénio ou no grupamento R, quando este ¢ aromatico. Por isso, os isocianatos
aromaticos sdo mais reativos do que os alifaticos e, além disso, os substituintes no anel
aromatico também podem influenciar o cardter positivo do grupamento NCO (KLOSS,
2007; SERVE, 2007).

A reagdo mais importante do isocianato ¢ a de formacdo dos derivados do acido

carbamico, pela abertura da dupla ligacdo entre o carbono e o nitrogénio, por meio da
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aproximagao de um centro nucleofilico contendo 4tomos de hidrogénio ativos com ataque
ao carbono eletrofilico. O 4&tomo de hidrogénio ¢ entdo adicionado ao nitrogénio, conforme
apresentado na Figura 2.8. Com o aumento do carater nucleofilico do H-Nu, a reacao
ocorre mais facilmente em temperaturas menores. Para altas temperaturas, a reacao pode

ser revertida, indicando que esta ¢ uma reag@o de equilibrio.

R—N=—C==0 + H—Nu R—N —C—Nu

Figura 2.8. Formagao de um derivado do acido carbamico

Esta reagao ¢ muito influenciada pelo catalisador. Por exemplo, compostos acidos,
tais como acidos minerais e haletos de 4cido, reduzem a velocidade, enquanto compostos
basicos (aminas tercidrias) e compostos metalicos como os de Sn e Zn e sais de Fe,
provocam um aumento na velocidade (VILAR, 2002; ZECK, 2004; SERVE, 2007).

Os isocianatos também podem reagir entre si, especialmente na presenga de
catalisadores bdsicos, dimerizando ou trimerizando, para formar uretidinadionas ou
isocianuretos, respectivamente, como ilustrado na Figura 2.9. A dimerizacdo ¢ reversivel
acima de 150 °C, porem, os isocianuretos, que se formam pela trimerizagdo ao ser
aquecido, s3o muito estaveis e a reagao nao pode ser revertida facilmente (WOODS, 1982;

VILAR, 2004).

_ _ VRN
? R—N=C=0 —_—= R—N\C/ka

H uretidinadiona

\

N
—C~ =

R—N \C /N — R

H isocianureto
0

Figura 2.9. Dimerizagdo e trimerizacdo dos isocianatos
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Outra importante reacdo entre isocianatos ¢ a formacao das carbodiimidas. Essa ¢
uma reacdo de condensagdo, entre isocianatos que ocorre somente em altas temperaturas,
na auséncia de catalisador. Com a utilizagao de catalisadores, tais como 6xido de 1-etil-3-

metil-3-fosfolina, esta reacao pode ocorrer a temperatura ambiente, conforme a Figura 2.10
(WOODS, 1982).

R—N=C=0 + O=C=N—R —> R—N—C—N—R + CO,
Figura 2.10. Formacao de uma carbodiimida

Os grupos NCO reagem a velocidades diferentes com os diversos compostos
contendo atomos de hidrogénio ativo. As velocidades relativas das principais reacdes dos
isocianatos sao mostradas na Tabela 2.1, na qual podem ser destacadas as velocidades com
as aminas ¢ as hidroxilas (VILAR, 2002; ANEJA; WILKES; RIGHTOR, 2003;
THOMSON, 2005).

Tabela 2.1. Velocidade relativa de reagdes tipicas dos isocianatos
(Fonte: VILAR, 2002)

Composto com

Hidrogénio Ativo Estrutura Tipica Velocidade Relativa

Amina alifatica

. R-NH2 100.000
primaria
Amina alifitica RR’NH 20.000 — 50.000
secundaria
Amina aromatica Ar-NH2 200 - 300
primaria
Hidroxila primaria RCH2-OH 100
Agua HOH 100
Acido carboxilico RCOOH 40
Hidroxila secundaria RR’CH-OH 30
Uréia R-NH-CO-NH-R 15
Hidroxila terciaria RR’R”C-OH 0,5
Uretano R-NH-CO-O-R 0,3
Amida RCO-NH, 0,1

* rea¢do ndo catalisada a 25°C
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A selecdo do isocianato, de um modo geral, baseia-se nos seguintes fatores:
funcionalidade da molécula, estrutura quimica, massa molar, reatividade e a
disponibilidade no mercado. Os isocianatos mais utilizados na sintese de espumas flexiveis

¢ o di-isocianato de tolueno (TDI), portanto escolhido para a utilizagdo neste trabalho.

2.3.2. Poliois

Os poliois sd@o uns dos grandes responsaveis pelas diversas propriedades dos
poliuretanos e a sua versatilidade como polimeros em diversas areas de ciéncia. O termo
poliol abrange uma grande variedade de compostos contendo grupos hidroxilas, capazes de
reagir com os isocianatos para formar os PU’s. Os poliois mais simples encontrados para
as sinteses de poliuretanos sdo os glicdis como 1,4-butanodiol e 1,6-hexanodiol, que por
possuirem baixa massa molar resultam em segmentos poliméricos rigidos por causa da alta
concentracdo de grupos uretanicos por unidade de cadeia do polimero (VILAR, 2002;
SERVE, 2007).

Os poliois poliéteres sdo os mais utilizados na sintese de espumas flexiveis e
normalmente sdo derivados do poli(6xido de propileno)glicol e copolimeros de poli
(6xidos de propileno/etileno) glicois (PPG's), no qual a quantidade de oxido de etileno na
cadeia do poliol tem grande influencia nas propriedades do PU, sendo que um aumento da
quantidade de oxido de etileno no poliol, acarretara em um aumento do carater hidrofilico
do PU final . Outros polidis poliéteres sao o poli (6xido de tetrametileno) glicol (PTMEG
ou PTHF) utilizados em fibras e elastomeros de PU de alto desempenho e os polidis
poliméricos usados em espumas flexiveis de alta resiliéncia (THOMSON, 2005).

Além dos polidis poliéteres, temos os polidis poliésteres alifaticos utilizados em
aplicacdes de alto desempenho, os polidis poliésteres aromaticos usados em espumas
rigidas e os polidis obtidos de Oleos naturais, substituindo os poliois poliésteres nas
sinteses de PU’s (ANEJA; WILKES; RIGHTOR, 2003; THOMSON, 2005; SERVE,
2007).

Os poliois poliéteres usados na sintese de EPU’s normalmente sdo trifuncionais,
obtidos a partir de glicerina e oxido de propileno, possuindo hidroxilas secundarias e
numero de hidroxila entre 40 e 56 mg de KOH/g, reatividade média e massas moleculares
entre 3000 e 4000. Estes poliois t€ém como vantagem proporcionar uma maior solubilidade

da agua usada como agente de expansao, acarretando em menor concentracdo de micelas
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de 4gua na massa reagente, minimizando a formagdo de esferas de poliuréia que enrijecem
a espuma. Ha também poliéteres tridis reativos, feitos com 6xidos de propileno/etileno, de
massa molecular entre 4500 e 6000, com alto teor de hidroxilas primdrias, e nimero de OH
entre 28 ¢ 38 mg de KOH/g e alta reatividade. Neste caso ndo sdo necessarios a adi¢ao de
estabilizadores de espuma, do tipo poliéter polisiloxanos e catalisadores organo metalicos
para a catalise da reacdo de reticulacao (VILAR, 2002; THOMSON, 2005).

Existem também polidis poliésteres destinados a producdao de espumas
poliuretanicas, dos quais os mais utilizados sdo os poliadipatos glicois, normalmente a base
de dietileno glicol (DEG) e trimetilol propano (TMP), com massa molecular de 1.500 a
3.000, funcionalidade entre 2 e 2,05 e numero de OH entre 58-62 mg KOH/g. As
propriedades das espumas dependem da estrutura do poliol poliéster usado e a adigdo de
poliol poliéster altamente ramificado leva a obtencao de espumas rigidas (VILAR, 2002;
THOMSON, 2005).

Os poliois poliéteres apresentam maior estabilidade a hidrdlise e a atividade
microbiana e os poliésteres apresentam maior estabilidade a solventes, porém sao sensiveis

as hidrolises.

2.3.3. Catalisadores

Além dos polidis e isocianatos, sdo usados catalisadores para o controle das
reagOes de sintese de EPU’s, e assim estabelecer um balanco apropriado entre a extensao
da cadeia e a rea¢do de formacdo de espuma. Os catalisadores mais usados sdo do tipo
aminas terciarias e compostos organometalicos, principalmente a base de estanho
(dioctoato de estanho II). Os catalisadores de estanho atuam diretamente sobre a reacao de
polimerizacao, enquanto que as aminas tercidrias catalisam a reagdo entre o isocianato € a
agua, regulando a formacao da espuma (VILAR, 2002).

Os catalisadores organometalicos promovem a reagdo do isocianato com o0s
poliois, atuando como acidos de Lewis, em duas rotas preferenciais, conforme Figura 2.11

(SATO, 2002):
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I Interacdo com os sitios basicos dos poliois:
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Figura 2.11. Esquema de reacdo de catalise dos organometalicos (I e II)

Ja os catalisadores de aminas terciarias atuam no direcionamento da reag¢ao do

isocianato com a agua conforme mostrado na Figura 2.12 (SATO, 2002).
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Figura 2.12. Esquema da reacao de catalise das aminas tercidrias

Portanto, um equilibrio entre as quantidades de catalisadores de gelificacao

(octanoato de estanho) e de expansdo (amina tercidria) ¢ extremamente importante para
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definir as propriedades de certa EPU. Quando se usa baixa concentragdo de catalisador de
estanho na producdo de espumas flexiveis, o polimero demora muito a gelificar, escoa
quando expandido, ocasionando trincas no bloco de espuma. Por outro lado, um excesso
desse catalisador torna o meio reacional viscoso, resistente a pressao interna dos gases de
expansdo, ndo ocorrendo dessa forma o rompimento das paredes das células, formando
uma espuma ndo permeavel ao ar, podendo encolher ap6s a cura.

Um excesso de catalisador de expansdo pode ocasionar o colapso da formacao,
devido a rapida expansao da espuma. Pode ainda, devido a alta exotermia da reagdo entre o
isocianato e a 4gua e a capacidade de isolagdo térmica das espumas, ocorrer a carbonizagdo

no interior da espuma (SATO, 2002; VILAR, 2002).

2.3.4. Surfatantes

E essencial utilizar um agente tensoativo para controlar o processo de formagdo da
espuma. Os surfatantes de silicone exercem uma fun¢do chave como emulsificantes e
estabilizadores da espuma, sendo os poliéter polisiloxanos os mais usados. Esses
surfatantes abaixam a tensdo superficial permitindo a introducdo na mistura, do ar
responsavel pela formagao dos nucleos das células da espuma. O aumento da quantidade
de surfatante de silicone resulta na diminui¢do do tamanho das células e no aumento do seu
niumero. Embora concentracdes adequadas de surfatante de silicone promovam a
estabilidade do sistema tornando mais dificil a coalescéncia das bolhas, seu excesso
estabiliza excessivamente o sistema e pode evitar a abertura das células (KAUSHIVA et

al., 2000; SATO, 2002; VILAR, 2002; KLOSS, 2007)

2.3.5. Agente de expansdo

Um agente de expansdao ¢ o aditivo responsavel pela formacdo das células nas
espumas. Os mais usados atualmente sdo os hidroclorofluorocarbonos (HCFCs), os
hidrofluorocarbonos (HFCs), o didéxido de carbono liquido (CO,), a acetona e a dgua (que
reage com o diisocianato para formar CO,).

A medida que a reacdo exotérmica de polimerizagio ocorre, a temperatura
aumenta rapidamente e a mistura vai ficando cada vez mais viscosa e rigida, devido a

formagdo do polimero. Os agentes de expansdo, no inicio da reacdo, escapam da mistura
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com o aumento da temperatura. Porém, a partir de certa viscosidade, os gases misturados
ou formados na reagdo ndo conseguem mais escapar da mistura reagente, formando, entdo,
as cavidades (JANG; KRAYNIK; KYRIAKIDES, 2008).

O tipo de agente de expansao utilizado influencia no tamanho e na quantidade das
células da espuma. Esses sdo fatores determinantes para a condutividade térmica e acustica
do material, além das propriedades mecanicas. Em geral, constituem de 0 até 50% em

massa do sistema (VILAR, 2002).

2.4. Etapas de sintese da EPU

Em escala laboratorial a sintese de espuma de poliuretano pode ser realizada por
dois processos, o primeiro deles envolve duas etapas e € o mais indicado para fabricagdo de
elastomeros e adesivos. A primeira etapa da sintese envolve uma mistura de poliol com
excesso de isocianato em atmosfera inerte levando a formagdo de um pré-polimero de alto
peso molecular com grupos isocianatos nas extremidades, para na segunda etapa, quando ¢
adicionada uma mistura de poliol de baixo peso molecular (extensor de cadeia), surfatante,
catalisadores, entre outros, finalizando a forma¢ao do poliuretano. O segundo processo
chamado de “One Shot” ¢ o mais indicado para sintese de espuma, nesse processo sao

desenvolvidas as seguintes etapas (Figura 2.13):

1-Dosagem e Mistura dos Componentes;

d

2-Creme;

d

3-Crescimento;

d

4-Cura.

Figura 2.13. Etapas da sintese de EPU pelo método “One Shot”
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A etapa de mistura e dosagem esta representado na figura 2.14. Em um recipiente
¢ feito uma mistura do poliol e do catalisador organometélico, com auxilio de misturador
mecanico, normalmente com hélices do tipo centrifuga; entdo uma mistura contendo a
amina terciaria, surfatante e agua, normalmente denominada de ASA, ¢ adicionada ao
poliol/catalisador organometalico, e assim segue a primeira agitacdo responsavel pela
formacdo de microbolhas de ar dentro da massa polimérica que sdo estabilizadas pelo
surfactante. Em seguida adiciona-se o isocianato ¢ uma segunda agitacdo promove uma
homogeneizagao do meio e uma maior nucleacao. Esta segunda agitacdo se da em torno de
1 a 20 segundos dependendo da reatividade do poliol e da quantidade empregada de
catalisador. Finalmente, apds essa agitacdo, a mistura ¢ transferida para um molde
(THOMSON, 2005; SERVE, 2007).

ApoOs a etapa de dosagem e mistura, a massa polimérica, j4 no molde, fica
saturada com o dioxido de carbono, dando ao liquido uma aparéncia cremosa, sendo esta a
etapa de “creme”. Este fenomeno ocorre entre 6 e 20 segundos apds a mistura dos
componentes. Tempos de “creme” muito baixos indicam alta reatividade do poliol ou uma
quantidade excessiva de catalisador principalmente o catalisador aminico, que atua no
processo de formacao de CO, (THOMSON, 2005; SERVE, 2007).

Quase juntamente com a etapa de “creme” ocorre a etapa de crescimento, na qual
ocorre formagao continua de didxido de carbono e difusdo desse géas para as microbolhas,
fazendo com que a massa em polimerizagdo se expanda até atingir o seu crescimento total.
Nesta fase avalia-se a estabilidade das células e a formacao da espuma. Este processo se
completa entre 60 e 120 segundos apos a mistura dos componentes (THOMSON, 2005;
SERVE, 2007).

Finalmente, na etapa de cura, a matriz polimérica, ja estruturada, ¢ retirada do
molde e transferida para uma area de cura, permanecendo por um periodo minimo de 24
horas antes de ser manuseada. Esta fase compreende o tempo no qual a espuma ndo
apresenta mais a pegajosidade (“tack’) exterior ao toque. Utiliza-se estufas a temperaturas
de 70°C a 100°C para acelerar a cura e aumentar a sua reticulagio (THOMSON, 2005;
SERVE, 2007).
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1-Poliol +

Catalisador
2-Surfactante +Agua + Catalisador l

aminico (ASA)
1 Homogeneizagao
Homogeneizagao >
1* Agitagdo - nucleagao de

microbolhas

3-Isocianato > 1

2% Agitacdo de 1 a 20 segundo

!

Molde

Figura 2.14. Representagao da sintese de espuma de PU — etapa de dosagem e
mistura.

Na fase inicial da formagao de uma espuma flexivel, ha um pequeno crescimento
das cadeias e nao ha formagao detectavel de biureto e alofanato, grupos relacionados a
formag¢do de nés em uma rede poliuretdnica. Simultaneamente, a concentragdo do gas
carbOnico aumenta no interior das microbolhas formadas durante a etapa de
homogeneizagao (nucleagdo) e a massa da espuma comeca a expandir em volume. O gas
difunde das bolhas menores, de maior pressao interna, para as bolhas maiores de menor
pressdo, causando um crescimento das bolhas maiores e um consumo das bolhas menores.
As bolhas formadas na etapa de nucleagdo sdo muito pequenas e quase esféricas, mas
conforme elas expandem, tendem a se alongar na dire¢do das paredes da espuma (VILAR,
2002; JANG; KRAYNIK; KYRIAKIDES, 2008).

Quando volume da mistura reativa torna-se pequeno em comparacao ao volume
dos bolhas em expansdo, a area de contato entre as bolhas adjacentes torna-se uma

estrutura triangular chamada tecnicamente de bordas de Plateau (Figura 2.15). O liquido ¢



32

transferido das membranas para as bordas de Plateau por fluxo capilar, levando a formagao
das células poliédricas irregulares, que se aproximam da forma de um octaedro truncado.
A pressao total do sistema e a pressao nas células comega a cair devido ao aumento de
viscosidade, porém o grau de reticulagdo do sistema ainda ¢ baixo até que o sistema
alcance temperaturas entre 80 e 90°C. A pressio da espuma tende a aumentar
novamente com a reticulacdo até que a parede das células se rompa e a pressdo do gas
diminua juntamente com a pressdo total da espuma (WOODS, 1982; VILAR, 2002;
JANG; KRAYNIK; KYRIAKIDES, 2008).

Pode-se concluir que as caracteristicas fisico-quimicas da espuma sdo
influenciadas pela morfologia macroscopica da espuma (células) e pela morfologia
microscopica do polimero (estrutura flexiveis e rigidas), sendo muito dificil separar o

efeito de cada um desses grupos morfologicos nas caracteristicas finais do produto.

Figura 2.15. Estrutura tipica de uma espuma: uma célula encontrada numa espuma flexivel
de poliuretana, as bordas de Plateau e as respectivas areas transversais (FONTE: JANG;
KRAYNIK; KYRIAKIDES, 2008).
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2.5. Fungo filamentoso

Os fungos filamentosos sao organismos microscopios que apresentam um papel
importante na decomposicao de matéria organica. Além do papel ecoldgico apresentam um
interesse industrial na produgdo de alimentos, farmacos, intermediarios quimicos, enzimas
e materiais agroindustriais (PAPAGIANNI, 2004).

Esses micro-organismos sdo formados basicamente por hifas, que se apresentam
sob a forma de um cilindro com raio entre 1 a 10 um (TINDEMANS; KERN; MULDER,
20006). Esses “tubos” emergem do crescimento de um Unico esporo, que se estende e forma
ramificagdes, constituindo novas hifas. O conjunto de hifas entrelacadas ¢ denominado de
micélio. Quando em condi¢des adequadas os micélios assumem a forma reprodutiva, onde
sao formados os esporos ou células reprodutoras, sendo as informagdes acerca do tipo de
esporulacdo e a morfologia dos esporos utilizados na identificacio dos fungos
(PAPAGIANNI, 2004).

Quando o crescimento ocorre em culturas submersas, muito utilizado na
producao de enzimas extracelulares, os fungos podem apresentar-se nao somente sob a
forma de micélios filamentosos, mas também na forma de “pellets”, grandes agregados de
micélios de forma compacta e esférica. Em ambas essas estruturas fisicas, ocorre um
conjunto de processos fisiologicos que contribuem para a adsor¢do, armazenamento,
distribuicao de nutrientes e producao de metabolitos através da rede de hifas (CAIRNEY,
2005).

Os “pellets” sdao formados devido a habilidade dos fungos de se auto-
imobilizarem, seno esta induzida pelas condi¢des de cultivo, como forcas cisalhantes,
temperatura ¢ pH, e consequentemente o fungo crescerd de forma diferente para um
determinado produto alvo. O fungo Aspergillus niger quando em cultivo submerso, cresce
preferencialmente na forma de micélio filamentosos quando destinado a produzir enzimas,
porém assume preferencialmente a forma de “pellet” para a producdo de acido citrico
(PAPAGIANNA, 2004; VILENA et al, 2010, PRIEGNITZ et al., 2011).

Além da auto-imobilizagdo, a imobiliza¢do natural ¢ a forma usual dos fungos se
fixarem em uma superficie. Alguns autores, mesmo que de maneira ndo totalmente clara,
descrevem o mecanismo de adsor¢do de fungos em superficie. Segundo esses autores, a
adsor¢do inicia com a aderéncia dos esporos na superficie € esses esporos por apresentarem

um carater hidrofobico e um potencial de superficie negativo, acabam por interagir com a
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superficie através de forcas eletrostaticas (KOURKOUTAS et al., 2004; ROSCHE et al.,
2009; PRIEGNITZ et al., 2011).

Depois da fixacdo dos esporos sobre a superficie, ocorre a etapa de germinagao
dos esporos, que consiste na excre¢ao de substancias poliméricas e no alongamento do
tubo germinativo iniciando a formacao do biofilme. Entdo se inicia o crescimento das hifas
que logo se estende para a etapa de ramificacdo das hifas. E nesta etapa que o micro-
organismo se propaga por toda superficie. Apdés o tempo de completo crescimento, o
biofilme ja com uma complexa mistura de células de diferentes fisiologias entra na fase de
dispersdo, na qual ocorre o crescimento de hifas especializadas em reprodugdo, onde se da
a formagdo e a dispersdo dos esporos (PAPAGIANNA, 2004; KOURKOUTAS et al.,
2004; ROSCHE et al., 2009; PRIEGNITZ et al., 2011). A figura 2.16 apresenta um

esquema do ciclo de crescimento do fungo.

== Etapa de interacao

Etapa de germinagao

Etapa de
crescimento

Etapa de ramificacdo

Figura 2.16. Esquema do ciclo de crescimento de fungo
(Fonte: ROSCHE et al., 2009)
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2.6. Espumas de poliuretano como matriz de imobiliza¢do de biocatalisadores.

Biocatalisadores, enzimas ou células, t€ém sido amplamente utilizadas em diversos
processos, seja em escala laboratorial ou industrial. Com o intuito de viabilizar o emprego
de enzimas e células como biocatalisadores, sua imobilizacdo ¢ uma estratégia que pode
ser utilizada para a condug@o de bioprocessos em situagdes variadas, buscando propiciar o
uso de enzimas ou células por periodos prolongados através de processos continuos ou
semi-continuos. Além disso, o processo de imobilizagdo apresenta a vantagem de dar mais
estabilidade ao biocatalisador, facilitando sua separacdo do meio reacional, acarretando
economias operacionais (CARVALHO; CANILHA; DA SILVA, 2006; DE CASTRO et
al. 2008).

H4 muitos anos, esforcos intensivos tém sido concentrados nao somente no
desenvolvimento de biocatalisadores com propriedades superiores, mas também na
elucidacdo de técnicas que permitam o seu uso repetido ou em processos continuos. Apesar
destes esfor¢os intensivos amplamente documentados na forma de publicacdes técnicas e
registros de patentes, poucos processos baseados em técnicas de imobilizagdo, seja de
enzimas ou de células, foram implementados em escala industrial (CARVALHO;
CANILHA; DA SILVA, 2006).

Imobilizacdo ¢ o termo geral que descreve as muitas formas das células e enzimas
serem fixadas, encapsuladas ou aprisionadas em um suporte sélido. O conceito de
biocatalisadores imobilizados, enzimas ou células, referem-se a catalisadores fisicamente
confinados ou localizados em uma regido definida do espaco, com retencdo de suas
atividades cataliticas, e que podem ser utilizados repetida ou continuamente
(KATCHALSKI-KATZIR; KRAEMER, 2000). As principais técnicas de imobiliza¢ao
normalmente aplicadas em processos de biotransformagao sdo baseadas na adsorcdo em
suportes inertes, na encapsulagdo e aprisionamento em matrizes poliméricas ou ligacdo
covalente, cruzada e idnica em suportes previamente ativados (DA ROS, 2009).

Especificamente, a imobilizagdo de células por adsor¢dao representa uma forma
particular de adesdo celular baseada na habilidade de certos micro-organismos se fixarem
naturalmente em suportes soélidos. Apesar do contato direto das células com o meio de
cultura que este tipo de imobiliza¢cdo permite, favorecendo o crescimento celular, uma alta
densidade de células no suporte aumenta a resisténcia a transferéncia de nutrientes,

acarretando numa caréncia de nutrientes das células menos expostas afetando assim a
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fisiologia e a atividade metabdlicas, na qual se destaca a formagdo das enzimas ( LIN;
SCHOLZ; KRULL, 2010; KILONZO; MARGARITIS; BERGOUGBOU, 2011).

De maneira geral, todos os métodos de imobilizagdao induzem a alteragdes no
crescimento, na fisiologia e na atividade metabolica de bactérias, leveduras e fungos
(COVIZZI et al., 2007; ROSCHE et al.,2009).

A escolha da matriz para imobilizagdo ¢ um dos pontos chave na aplicagdo de
biomassa imobilizada. Para que um material possa ser usado como suporte, deve-se levar
em consideracdo, entre outros fatores, a resisténcia no meio que este interage, isto ¢, o
suporte deve ser pouco ou muito pouco solivel no meio, principalmente nas condigdes de
operacdo. Ja a estrutura do suporte ¢ extremamente importante, principalmente a superficie
de contato, quando este ¢ destinado para a imobilizagdo por adsorg¢dao. Entre muitos
suportes disponiveis para imobilizacao de células microbianas, a técnica usando particulas
porosas para suporte de biomassa (BSP’s), apresenta vantagens sobre outros métodos em
termos de aplicagdo industrial, tais como auséncia de aditivos quimicos, de assepsia, sendo
que as particulas podem ser reutilizadas e sdo resistentes a cisalhamento (DIAS et a/, 2001;
DE ORY et al, 2004).

Entre as matrizes utilizadas como BSP’s, as espumas de poliuretanos tem se
destacado devido as seguintes caracteristicas: grande area superficial com intersticios para
o crescimento celular, porosidade uniforme garantindo a troca gasosa, fluxo de substrato e
produtos metabolicos, boa estabilidade mecanica, quimica, térmica e biologica, resisténcia
a degradagdo enzimatica além de proporcionarem imobilizagdo facil e viavel para uso em
escala industrial.

Muitos trabalhos tém ressaltado a utilizagdo de espuma de poliuretano como
excelentes matrizes para imobilizagdo de microrganismos (Tabela 2.2).

Além dessas caracteristicas a espuma de poliuretano se revela como suporte
promissor devido a sua flexibilidade de sintese, sendo possivel obter espumas hidrofilicas e
hidrofobicas, o que facilita sua utilizagdo em processos biocataliticos conduzidos em meio
organico ou aquoso. Dependendo do sistema reacional € possivel aproveitar a caracteristica
de sor¢ao das espumas flexiveis a fim de promover a transferéncia de massa dos substratos
até o micro-organismo, conforme foi relatado por Oh, Maeng e Kim (2000). Nesse trabalho
foi utilizada uma espuma flexivel, com boa qualidade de sor¢do de petrdleo (espuma do
tipo poliéter), na qual foram imobilizadas células de Yarrowia lipolytica. A biomassa
imobilizada foi utilizada no tratamento de agua, degradando cerca de 60% do petroleo apds

5 dias.



Tabela 2.2. Aplicagdes de microrganismos imobilizados e suportes utilizados em

processos biotecnologicos.
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Suporte de
Microrganismo Aplicacgio Referéncia
mobilizacio
Trichoderma EPU Producao de celulase pelo  QIN ZHANG et al,
reesei fungo Trichoderma reesei. 20009.
Estudo comparativo da
Aspergillus produgao de dcido MUKHOPADHYA
, EPU gluconico pelo fungo
niger . . . Y et al, 2005.
Aspergillus niger livre e
imobilizada.
Acetobacter EPU, madeiras Otlmlzaggo' das~cond1Q0es DE ORY et al,
. . de imobilizagdo para a
aceti e Siran ~ . 2004.
producdo de vinagre.
Aspereillus Remocao de metais pesados
pers EPU de efluentes de industrias ~ DIAS et al., 2001
terreus .
metalurgicas.
Pseud ats e ¢ mobilsadss MANOHAR: KIM
seudomonas EPU células livre e imobilizadas KAREGOUDAR,
sp. para a degradagdo do
2001
naftaleno.
Utiliza-se a espuma de PU
‘ para a absorcao do pleo OH: MAENG:
Yarrowia contido na superficie da
. . EPU , - . KIM, 2000.
lipolytica agua e a Yarrowia lipolytica
imobilizada na espuma,
para a degradacao do dleo.
Estudo comparativo entre
Nematoloma células livres e ROGALSKI,
frowardli EPU imobilizadas para a SZCZODRAK;
producdo de enzimas JANUSZ, 2006
ligninolitica extracelular.
Consorcio de EPU e Producao de biofiltros para
. polipropileno 190 ¢ P ACOSTA et al.,
micro- degradacao de compostos
. reforcado com A L 2012
organismos fibras de agave organicos volateis.
Silva et al. (2009 a) realizaram um estudo visando selecionar uma biomassa

imobilizada com uma alta atividade lipolitica. Foram avaliadas as imobilizagdes de
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diversas cepas de fungos produtores de lipase intracelular em suportes como espuma de
poliuretano, celitas e polihidroxibutirato (PHB). O melhor resultado foi observado para a
biomassa de R.oryzae imobilizado em EPU’s, apresentando uma melhor atividade lipolitica
entre as biomassas imobilizadas, e ainda entre as cepas selecionadas a EPU se mostrou a
mais adequada para a imobilizagao.

Assim segundo a literatura, a escolha do suporte para a imobilizacdo torna-se um
fator importante, sendo a natureza hidrofilico-hidrofébica do suporte relevante, pois ha
uma necessidade de que o suporte apresente uma afinidade com o meio reacional,
promovendo a transferéncia de massa. Adicionalmente, a hidrofobicidade do suporte faz
com que a matriz ndo retire a 4gua do biocatalisador, ndo afetando o seu microambiente

extremamente necessario a catalise enzimatica (LEON et al., 1998).

2.7. Lipases

As lipases (glicerol éster hidrolases E.C.3.1.1.3) fazem parte da familia das
hidrolases que atuam na cadeia éster carboxilico € ndo requerem nenhum cofator. A funcao
bioldgica primordial das lipases ¢ catalisar a hidrolise de triglicerideos, entretanto, em
condi¢cdes em que a disponibilidade de dgua no meio ¢ reduzida, a maioria das lipases ¢
capaz de catalisar reacdes reversas como esterificacdo e transesterificagdo
(interesterificacao, alcoolises e acidolises) (FABER, 1997, HASAN; SHAH; HAMEED,
2009). Essa versatilidade faz das lipases a enzima preferencial para aplicagdes em
industrias de alimentos, detergentes, farmacéutica, couro, téxtil, cosméticos e de papel
(HASAN; SHAH; HAMEED, 2006).

A régio-seletividade das lipases impode parte da sua importancia na industria
quimica. As lipases podem ser do tipo 1,3 especificas, liberando apenas os acidos graxos
nas posi¢des 1 e 3 do triglicerideo, ja as lipases ndo-especificas liberam &cidos graxos
independente da posi¢ao no triglicerideo (DE CASTRO et al., 2004; ANTCZAK et al.,
2009).

O modo de agdo das lipases ¢ bastante complexo, os sitios ativos sao cobertos por
uma superficie entrelagada, denominada de tampa ou “lid”. Quando ha liga¢do do substrato
na superficie, a tampa ¢ movida, expondo os sitios ativos e ao mesmo tempo uma
superficie hidrofobica, aumentando a afinidade da enzima pelo substrato, facilitando a

ligacdo da lipase a interface (Figura 2.17). Porém, nem sempre essa ativagdo interfacial
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ocorre para todas as enzimas, como ¢ o caso das enzimas pancreaticas nao especificas (DE

CASTRO et al., 2004)

sitios ativos

Oleo

r Lipase

I Regido hidrofébica

Tampa ou Lid

Bl Regido hidrofilica

Figura 2.17. Modelo hipotético da lipase e da interacdo da enzima na interface agua-
6leo (Fonte: PALOMO et al., 2005)

As lipases sdo encontradas na natureza em tecidos animais e vegetais e em micro-
organismos. As lipases provenientes de micro-organismos sdo as mais utilizadas
industrialmente, porque além de apresentarem procedimentos mais simples de isolamento a
partir do caldo fermentativo sdo, geralmente, mais estaveis e com propriedades bem mais
diversificadas que as lipases de outras fontes (PAPAGIANNA, 2004).

O processo enzimatico ¢ uma alternativa biotecnologicamente sustentavel em
comparagdo a catalise quimica, e apropriada para a producdo de biodiesel a partir de
matérias-primas que contem alto teor de acidos graxos livres e agua, como Oleos e
gorduras residuais, pois esses acidos graxos livres sdo completamente convertidos a
biodiesel (PARAWIRA, 2009).

A maior dificuldade para comercializagdo deste processo ainda ¢ o custo da
producao de lipases, incluindo as etapas de recuperagdo e purificagdo altamente onerosas.
O custo de producao das lipases pode ser reduzido por aplicagdo de genética molecular
produzindo lipases de alta produtividade, seletividade e estabilidade, imobiliza¢des em
suportes solidos visando a reutilizagdo em bateladas subseqiientes ou ainda pela utilizagao
de células integras de microrganismos produtores de lipase. Esta ultima alternativa evita
gastos advindos das etapas de purificacdo, entretanto requer a utilizagdo de células

produtoras de lipase intracelular.
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2.8. Lipase intracelular

As lipases intracelulares tém recebido atengdo especial por seu potencial uso em
biotecnologia. Muitas lipases intracelulares com elevada atividade lipolitica provenientes
de fungos filamentosos tem sido relatadas. Os géneros Mucor e Rhizopus tém sido citados
como produtores de lipases, com destaque para as linhagens de M. circinelloides e R.
oryzae, pelo fato de crescem relativamente bem em meios de cultura contendo
triglicerideos e peptona como fonte de nitrogenio. As lipases intracelulares de M.
circinelloides podem ser aplicadas em diversos processos, como hidrolise de triglicerideos
e sintese de ésteres, por possuirem alta atividade catalitica e alta estabilidade em solventes
organicos apolares (ANTCZAK et al., 2004). No caso das lipases intracelulares de R.
oryzae, devido a sua regioespecificidade pela posicao 1,3, sdo mais utilizadas para sintese
de biodiesel por transesterificacdo de 6leos vegetais ou esterificacdo de acidos graxos
livres (LI; DU; LIU, 2008).

Uma comparacdo do processo de obtencdo de biodiesel usando derivados
imobilizados de lipase extracelular e intracelular ¢ apresentado no esquema da Figura 2.18
(DU et al., 2008), na qual pode ser claramente observada a reducdo das etapas quando sdo
utilizadas lipases intracelulares.

Hama et al. (2006) imobilizaram as células de R. oryzae em particulas de
poliuretano com o intuito de investigar os fatores que levavam a producdo da lipase
intracelular. Os autores verificaram que a imobilizacdo contribuiu para a produgdo da
enzima intracelular e que a adicdo de o6leo de oliva auxiliou na retencdo da lipase nas
células. Esse fendmeno foi confirmado por imunofluorescéncia das hifas celulares. Embora
a relagdo entre a morfologia celular e a secre¢ao enzimatica dependa da cepa fliingica e do
tipo de enzima, a imobilizagao celular se revelou como um fator importante na indugdo do

micro-organimo a produzir as lipases intracelulares para o meio de cultura na cepa testada.
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a)
Cultivo »| Separacio »  Purificaciio da »  Imobilizagio da Etanélise
Lipase Lipase
Extragdo Ligagdo cruzada
Adsorgéo Ligagdo covalente
Cromatografia Encapsulagdo
Cristalizagdo etc
etc.
b)
Cultivo e
Separacio » Etanolise
Imobiliza¢io

Figura 2.18. Comparagao das etapas envolvidas no processo de obtencao
de biodiesel por via enzimatica empregando lipase purificada ou células integras
imobilizadas: (a) lipase extracelular e (b) lipase intracelular (DU et al., 2008).

Antczak et al. (2004) investigaram a lipase produzida pelo fungo Mucor
circinelloides. Os autores revelaram que os micélios de M. circinelloides (as lipases
intracelulares) apresentaram uma atividade catalitica superior a das lipases extraidas das
células, mesmo que essa enzima extraida fosse imobilizada. Assim os autores concluem
que a alta atividade das células do fungo se deve ao fato que a membrana celular favorece
o arranjo espacial das lipases, facilitando a ligacdo do substrato ao sitio catalitico da lipase.
ApoOs o estudo dos biocatalisadores, os micélios foram tratados e imobilizados em
quitosana solidificada e utilizados na sintese de ésteres de sucrose, com conversao de 70%
em 10 horas.

As cepas de Mucor circinelloides sao também bons produtores de lipidios,
apresentando em sua parede celular cerca de 40-60% de triglicerideos, nos quais o acido
linoléico ¢ mais abundante, sendo estes uns dos fatores para sua alta produgdo de lipases
ligadas a membrana celular. Todavia esta sintese de enzima pode ser otimizada. Segundo
Antczak et al. (2006), ao ser utilizado o 6leo de oliva como fonte de carbono, ocorre um
aumento consideravel na atividade catalitica ¢ uma minimizagao na producao de lipidios,
mas que ao ser acrescentado glicose no meio reacional, a produgdo de lipase intracelular ¢

diminuida.
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2.9. Sintese de biodiesel

Os artigos relatados a seguir, descrevem processos de obtencao de biodiesel por
catdlise enzimdtica empregando células integras imobilizadas, sendo na maioria dos
trabalhos publicados as linhagens do fungo R. oryzae foram preferencialmente utilizadas e
como suporte de imobilizacdo, geralmente, particulas de poliuretano. Entretanto, ja existem
relatos de utilizacdo de outros suportes fibrosos, como o tecido-ndo-tecido (TNT),
utilizados em reatores de coluna. A sintese dos principais processos de obtencdo de
biodiesel por células integras estdo descritos na Tabela 2.3.

Assim ¢ possivel observar que a utilizagdo de células fingicas imobilizadas e
meio de cultura especificos, apresentam uma atividade catalica promissora para a catalise
da transesterificacdo e como o intuito de fazer um levantamento dos parametros que
influenciam no rendimento final de transesterificacdo, muitos autores fixam a espécie de
fungo a ser imobilizada e variam os parametros de cultivo e reacionais, buscando uma
biomassa imobilizada que possa competir com as enzimas imobilizadas nas reagdes de
transesterificacao.

Ban et al. (2001) utilizaram cé¢lulas de R. oryzae para a transesterificacdo de 6leos
vegetais e investigaram as condi¢des de cultura, efeitos de pré-tratamentos da biomassa
celular e efeito da quantidade de dgua no processo de producgdo. Para aumentar a atividade
das células imobilizadas na metandlise, foi verificada a influéncia de diferentes compostos
relacionados ao substrato no meio de cultura, entre os quais o azeite de oliva e o acido
oléico foram os mais eficientes. Foi também reportada que a adi¢do gradativa de metanol
contendo 15% de agua forneceu uma elevada conversdo, da ordem de 90%, similar a
obtida no processo enzimatico com lipase extracelular.

Hama et al. (2004) estudaram o aumento na estabilidade da atividade com a
variagdo da composicdo de acidos graxos na membrana celular, por meio da adigdo de
diferentes acidos graxos no meio de cultura. Os resultados indicaram que células
enriquecidas com &cidos oléico e linoléico, mostraram maior atividade lipolitica do que as
células enriquecidas com acidos graxos saturados. Por outro lado, células enriquecidas com
acido palmitico mostraram maior estabilidade do que células enriquecidas com 4acidos
graxos insaturados. Esses dados forneceram base para determinag¢do da quantidade 6tima
de 4cidos graxos insaturados em relagdo ao total de acidos graxos para fornecer um

equilibrio no sistema para obter biomassa celular com atividade e estabilidade elevadas,
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sendo encontrado um valor da ordem de 0,67. Nessas condig¢des, foi possivel manter uma

conversao elevada e estavel, mesmo ap6s 10 ciclos de bateladas consecutivas.

Tabela 2.3. Processos de obtencao de biodiesel por transesterificacdo enzimatica

empregando células integras.

Micro- Suporte de ~ Matéria- ME A
. oo« ] Solvente o Referéncias
organismo Imobilizacao prima (%)
BSP’s Metanol e 80/90 BAN et al, 2001%
R. oryzae (espuma de Oleo de Isento 90 BAN et al., 2002;
' oliuretano) soja HAMA et al,
p ) 90 2007
BSP’s Metanol e HAMA et al,
R. oryzae (espuma de oleo de Isento 80
. . 2004
poliuretano) soja
Diferentes
BSP's alcoois ¢ TAMALAMPUDI
R. oryzae (espuma de 6leo de Isento 89
; . etal., 2007
poliuretano) pinhao
manso
. BSP's — Metanol e ADACHI et dl.,
A. niger (espuma de oleo de Isento 96,5 2011
poliuretano) soja
Pichia Metanole HUANG et dl,
. - oleo de isooctano  83,14%
pastoris . 2011
soja
R. oryzae (esBsrl;; de Nfﬁteingie Tere- — goi70  LL DU LI,
$ oy p . butanol 2007 a
poliuretano) soja
Ronse  (opmade  oleode T qp i DU LU
$ oy p butanol 2007b
poliuretano) colza
BSPs Metanol e Terc-
R. oryzae (espuma de acido 90 LI et al., 2008
. . butanol
poliuretano) oleico
Tecido-nao Metanol e
R. oryzae . oleo de Isento 73 CHEN; LIN, 2010
tecido .
soja
Metanol e
R. chinensis - oleo de Isento 86 HE et al., 2008
soja
M.
circinelloides ~ Espuma de 127)521:)0(11: Terc- 70 SILVA et al,
poliuretano butanol 68 2009b
R. oryzae babacu

ME = ésteres metilicos
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Hama et al. (2007) estudaram a produgdo de biodiesel em reator de leito fixo
usando biomassa celular de R. oryzae na metandlise de Oleos vegetais. Os autores
observaram que o reator de leito fixo aumentou o nimero de bateladas repetidas de
metanodlise protegendo a biomassa celular de stress fisico (agitagdo mecanica) e de inibi¢ao
devido ao excesso de metanol. Neste trabalho, a biomassa celular de R. oryzae foi
imobilizada em particulas cubicas (6mmx 6mm x 3mm) de poliuretano expandido (BSP’s)
durante o cultivo em batelada em um biorreator de 20 L. Os autores também reportam que
a emulsificagdo da mistura reacional resultou em incremento na producao (75,5%) devido
ao aumento na area de superficie interfacial, enquanto que em meio ndo emulsificado a
conversiao maxima obtida foi de 63%. Nesse estudo, a vazdo do meio reacional variou de 5
a 55 L/h e as vazdes mais elevadas causaram esfoliagdo da biomassa imobilizada, enquanto
que vazdes mais baixas resultaram em decréscimo da atividade lipolitica devido a uma
ineficiente mistura no reator. Um fluxo 6timo de 25 L/h foi sugerido para alcangar uma
conversao maxima de 90%.

Por se tratar de um meio ndo convencional onde o metanol apresenta um alto
carater hidrofilico e alta polaridade e o 6leo vegetal um alto carater hidrofobico, a
dificuldade de homogeneizagdo e a remocao da camada hidratante do biocatalisador pelo
metanol e a inativacdo do biocatalisador promovida pelo acumulo de glicerina no
biocatalisador, leva a sele¢do de solventes que promovam a solubilidade completa entre o
substrato e os produtos e que limite o contato do etanol com o biocatalisador (LEON et al.,
1998; LI; DU; LIU, 2007; SUN; DU; LIU, 2011).

Li et al. (2008) utilizaram células integras de Rhizopus oryzae imobilizadas em
particulas de poliuretano (BSP’s) para obtencdo de biodiesel a partir da reacdo de
esterificagdo do acido oléico e metanol. Terc-butanol foi utilizado como solvente organico
e promoveu maior estabilidade as células quando comparado ao sistema livre de solvente.
Para remocdo da dgua produzida ao longo da reagdo, peneiras moleculares foram utilizadas
favorecendo um rendimento de 90% em 48h.

Li, Du e Liu (2007a) demonstraram o efeito benéfico da adicdo do solvente terc-
butanol na metanolise de diferentes o0leos vegetais, utilizando células imobilizadas de R.
oryzae como biocatalisador. A partir desse trabalho, foi estudado por Li, Du e Liu (2007 b)
o efeito das quantidades de terc-butanol, metanol, 4gua e biomassa seca da célula
imobilizada por meio de um planejamento composto central, tendo como variavel resposta
o rendimento da transesterificacao (biodiesel). Cada fator foi estudado em cinco niveis. A

partir da superficie de resposta, uma equacdo quadratica polinomial foi obtida,
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demonstrando que sob o6timas condi¢gdes, pode-se alcancar 72% de rendimento do
biodiesel.

Silva et al. (2009 b) realizaram um estudo comparativo do desempenho de dois
tipos de células integras de fungos filamentosos de alta atividade lipolitica, Rhizopus
oryzae 4692 e Mucor circinelloides 4182. A biomassa foi imobilizada em espumas de
poliuretano para catalisar a etandlise de 6leo de babacu em meio com solvente (terc-
butanol). Apds 120 horas de reagdo, os micélios de M. circinelloide 4182 forneceram um
rendimento de 70,5% contra 68,63% R. oryzae 4692.

Devido ao exposto o presente trabalho pretende utilizar a versatilidade das EPU’s
e direcionar suas qualidades na sintese para prover uma matriz polimérica viavel para
suportar células de alta atividade lipolitica. Foram os escolhidos os micélios de M.
circinelloide 4182, por ser esse fungo, pouco explorado para esse fim e a biomassa

imobilizada foi utilizada como catalisador da etandlise do 6leo de babagu.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Reagentes de sintese das EPU’s

Foram utilizados na sintese das EPU’s reagentes encontrados comercialmente na

area de espumacao e listados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1- Reagentes utilizados na preparacao das EPU’s estudadas neste trabalho

Nome
Reagente Composiciao Fornecedor
Comercial
. Tolueno diisocinato, 80% de isOmero DOW
Isocianato* TDI 80/20 DA Quimica e
2,4 ¢ 20% de isdmero 2,6
BASF
Poliol Massa molecular (PM) = 1100
Poliéter* Lupranol 1100 indice de Hidroxila = 104 mg KOH/ g BASF
Poliol Massa molecular (PM) = 3000
Poliéter* Balancer B30 Indice de Hidroxila = 50 mg KOH/ g BASF
Poliol Massa molecular (PM) = 6000
Poliéter* Lupranol 2090 Indice de Hidroxila =28 mg KOH/ g BASE
Poliol Massa molecular (PM) = 2400
Poliester* Lupraphen 8107 Indice de Hidroxila =61 mg KOH/ g BASE
Poliol Peso molecular (PM) = 6000
Poliamida Voranol RA 640 Indice de Hidroxila = 665 mg KOH/ g bOow
Catalisador Kosmo 29 Octanoato de estanho EVONIK
. Tegoamin 33 Amina Terciaria, composi¢do ndo
Catalisador Tegoamin E 12 informada pelo fabricante EVONIK
Tegostab B
Surfatante 8228 Copolimero em ‘plocg de polisiloxano e EVONIK
Tegostab B poliaquilenos
8300

*Dados técnicos no anexo A

Todos os reagentes foram gentilmente cedidos pelos respectivos fabricantes e
utilizados conforme recebido. Foi utilizado como agente de expansdo agua destilada, e

alcool comercial como solvente de limpeza.
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Na biocatalise foi utilizada a linhagem de fungo Mucor circinelloides 4182

adquirido da colecdo de cultura da Micoteca URM do Departamento de Micologia

(CCB/UFPE).

3.1.3. Outros Reagentes.

Acetona (Cromoline), Cloroformio (Cromoline), Acetato de etila (Cromoline),

hexano (Cromoline), goma arabica em po6 pura (Synth), 6leo de oliva comercial de baixo

teor de acidez (Carbonell), Etanol anidro (99,8%, Cromoline), Terc-butanol (Cromoline),

0leo de babagu gentilmente cedido pela COGNIS (Jacarei — Sao Paulo).

3.1.4. Equipamentos.

Os principais equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo

apresentados na tabela 3.2.

Tabela 3.2. Principais equipamentos utilizados durante a realizag@o do trabalho.

Tipo de analise e/ou ensaio

Equipamento

Modelo/ Fabricante

Atividade Hidrolitica

Teor de umidade

Dosagem de ésteres etilicos

Agitacao

Densidade
Viscosidade
Pesagem

Micrografia

Agitacdo do meio de cultura
€ meio reacional

Bureta Digital

Balanga analitica

Cromatografo a gas

Agitador mecanico

Densimetro
Viscosimetro

Balanca analitica

Microscopio eletronico de

varredura

Incubadora

Modelo Burette,
Hirschmann Techcolor
ID 50, Marte (Marte
Balangas e Aparelhos de
Precisao Ltda)
Modelo GC-3800, Varian
(Varian Inc. Corporate
Headequarters)
Modelo RW20-digital, IKA,
(IKA Laboratory
Equipament, Marconi)
Modelo DMA 35N EX
(Anton Paar
Modelo LVDVIIICP-CP
520, Brookfield
Modelo UX4200H,
Shimadzu (UniBloc)
LEO1450VP (Schott Zeiss
do Brasil Ltda)

Modelo MA830 (Marconi)
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3.2. Metodologia

3.2.1. Sintese de espuma de poliuretano

As espumas foram preparadas por processo chamado de “one-shot” (figura 2.14),
no qual dois componentes da mistura, poliol (com catalisadores, surfactantes e aditivos) e
isocianato sdo misturados mecanicamente e a reacao de expansdo da espuma se da quase
que instantaneamente.

Os célculos da massa de isocianato necessaria para a sintese foram calculados

pelas seguintes equagdes:

Massa de isocianato— indice de lsoczanatox Pei x (Polzol x 1.OH N Aguaj 3.1)

100 56100 Pea

onde: Poliol =Massa de poliol (g)
Agua = Massa de dgua (g)
Indice de Isocianato = % sobre o Isocianato estequiométrico
(Ex.: Indice 120 = 20% de excesso de TDI)
I.OH = Indice de hidroxilas
Pei= Peso equivalente do isocianato

. massa molar do isocianato
Pei = — . — (3.2)
numero de fungoes do isocianato

Pea= Peso equivalente da dgua

massa molar da dgua

Pea =
numero de fungoes da dgua (3-3)

Segundo a literatura (VILAR, 2004), as quantidades de reagentes para uma massa
inicial de 100 partes de poliol, podem variar de acordo com os dados apresentados na
Tabela 3.3. Primeiramente foram realizadas sinteses de espumas variando os poliois, sem
adicao de surfatantes e catalisadores conforme Tabela 3.4, com o objetivo de obter uma
formulacdo sem qualquer influéncia do surfactante e catalisadores, que poderiam
comprometer a adsor¢do de células fungicas na espuma. Todas as formulagdes foram
realizadas em copos de polipropileno de 300 ml. Apos a expansdo, a espuma foi deixada a

temperatura ambiente para a cura completa.
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Tabela 3.3 - Variacao dos reagentes em 100 partes de poliol (VILAR, 2002)

Reagentes

Partes/ 100 partes de poliol

Cargas Inorganicas
Agua
Silicone

Catalisador Aminico

Catalisador de Estanho

Indice de Isocianato

0-150
1,5-5,5
0,5-2,5
0,1-1,0

0,05-0,5
80125

Tabela 3.4 - Formulagdes sem catalisadores e surfatantes, com um indice de
isocianato igual a 100

Formulagao 1

Formulacgao 2

TDI 4,65¢g
Lupranol B.50 10g
Agua 0,4g

TDI 55¢g
Lupranol 1100 10g
Agua 0,4g

Formulacio 3

Formulacio 4

TDI 4,31g
Lupranol 2090 10g
Agua 0,4¢g

TDI 14,2¢
Voranol RA640 10g
Agua 0,4g

Com o proposito de obter espumas com melhores propriedades, foram utilizadas

formulagdes propostas pela EVONIK, com indice de isocianato igual 110 (Tabela 3.5).

Tabela 3.5 — Formulagdes proposta pela EVONIK

Formulac¢ao PL1100

Formulacao PL1101

Poliol Lupranol 1100  200,00g

TDI 120,69 g
Tegostab 8228 1,60 g
Tegoamin 33 0,52¢g
Kosmos 29 0,30g
Agua 8,00g
Primeira agitacao 1000rpm

Segunda agitacio 2500rpm

Poliol Lupranol 1100  200,00g

TDI 120,69 g
Tegostab 8228 1,60 g
Tegoamin 33 0,52g
Kosmos 29 0,30g
Agua 8,00g
Primeira agitacao 1000rpm

Segunda agitacio 500rpm
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Tabela 3.5 — Formulagdes proposta pela EVONIK (cont.)

Formulac¢ao PL3000 Formulac¢ao PL3001
Poliol Lupranol B. 50  200,00g Poliol Lupranol B. 50  200,00g
TDI 104,30g TDI 104,30g
Tegostab 8228 1,60g Tegostab 8228 1,60g
Tegoamin 33 0,52¢g Tegoamin 33 0,52¢g
Kosmos 29 0,30g Kosmos 29 0,30g
Agua 8,00¢g Agua 8,00¢g
Primeira agitacao 1000rpm Primeira agitacao 1000rpm
Segunda agitacao 2500rpm Segunda agitaciao 500rpm

Formulac¢ao PL3002
Poliol Lupranol B. 50  200,00g

TDI 104,30¢g
Tegostab 8228 1,60g
Tegoamin 33 0,52¢g
Kosmos 29 0,30g
Agua 8,00g
Primeira agitacao 1000rpm

Segunda agitacao 1500rpm

Formulag¢ao PL6000 Formulacao Poliester
Poliol Lupranol 2090 200,00g Poliol Luprahen 8107  200,00g
TDI 94,80¢g TDI 115,63g
Tegostab 8228 1,60g Tegostab 8300 1,60g
Tegoamin 33 0,52¢g Tegoamin E 12 0,52¢g
Kosmos 29 0,30g Kosmos 29 0,30g
Agua 8,00g Agua 8,00g
Primeira agitacao 1000rpm Primeira agitacao 1000rpm
Segunda agitacio 2500rpm Segunda agitacio 2500rpm

Para cada bloco de espuma foram utilizados aproximadamente 315g de
formulacao de composto. Primeiramente, cada poliol e o catalisador de estanho foram
misturados em misturador mecanico com uma rotagdo 1000 rpm por 20 segundos, com
agitador do tipo “centrifugo” (misturador dentado muito utilizado em misturas de pos e
liquidos) em copo de polipropileno de 1 litro de capacidade.

Apos o periodo de homogeneizagdo adicionou-se ao poliol com catalisador de

estanho a mistura de catalisador de amina, surfatante e 4gua, conhecida como ASA
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(Amina, Silicone e Agua). A pré-mistura de 4gua com silicone melhora a mistura posterior
da 4gua ao poliol, e o catalisador de estanho ¢ sensivel a d4gua e ndo pode ser adicionada a
ASA. A mistura ASA com o poliol e catalisador de estanho foi homogeneizada com a
rotacdo da primeira agitacdo conforme Tabela 3.5 por 15 segundos.

Apods o tempo de mistura da ASA com o poliol, foi adicionado o tolueno, o
diisocianato e o meio reacional foi misturado com a rotagdo da segunda agitagdo da Tabela
3.5, por 15 segundos e entdo transferido para um recipiente retangular de 250mm de
largura, 200mm de comprimento e 250mm de altura, previamente forrado com papel
“Kraft”. O creme formou-se em aproximadamente 10 segundos e entdo, a mistura levada a
estufa a 70°C por 30 minutos para acelerar a cura do polimero. Em seguida, no bloco de
espuma ja pré-curada, foram realizados cortes com auxilio de uma serra, para a obtencao
de laminas de espuma com 50mm de espessura.

As espumas foram avaliadas visualmente, perante a uniformidade das células e

ainda foi realizado um teste de resisténcia ao etanol anidro.

3.2.2. Imobilizagdo das células fungicas.

Para efeito de comparagdo, as espumas sintetizadas foram utilizadas juntamente
com a espuma comercial adotada por SILVA et al (2009 a, b).

Foi adotada metodologia descrita por SILVA et al (2009 a, b). A linhagem do
fungo selecionado foi cultivada em meio de cultura sintético e liquido composto por 30g de
6leo de oliva, 70g de peptona, 1g de NaNOs, 1g de KH,PO4 e 0,5g de MgSO,4.7H,0 em 1L
de agua destilada. O crescimento microbiano foi realizado em Erlenmeyers de 250 mL
contendo 100 mL do meio de cultura, para os quais foram transferidos assepticamente 10°
esporos de cada fungo (raspados e suspensos com agua destilada) e incubados por 72 h a
30°C com agitacdo (170 RPM) juntamente a EPU cortada em cubos de 6mm de aresta, de
modo a promover a imobilizagdo das células nestes materiais. A biomassa imobilizada foi
recuperada do meio de cultura usando um funil de Buchner e lavada com agua destilada e
acetona para a limpeza e reducao do teor de umidade na biomassa celular. A atividade
lipolitica do sistema imobilizado foi quantificada pelo método de hidrdlise do azeite de

oliva (SOARES et al, 1999).
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3.2.3. Preparacdo do biocatalisador.

Os cubos contendo a biomassa imobilizada, ap6s separacdo do meio de cultura,
foram lavados com agua destilada e acetona, enxugados com papel toalha para retirar o
excesso de agua, e colocados em um dessecador até a umidade méaxima de atingisse 15%.
A umidade foi determinada em balanga de secagem acoplada a uma lampada de

infravermelho (Marte, Modelo ID 50).

3.2.4. Sintese de biodiesel.

As reacdes de sintese do biodiesel foram realizadas em frascos Erlenmeyers com
capacidade de 250 mL, hermeticamente fechados, sob agitagdo orbital de 170 rpm. Os
experimentos foram realizados em meio reacional composto de 6leo de babagu, etanol e
terc-butanol como solvente, numa razao molar 1:6 6leo/alcool e uma relagao de 1:1,5 v/v
6leo/terc-butanol. Os meios foram incubados com 20% em massa da biomassa imobilizada
(massa seca) em relacdo a massa total dos reagentes de partida numa temperatura de 35°C.
As reagdes foram conduzidas por um periodo maximo de 120h e monitoradas pela retirada
de aliquotas do meio reacional a cada 24h para dosagem dos ésteres etilicos formados,

conforme metodologia estabelecida por Urioste et al. (2008).

3.2.5. Reutilizacdo do biocatalisador em bateladas consecutivas.

A biomassa foi recuperada do meio reacional com auxilio de uma tela de aco e
lavada com terc-butanol sob filtragdo a vacuo. A umidade da biomassa foi mantida entre 5
— 10%. As bateladas consecutivas foram realizadas conforme a metodologia anterior (se¢ao

3.2.4), fixando a propor¢ao de 20% de biomassa imobilizada no meio reacional.

3.3. Métodos de Analise

3.3.1. Calculo do diametro médio de poros.

Para determinar o tamanho de poros, avaliar a morfologia das espumas e analisar

as cé€lulas adsorvidas nas espumas foram utilizadas micrografias obtidas do microscopio

eletronico de varredura LEO1450VP (Schott Zeiss do Brasil Ltda)(MEV). As amostras das
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espumas de PU fixadas um suporte adequado, foram previamente recobertas com uma fina
camada de ouro, e as imagens foram obtidas com aumento de 20 e 100 vezes.

Com auxilio do software /mageJ , as micrografias foram tratadas para que fossem
realizadas as andlises dos diametros médio de poros e levantado a distribuicao dos
diametros ao longo da se¢do transversal de crescimento da espuma.

Primeiramente foi calibrado a imagem no programa /mageJ. A imagem ¢é aberta
no programa, neste caso uma micrografia com 20 vezes de aumento, para entao realizar a
calibragem da imagem no programa. Com a utiliza¢ao da ferramenta Straight ¢ feito uma
linha do tamanho da barra de metragem da imagem (Figura 3.1) e entdo com a ferramenta
Set Scale na op¢do Analyze da barra de ferramentas, ¢ colocado a distancia conhecida e a
unidade utilizada na micrografia, neste caso 200 um equivalem a 36 pixels, obtendo assim

a calibragem para a imagem de 0,18 pixel/um.

1024 00x768.00 {(1024x768); 8-hit; 7K
—

Distancia conhecida

Known distance:

Pixel aspect ratio:

LUInit of length:

Scale: 0,180 pixelsfum

’ |
Linha de medl(;ﬁo Click to Remove Scale
—_— [+ Global

Ok ] Cancel] Helpi

Calibragem

Figura 3.1. Calibragem da micrografia no programa ImageJ

As seqiiéncias de tratamento das imagens estdo mostradas nas Figuras 3.2 A - F.
Primeiramente ¢ recortada a area de interesse (Figura 3.2A) e aberta em outra janela
(Figura 3.2B) onde ¢ feito o primeiro tratamento. Nesta etapa todas as bordas sdo realgcadas
com a utilizacdo da ferramenta Find Edges que se encontra na opcao Process da barra de
ferramentas (Figura 3.2C). Em seguida ocorre o preenchimento dos poros contornados
(Figura 3.2D). Apds o preenchimento dos poros ¢ realizado um tratamento da imagem
utilizando Binary que se encontra na op¢ao Process, transformando a imagem em preto e

branco (Figura 3.2E).
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Com esse tratamento os poros ficaram na cor preta e a espuma na cor branca,
sendo possivel entdo realizar as medi¢des dos didmetros dos poros e a sua distribuicdo. Em
Set Measurement ¢ selecionado Feret’s diameter, conhecido também como maximo de
paquimetro, para calcular o diametro dos poros e entdo utilizado a ferramenta Analyze
Particles, ambas se encontram na opg¢do Analyze da barra de ferramentas, para efetuar a

medigdo (Figura 3.2F)

e EX Tige MTXES AlZner YRGS WMDY HET
e L e L P AL eI AP AL -

58,13 v 17

B — Recorte da area de selecao

oo . T e, ~—-—ima
R LR ON UGS ATWE I TR HOD
rialale|cjdfes alaley ol SRl s ;.|

D - Preenchimento dos poros
R

<
Fit BN mIge INETE AONED CUS PWidew HED

wlalale. lglejoly BEA] | e

E — Tratamento binario F — Calculo dos diametros de Feret

Figura 3.2 — Seqiiéncia de tratamento das micrografias das espumas realizado pelo
software ImageJ para o levantamento do didmetro de poros
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Com os resultados do levantamento dos diametros de Feret para cada poro, ¢
calculado o didmetro médio de poros e realizado o grafico de distribuicao dos didmetros de

Feret.

3.3.2. Permeabilizac¢do ao ar.

O teste de permeabilidade ao ar foi realizado no laboratério da EVONIK, de
acordo com a norma ASTM D3574-02. As analises foram realizadas em duplicatas para
cada espuma.

As espumas eram submetidas a um fluxo de ar, com uma vazao de 14 L/min, ¢ a
resisténcia a passagem do fluxo ¢ expressa com base no ganho de pressao da linha. Quanto

maior for o ganho da pressao, maior serd a quantidade de poros fechados na espuma.

3.3.3. Densidade aparente das EPU's.

A densidade aparente foi calculada de acordo com a ASTM D3574-02. As
amostras foram cortadas com dimensdes de 40x40x10 mm, medidas com um paquimetro,
sendo depois medidas as massas de cada uma das amostras, em uma balanga eletronica
com precisdo de 0,0001g. O valor ¢ reportado com massa total (Kg) de amostra de espuma

por unidade de volume (m®). Todas as determinagdes foram feitas em triplicata.

3.3.4. Grau de inchamento das EPU’s e parametro de solubilidade.

Para determinar o grau de inchamento e o parametro de solubilidade das espumas,
15 amostras de cada uma das espumas foram cortadas com dimensdes aproximadas de 30x
30x10mm, medidas com paquimetro digital. Para cada tipo de espuma as amostras foram
pesadas em uma balanga eletronica com precisdo de 0,001g. Apos pesagem foram imersas
em solventes pré-selecionados: hexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol e terc-butanol,
e de acordo com a norma ASTM 471 o inchamento foi feito em temperatura ambiente e na
auséncia de luz por 15 dias.

O grau de inchamento no equilibrio expresso pelo pardmetro Q ¢ também
chamado de coeficiente de inchamento no equilibrio e ¢ determinado experimentalmente

pela relagao:
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V.-V
Ve oY) (3.4)
No qual;

Vi = Volume inicial do polimero

V¢ = Volume final no equilibrio do polimero

Para o levantamento do parametro de solubilidade do polimero (J,), varios
solventes foram selecionados com o intuito de cobrir uma faixa de valores de parametros
de solubilidade. Com um grafico de parametro de solubilidade do solvente (8;) por Q
(Figura 3.3) ¢ utilizado uma curva de tendéncia gaussiana, e assim tomando como

parametro de solubilidade do polimero o ponto méaximo da curva.

3,0

271 8,2 9,45 (cal/cm’) 2

2,4

2,1—-
1,8—-
(@] 1,5—-
1,2—-
0,9—-
0,6—-

0,3

Y

0,0 — T T T " T T T T " T T T
70 75 80 85 90 95 100 105 11,0 115 120
Parametro de solubilidade (cal/cm®)"

Figura 3.3. Grafico do parametro de solubilidade (&) x
coeficiente de inchamento (Q) com a linha de tendéncia
gaussiana tracada

Os parametros de solubilidade dos solventes sdo:

Hexano = 7,29 (cal/cm®)"?
Acetato de Etila = 9,05 (cal/cm3)1/ 2
Cloroférmio = 9,30 (cal/cm3)1/ 2
Etanol = 10,00 (cal/cm®)"?

Terc-Butanol = 11,40 (cal/cm®)"?
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3.3.5. Sor¢ao de dagua e solventes.

A metodologia proposta ¢ uma modificagdo da ASTM F 716/726. A avaliagao da
sorcao estatica da agua destilada e dos solventes, neste caso o etanol e terc-butanol,
consistiu de um sistema de frascos com tampas, nos quais as amostras das espumas, com
dimensdes 30x30x10 mm, previamente pesados foram completamente imersas nos liquidos
contidos nos frascos fechados para evitar a evaporacao. Em tempos pré-determinados (1, 5,
10, 30 minutos € em 1, 2, 24, 48, 72 horas) eram retirados as amostras dos fracos com
auxilio de uma tela de aco e medido o peso molhado da amostra. Com o calculo das massas
dos liquidos penetrados nas amostras, os resultados foram dispostos em um grafico de

tempo de sor¢@o versus a massa penetrada.

3.3.6. Absorg¢do dos solventes pela matriz.

Foi determinada a quantidade de solvente retida na matriz de cada EPU. As
amostras das espumas com as mesmas dimensoes utilizadas para o levantamento do grau
de inchamento foram imersas em etanol e terc-butanol em frascos fechados. Apds 72 horas
as amostras foram retiradas com auxilio de uma tela de ago e o excesso de solvente dos
poros foi retirado pela compressdo das amostras. Em seguida as amostras foram pesadas.
Pela diferenca de massa foi calculada a massa de solvente absorvida por massa de espuma

utilizada. Os experimentos foram realizados em temperatura ambiente e em triplicata.

3.3.7. Determinagdo da atividade lipolitica do biocatalisador.

Foram realizadas as atividades enzimaticas das células imobilizadas e do caldo
fermentativo, utilizando-se o método de hidrolise, conforme metodologia modificada por
Soares et al. (1999). O substrato foi preparado pela emulsdo de 10 mL de azeite de oliva e
90 mL de goma arabica a 3% (m/v). Em frascos Erlenmeyer de 125 mL foram adicionados:
5 mL de substrato, 4 mL de solu¢do tampdo fosfato de sodio (0,1 mol.L”, pH 7,0) e 1,0 g
células imobilizadas (massa seca) ou 1,0 mL do caldo fermentado. Os frascos foram
incubados a 37°C por 30 min, em banho termostatizado com agitacdo. Apos o periodo de
incubagdo, a reacao foi paralisada pela adicdo de 10 mL de uma mistura de acetona, etanol

e agua destilada (1:1:1). Os acidos graxos liberados foram titulados com solu¢ao de KOH
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0,02m01.L'1, utilizando fenolftaleina como indicador. Os célculos foram realizados pela
Equagdo 3.5 sendo que uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de
enzima que libera 1umol de &cido graxo por minuto de reagdo, nas condi¢des do ensaio. As

atividades foram expressas em pmoles/g.min (U/g).

(V, -V, )xMx10°
txm

Atividade (umol/g min)= (3.5)

No qual:
V4= volume de KOH gasto na titulagdo da amostra (mL); V= volume do KOH gasto na
titulagio do branco (mL); M = molaridade da solu¢io de KOH (mol.L™"); ¢ = tempo de

reacdo (min); m = massa seca (g).
3.3.8. Determinagdo das quantidades de células adsorvidas.
Para determinar o peso de células fungicas adsorvidas nas espumas, as espumas

foram pesados apos 1 dia na estufa da 60°C , e apds a preparagdo do biocatalisador, as

biomassas imobilizadas foram pesadas e os calculos foram realizados pela Equacao 3.6

1 100—umidad
Massademicélio :fo$e—Mes; (3.6)
No qual:
Mf = massa final do biocatalisador preparado; Umidade = umidade final do

biocataloisador preparado,determinada em balanca de secagem acoplada a lampada de

infravermelho, Mesp = massa inicial das espumas

3.3.9. Separagdo dos produtos formados na sintese de biodiesel.

Para a separagdo da glicerina liberada na reagdo de transesterificagdo, o meio
reacional foi submetido a uma etapa de purificacdo, constituida basicamente de uma
lavagem com agua destilada. O volume do meio reacional separado do biocatalisador foi
recolhido, medido e transferido para um funil de separacdo. Em seguida foi adicionado o
mesmo volume de agua destilada aquecida, efetuando-se uma agitagdo e deixando a

mistura em repouso por 30 minutos para a separacdo das fases. A fase superior foi
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composta pelos ésteres de etila e a fase inferior por glicerol e dgua de lavagem. A fase
inferior foi descartada e a fase superior submetida a evapora¢do em rota-evaporador. A

amostra purificada foi submetida a analise de viscosidade e densidade.

3.3.10. Analise de viscosidade do dleo vegetal e dos ésteres de etila

Os valores da viscosidade absoluta em fun¢do da taxa de deformacdo foram
medidos em viscosimetro empregando o cone CP 42. As medidas foram feitas em

duplicata a 40°C para o dleo vegetal e para os ésteres de etila, empregando 0,5 mL de

fluido.

3.3.11. Determinacdo da densidade.

A densidade dos ésteres de etila foi determinada em decimetro digital. As medidas
foram realizadas em triplicatas a 15°C para o 6leo vegetal e os ésteres de etila, utilizando 5

mL de amostra.

3.3.12. Determinacao dos ésteres de etila.

As concentragdes dos ésteres de etila foram determinadas por cromatografia de
fase gasosa, utilizando-se uma coluna empacotada (6ft S# DEGS WHP 80/100 mesh, HP),
operando nas condigdes estabelecidas por Urioste et al., 2008 e descritas na Tabela 4.5.

Os padrdes cromatograficos foram sintetizados por via quimica de acordo com
metodologia previamente descrita por Urioste et al. (2008).

O rendimento (R) das reacdes de sintese de biodiesel foi definido como o valor
que expressa a massa total obtida de ésteres de etila (M) em relacdo a massa tedrica
esperada de ésteres de etila (M.). M. foi determinada a partir da massa de acidos graxos
presente na massa inicial do 6leo de babacu (Mj), da massa molecular correspondente a
cada acido (MM,) e do éster correspondente (MM,). Este calculo ¢ representado pela
Equacao 3.7 (a), em que M, corresponde ao produto da concentragdo madssica de cada
acido graxo (C,), com a massa inicial de 6leo utilizada (Mi) Equagdo 4.6 (b). O rendimento

foi calculado utilizando a massa total de ésteres obtida pela analise por cromatografia
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gasosa (Mt) pela massa tedrica de ésteres de etila (Me), conforme mostrado na Equagao 4.6

(©).

(M, x MMe (
=—— (a
MMa

Mt
Me ) Mo=Cax Mi (b) R:HXIOO () (3.6)
e

Tabela 3.6 - Condicdes operacionais para determinagdo dos ésteres de etila por CG.

Padrao interno Hexanol (18,0 g/L)
Programa de temperaturas 90°C (3min), 120°C (10 min) e 170°C (15 min)
Taxa de variac¢ao 25°C/ min
Preparaciao da amostra 1:1 (amostra - hexano)
Preparacio para injecao 1:1 (amostra - padrao interno)
C8 EtOH = 3,28
C10 EtOH = 5,26
C12 EtOH = 8,56
Tempos de retencio dos C14 EtOH = 12,06
Monoésteres de etila (min) C16 EtOH = 13,96
C18 EtOH = 17,10
C18:1 EtOH = 17,81
C18:2 EtOH = 19,26
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sinteses das espumas de PU

Com o estudo das primeiras formulagdes propostas na metodologia (Tabela 3.4),
as sinteses utilizando apenas os reagentes principais (poliois, TDI e 4gua) confirmaram a
dependéncia dos outros reagentes para a obtengao de espumas com bom crescimento, com
uma boa homogeneidade das células (poros) e com resisténcia a solvente. As primeiras
formulagdes, apesar de um bom crescimento e boa abertura de poros (Tabela 4.1), ao entrar
em contato com alcool de limpeza, ndo apresentaram resisténcia, ocorrendo uma ruptura da
espuma quando aplicado qualquer esfor¢co sobre ela e ainda devido a alta reatividade do
Voranol RA64 utilizado na formulagdo 4, foi obtido uma espuma muito rigida e sem
células abertas. Assim este poliol e essas formulacdes foram descartadas.

A resisténcia ao solvente pode ser explicada pela baixa reticulagdo da espuma,
que devido a auséncia dos catalisadores do tipo organometélicos, a reacdo do isocianato
com as hidroxilas secundarias e terciarias nao ocorre, obtendo assim polimeros pouco
reticulados e sem resisténcia a solvente.

Portanto, a fim sintetizar espumas mais especificas para a imobilizagdo da
biomassa, foram utilizadas as formulac¢des propostas pela EVONIK (Tabela 3.4). Assim foi
possivel obter em todas as formulagdes caracteristicas necessaria para a imobilizacao tais
como, espumas com boa uniformidade de células, boa abertura de poros e resisténcia a
solvente. Essas espumas apresentaram propriedades superiores por conta dos catalisadores
que promoveram uma boa reticulacdo da matriz, e ao surfatante que estabilizou e
homogenizou as microbolhas nucleadas com a agitagdo, na massa polimérica.

Na tabela 4.2 foi possivel observar que a velocidade de agitagdo proporcionou
modificagdes visiveis na morfologia das espumas sintetizadas com os poliois Lupranol
B.50 e Lupranol 1100 (Tabela 4.2). Para formulagdes com agitagdo de alta rotagdo, ocorreu
uma diminui¢do dos tamanhos de poros, enquanto que nas espumas obtidas com rotacao

mais baixa, poros de dimensdes maiores foram obtidas.
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Tabela 4.1 - Formulac¢des sem catalisadores e surfatantes, com um indice de
isocianato igual a 100

Formulacao 1 Formulacao 2
TDI 4,65¢ TDI 55¢g
Lupranol B.50 10g Lupranol 1100 10g
Agua 0,4g Agua 0,4g
Espuma flexivel com Formulagao sem
bom crescimento, crescimento
sem uniformidade
das células e
nenhuma resisténcia
a solvente
Formulacao 3 Formulacao 4
TDI 431g TDI 14,2¢g
Lupranol 2090 10,0g Voranol RA640 10,0g
Agua 0,4g Agua 0,4¢g

Espuma rigida

com alta
Formulagao sem
' reatividade, bom
crescimento .
crescimento e sem

células abertas

Este fendomeno ¢ explicado pelo fato de que para uma agitagao com alta rotacao, a
nucleacdo de microbolhas de ar dentro da massa de polimero ¢ maior, ao contrario do que
ocorre em uma agitacdo mais lenta, onde a nucleagdo ¢ menor. Dever ser considerado
ainda que o volume de gis carbonico formado ¢ o mesmo para as formulacdes que
apresentam o mesmo poliol, portanto a massa polimérica que tiver maior nimero de
microbolhas nucleadas, o volume de gas direcionado para cada bolha serd menor,
ocasionando a formagdo células pequenas, porém com maior quantidade de poros por area

(KAUSHIVA et al, 2000).



Tabela 4.2. Fotos das espumas formuladas para analise comparativa dos
poros e os valores das respectivas densidades.

Espuma Fotografia

Espumas Poros

Formulagao: PL1100
Agitacdo: 2500RPM
Densidade: 22 kg/m’

Formulagao: PL1101
Agitacdo: S00RPM
Densidade: 24 kg/m’

Formulagao: PL3000
Agitacdo: 2500RPM
Densidade: 33 kg/m’

Formulagao: PL3001
Agitacdo: S00RPM
Densidade: 25 kg/m’
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Tabela 4.2. Fotos das espumas formuladas para analise comparativa dos poros e os valores
das respectivas densidades (cont.)

Fotografia
Amostra

Espumas Poros

Formulagao: PL3002
Agitacdao: 1500RPM
Densidade: 27 kg/m’

Formulagao: PL6000
Agitacdo: 2500RPM
Densidade: 23 kg/m’

Formulagao: Poliester
Agitacdo: 2500RPM
Densidade: 23 kg/m’

™\

Entdo com as formulagdes propostas pela EVONIK, foi possivel verificar que se

T T —

pode variar o didmetro médio de poros das espumas apenas mudando a velocidade de
agitagdo do meio, contrariando os dados da literatura, nos quais os pesquisadores
descrevem a necessidade de, ao mesmo tempo em que se varia a velocidade de agitagao,
faz-se necessario alterar as concentragdes do surfatante e do agente de expansdo na
formulacdo, o que acarreta em modificag¢des fisico-quimicas (KAUSHIVA et al, 2000;
ANEJA; WILK; RIGHTOR, 2003). Dessa forma foi possivel entdo, realizar um estudo
comparativo entre espumas com dimensdes diferentes no didmetro de poros utilizando a

mesma razao entre os reagentes de sintese.
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As densidades aparentes das espumas apresentaram-se bem diferentes, mesmo
para um mesmo poliol. A densidade para a espuma comercial foi de 19 kg/m’. Segundo a
literatura, a densidade aparente esta intimamente ligada as propriedades fisicas dos
materiais, porém ndo apresenta linearidade com o tamanho dos poros € nem com a
formagao dos segmentos rigidos e flexiveis. Espumas com diametro de poros diferentes
podem apresentar mesma densidade. Neste caso as bordas de Plateau que governariam esta
propriedade, podem apresentar-se mais grossas ou mais finas, acarretando numa diferenca
do volume de vazios nas espumas (THOMSON, 2005; PACHECO, 2006).

Para efeito de comparagdo, as espumas propostas pela EVONIK foram
caracterizadas quanto ao grau de inchamento, permeabilidade ao ar, sor¢do de liquidos,

absor¢ao dos solventes utilizados na transesterificacdo e ao diametro de poros.

4.2. Caracterizacoes das espumas de PU

Foram realizadas as caracterizagdes das espumas sintetizadas e da espuma de

referencia, a comercial adotada por SILVA et al. (2009 a, b).

4.2. 1. Calculo do diametro médio de poros

A caracterizagdo de espumas por imagens digitalizadas sejam elas por
microscopia de varredura ou por outros métodos, ¢ uma ferramenta muito utilizada para o
calculo de diametros de poros e de células e ainda para o calculo da porosidade das
espumas ¢ membranas (TAN; OBENDOREF, 2006; ZHANG et al., 2007; WANG; MIN,
2008; JOSSET et al, 2010; HAKIM et al., 2011;).

Jang, Kraynik e Kyriakides (2008) utilizaram a analise de topografia micro-
computadorizada por raios-X. Essa técnica ¢ usada para desenvolver imagens 3D da
morfologia da espuma de poliuretano com diferentes tamanhos de poros. As imagens sao
utilizadas para levantamento estatistico dos tamanhos das células e analise da anisotropia
das células, com a finalidade de obter condi¢cdes de contorno para a elaboracao da
modelagem matemdtica do crescimento da espuma, para assim estimar os modulos
elasticos da espuma.

Micrografias de espumas comerciais de poliuretanos sao utilizadas por Calvert et

al. (2010) para o calculo do didmetro médio de células, da distribuicao dos diametros e o
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nimero de poros por polegada, para que fossem estudadas quais as melhores espumas para
utilizagdo como implante para 0ssos.

Tan e Obendorf (2006) utilizaram o software ImageJ para anélisar a modificacao
da distribuicao dos didmetros de poros das membranas de poliuretanos antes e apos da
graftizacdo da superficie das membranas. Com a utilizagdo das micrografias das superficies
das membranas e com o auxilio do software, foi possivel analisar a diferenca do didmetro e
da distribuicdo dos poros da membrana. Tan et al. (2011) também utilizaram a mesma
técnica para analisar a distribuicdo dos poros de espumas rigidas de poliuretano
sintetizadas com poliol a base de 6leo de soja.

De acordo com Cruz et al. (2010) o software ImageJ demonstrou ser uma
ferramenta apropriada para a andlise de micrografias de fosfato de nidobio empregado no
branqueamento da celulose. Foi sendo possivel investigar a composi¢do dos depositos ¢ a
morfologias dos fosfatos. Para esse caso a andlise estatistica mostrou-se eficaz.

Com auxilio do software ImageJ , as micrografias das espumas foram tratadas
conforme a metodologia adotada na se¢do 3.3.1, para que fossem realizadas as analises dos
diametros médio de poros e levantando os dados referentes a distribui¢ao dos diametros ao
longo da se¢do transversal de crescimento da espuma.

Nesta analise ¢ utilizada como o didmetro de poros, o parametro de tamanho
definido no software de didmetro de Feret: distancia mais longa entre dois pontos ao longo
do limite de sele¢do, também conhecido como maximo paquimetro. A calibracdo da
imagem ficou em 0,18 pixel/um.

Apobs o levantamento dos diametros de Feret para cada poro, foi calculado o
didmetro médio de poros e realizado o grafico de distribui¢do dos didmetros de Feret.
(Figura 4.1).

Pelos resultados obtidos na tabela 4.1 foi possivel verificar que o software se
mostrou uma ferramenta promissora para este tipo de analise, pois ao se utilizar o diametro
de Feret ¢ fixada a distancia entre os pontos de medida, eliminado variagdes de medi¢do
para um mesmo poro, ¢ ainda a possibilidade de se obter a distribui¢do dos tamanhos dos
poros nas espumas, possibilitando analisar a homogeneizagao das dimensdes dos poros em
cada espuma. Nos graficos da tabela 4.1 foi possivel verificar que apesar da variacao das
dimensdes dos poros, o valor do diametro médio calculado ficou dentro da regido de maior

porcentagem, podendo assim ser considerado um valor de comparagdo entre as espumas.
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Espuma:Comercial Resultados

didmetro de poro (mm)

Diametro médio: 0,36 £0,14mm

Resultados

distribuigao (%)

didmetro de poro (mm)

200pn* v r = oy 20 =3 2= 1%
EAT  20.30KY |ME DENAR ZEL JST

Figura 4.1. Micrografias, grafico da distribui¢cao dos tamanhos de poros e o valor
do didmetro médio de poro das espumas sintetizadas (cont.).

Diametro médio: 0,32 + 0,09mm

Com isso foi possivel observar que o método utilizado para o controle do
diametro de poros nas espumas mostrou-se eficaz. Apos a variacao da agitagcdo, diametros
de poros variados foram obtidos, como ¢ o caso das formula¢des PL3000, com diametro
médio de poros de 0,24 mm utilizando uma agitacdo de 2500 RPM, PL3001 com 0,82mm
e agitacdo de SOORPM e por fim a PL3002 com didmetro médio de poros de 0,52mm e
agitacdo de 1500 RPM. O mesmo comportamento foi verificado para as formulagdes com
o poliol Lupranol 1100. Para a formulagdo PL1100 o didmetro médio de poros foi de 0,30
mm com a agitagdo de 2500RPM e para a PL1101 foram detectados didmetros médios de

poros de 0,52 mm, utilizando agitacdo de SOORPM.

4.2.2. Permeabilizacdo ao ar
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Permeabilidade ao ar ¢ a resisténcia que a espuma apresenta ao fluxo de ar que
atravessa a matriz porosa, sendo expressa em milimetro de coluna de agua. Intuitivamente
podemos esperar que a espuma que apresentar uma maior perda de carga apresentara uma
quantidade de poros fechado maior, e ainda, a que apresentar didmetro médio de poros
maior apresentard uma menor resisténcia ao fluxo. Com essa analise ¢ possivel ter um bom
indicativo de porosidade entre as espumas. Thomson (2005) utiliza-se dessa técnica para
selecionar espumas poliuretanicas com perda de carga maxima de 127 mm H,O para serem
utilizadas como bio-filtro.

Com o intuito de comparar quais as espumas que apresentam maior quantidade de
poros fechados, foi realizado o teste de permeabilidade ao ar, com uma vazio de 14L.min"
de ar. Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.3.

Pelos resultados foi possivel observar que a resisténcia a passagem de fluxo na
espuma esta diretamente relacionada com a quantidade de poros fechados e abertos
apresentada pela espuma e nao sofre influencia significativa da variagao do diametro de
poros.

Foi verificado que a espuma de poliéster apresentou uma maior quantidade de
poros fechados entre as espumas sintetizadas por conta da maior perda de carga. J& as
sintetizadas como os poliol Lupranol B50 apresentaram boas permeabilidades ao ar,
podendo ser considerado que todos os poros estavam abertos. Nas demais matrizes foram
consideradas que a maioria dos poros encontrava-se abertos.

Este pode ser um fator importante a ser observado na sintese de espuma para
imobilizacdo de microorganismo, uma vez que se a permeabilidade ao ar for muito alta
provavelmente esta matriz apresentard: uma maior resisténcia a transferéncia de nutriente
até as células que se encontrem mais no interior da matriz, uma adsor¢do do micro-
organismo apenas na superficie da espuma e uma biomassa menos dispersa na matriz.

Adicionalmente observa-se que conforme ocorre o0 crescimento do
microorganismo, a resisténcia a transferéncia tende a aumentar devido ao preenchimento
dos espacos vazios da espuma pelas células. Ryo, Cho e Chung (2010) relatam que apos 27
dias de utilizacdo de espuma de poliuretano com didmetro de poros de 0,8mm e com
porosidade de 98,8% como biofiltro para o controle de organicos volateis, a resisténcia
aumentou de 100 mm H,O m™! devido ao crescimento do microorganismo, diminuindo a

eficiéncia do filtro.
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Tabela 4.3. Resultados das analise de permeabilidade ao ar

Espuma Perda de Carga
(mm H,0)
PL1100 13 -15
PL1101 25-26
PL3000 6-7
PL3001 3-4
PL3002 4-5
PL6000 20-21
Poliéster 100-110
Comercial 15-18

4.2.3. Grau de inchamento das EPU’s e parametro de solubilidade (9)

O processo de inchamento de um material polimérico ocorre a nivel molecular
envolvendo a difusdo de um liquido para o interior do polimero. Esse fendmeno ¢ possivel
devido a mobilidade das cadeias, levando ao alojamento de moléculas que apresentem
semelhangas quimicas e estruturais. Em caso contrario, essa difusao ndo ocorre devido ao
polimero apresentar interagcdes entre cadeias maiores que a interagdo matriz/solvente.
Assim na presenca de um solvente adequado os polimeros reticulados incham e os ndo
reticulados se dissolvem.

Para entdo avaliar a reticulacdo das matrizes e levantar o parametro de
solubilidade dos polimeros, foram calculados os coeficiente de inchamento para todas as
espumas.

Nessa avaliacao, a dependéncia entre o grau de inchamento Q em um solvente de
baixo peso molecular e o & deste solvente, ¢ expressa por uma curva de Q (ordenada)
versus O (abcissa). Quanto menor for a reticulacdo maiores serdo os valores de Q, ou ainda
quanto maior for a interacdo polimero/polimero menores serdo os valores de Q. O
parametro de solubilidade do polimero ¢ considerado como sendo o valor maximo da curva

ajustada aos pontos experimentais, sendo esta uma curva caracteristica de Gauss (SANTOS

et al, 2000; YANG; KOEING, 2004)
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Os solventes escolhidos para esta analise foram: hexano, acetato de etila,
cloroférmio, etanol e terc-butanol, sendo os trés primeiros muito utilizados para este tipo
de estudo e os dois ultimos escolhidos com o intuito de investigar as interagdes entre os
solventes utilizados neste trabalho na sintese de biodiesel (etanol e terc-butanol). Os dados
referentes aos ensaios de grau de inchamento encontram-se no Apéndice A.

Foi possivel observar que as espumas apresentaram um perfil de solubilidade
semelhante perante os solventes utilizados (Figura 4.2). O coeficiente utilizado para
comparacao foram os valores encontrados para o cloroférmio por ser o solvente nos quais
as espumas apresentaram um maior grau de inchamento, revelando assim que as
polaridades e os pardmetros de solubilidade dos polimeros estdo proximo ao do
cloroféormio, conforme dados da Tabela 4.4

Conforme a metodologia adotada, o ponto em que dQ/d3=0 da curva de Gauss

foi tomado como sendo o pardmetro de solubilidade das amostras. Os valores dos
parametros de solubilidade das espumas de poliuretano apresentaram valores muito
proximos aos da literatura, entre 9,3 a 10,3 (cal.cm™ )1/ 2 (GOPAKUMA; NAIR, 2005; LIU
et al, 2011), porém o coeficiente de intumescimento (Q) maximo, apresentou grandes

variagdes entre as espumas.

Tabela 4.4 Valores dos coeficientes de intumescimento no cloroférmio (Q) e parametro de
solubilidade das espumas.

Amostra Coeficiente de intumescimento no Parametro de solubilidade
cloroformio (Q) do polimero (cal/cm®)"?
PL1100 2,521+ 0,161 9,577
PL1101 2,296 £ 0,103 9,539
PL3000 2,158 £ 0,071 9,459
PL3001 2,168 £ 0,089 9,420
PL3002 2,129 £ 0,074 9,454
PL6000 1,576 £ 0,138 9,412
Poliéster 1,185 £ 0,071 9,481

Comercial 1,949 + 0,074 9,411
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As espumas com o menor € o maior coeficiente de intumescimento foram
respectivamente os poliuretanos sintetizados com o poliol poliéster € com o poliol
Lupranol 1100 (PL1100). Isso se deve a natureza dos poliois utilizados, isto €, no caso do
Lupranol 1100 sua estrutura ¢ constituida de polipropilenoglicol com apenas duas
hidroxilas, ocasionando uma baixa reticulagdo no polimero. Devido a essa baixa
reticulacdo auxiliada pela natureza do poliol Lupranol 1100, o coeficiente de
intumescimento foi maior. Por outro lado, para o poliol 8107 (poliéster), por apresentar
cadeia ramificada e grupamentos ésteres, ocorre uma maior interagdo entre as cadeias do
polimero. Além disso, devido a uma reticulagio maior nesta matriz, o coeficiente de
intumescimento foi menor, pois as interagdes entre cadeias poliméricas foram maiores que
as interacdes polimero/solvente.

No trabalho feito por Gopakuma e Nair (2005), foi utilizado copolimero de bloco
formado por poliuretano e borracha natural para um estudo de difusdo de solventes, onde
foram utilizadas diferentes razdes molares entre o poliol e o isocianato, variando assim a
quantidade de segmentos rigidos no polimero. Neste estudo foi encontrado um maior grau
de inchamento para o solvente Tetrahidrofurfural, que apresenta um parametro de
solubilidade de 9,52 (cal.em™)"?. Os solventes com maiores ¢ menores valores do
parametro de solubilidade da espuma, interagiram apenas com um dos segmentos dos
poliméricos.

Os autores também relatam que com a diminui¢ao da razdo molar do isocianato
com poliol, ocorre um aumento do grau de inchamento das matrizes devido a diminui¢ao
das ligacdes do tipo alofanato responsaveis também pela reticulagdo do polimero. Assim
quanto maior o valor de Q para um solvente melhor serd a interacdo entre os segmentos
flexiveis (cadeias do poliol) e rigidos da matriz, levando a uma melhor difusdo do solvente

para dentro da matriz polimérica.

4.2.4. Absorg¢ao dos solventes pela matriz

Objetivando investigar as interagdes das espumas com o0s solventes utilizados na
sintese de biodiesel, foi entdo levantado a quantidade massa/massa de solvente absorvida
pela espuma (Figura 4.3). Os resultados referentes a esses ensaios encontram-se no

Apéndice B.
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Figura 4.3. Grafico de massa absorvida de solvente por massa espuma

As absorgdes dos solventes pelas espumas se apresentaram coerentes com 0s
resultados obtidos nos ensaios do grau inchamento, nos quais a maior absorcdo foi para as
espumas sintetizadas com Lupranol 1100, e a menor para a espuma de poliéster. Assim ¢
possivel verificar uma melhor interacao das espumas PL1100 e PL1101 com os solventes

utilizados na transesterificacao.

4.2.5. Sorgao de solventes

Para avaliar a penetragdo dos solventes, dgua, terc-butanol e etanol, através da
matriz porosa, foi levantada a capacidade de sorcdo das espumas conforme procedimento
descrito por Tanobe (2007).

Na andlise de sor¢ao dos solventes, todas as EPU’s nao apresentaram resisténcia a
penetragdo para o terc-butanol e etanol, sendo que apds o primeiro minuto, as amostras ja
se apresentavam completamente molhadas pelos solventes, ndo havendo grande variagdo
no peso das espumas com o tempo. Todavia, quando foi utilizada dgua destilada, todas as
espumas apresentaram resisténcia a penetragao, como mostrado nas Figuras 4.4 e 4.5. Os
resultados utilizados para a analise de sor¢ao da 4gua encontram-se no Apéndice C.

Foi possivel verificar que entre os diferentes tipos de poliois, a espuma que obteve
a menor resisténcia a difusdo de dgua foi a espuma comercial e a que apresentou uma

maior resisténcia foi a espuma de poliéster. Neste caso a difusdo pode estar diretamente
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associada com o poliol, a permeabilidade ao ar e ao didmetro de poro. A espuma comercial
apresentou a menor resisténcia entre as espumas testadas, este fato por ser explicado
devido ao poliol utilizado na sintese da espuma. Estima-se que esse contém uma maior
quantidade de oOxido de etileno, uma vez que segundo a literatura, quanto maior a
porcentagem de o6xido de etileno, mais pronunciado fica o carater hidrofilico da espuma
(THOMSON, 2005). Embora a espuma PL1100 tenha apresentado diametro de poro
semelhante ao da comercial, foi observada maior resisténcia a difusdo dessa espuma. Esse
comportamento pode estar relacionado com sua formulagdo na qual foi utilizado um poliol
formado por apenas o0xido de propileno, que confere um carater mais hidrofobico a

espuma, dificultando a penetracdo da agua.

Sor¢do (g H,0/g espuma)
Sor¢io (g H,0/ g espuma )

—@—PL1100 —&—PL1100
—a— PL3000 3 —@—PL3000
44 —@— PL6000 —a— PL6000
—@— COMERCIAL 4 —@— COMERCIAL
21 —@— Poliester —@— Poliester

0 T T T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80

Tempo (min) Tempo (horas)

Figura 4.4. Grafico de sor¢ao de agua pelas espumas PL1100, PL3000, PL6000,
Comercial e a Poliester.

Por tratar-se de um ensaio estatico, apos 48 horas foi observado que a sorcao
chega a um equilibrio e que provavelmente devido a menor permeabilidade e
consecutivamente o maior numero de poros fechados, a espuma de poliéster apresentou
menor sor¢do. Ja a espuma PL3000 por ter uma maior permeabilidade atingiu o equilibrio
em 24 horas, ao contrario da PL6000 que apresentou um comportamento linear somente
apos 48 horas. J& a formulacdo com o poliol poliéster, devido a grande quantidade de poros
fechados a sua resisténcia ¢ maior e a quantidade final de d4gua adsorvida ¢ menor.

O efeito do diametro de poros sobre a sor¢ao de agua foi investigado utilizando
as formulagdes sintetizadas com os poliois Lupranol 1100 e Lupranol B50. Na figura 4.5, ¢
possivel observar que com o aumento do didmetro de poros ocorre a diminui¢do da

resisténcia a difusdo e um aumento da sor¢do inicial. Porém, devido ao aumento do
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diametro ocorre uma diminui¢do do ntimero de poros, diminuindo assim a massa final da
dgua que permanece na espuma por efeito capilaridade (BRAUN et al., 2003; THOMSON,
2005; TANOBE,2007). Portanto, as espumas com diametros médio de poros maiores

apresentam uma menor resisténcia ao fluxo e um comportamento de sor¢ao mais linear.

—~ 175 —
=
: E
g 150 g
Ny 2 1754
ON ON ’
= 125 T 150
& &
° o 1254
& 1004 —o— PLI1100) g —o— PL1100)
3 —o— PLI1101 3 100 —o—PL1101
—o— PL3000) 75] —o— PL3000
754 —o— PL3001 —o— PL3001
—o— PL3002) 50 —o— PL3002)
50 T T T T T T 25 T T T T T T T T
0 16 24 32 40 48 56 0 16 24 32 40 48 56 64 72 80
Tempo (min) Tempo (horas)

Figura 4.5. Grafico de sor¢do de agua pelas espumas PL1100, PL1101,
PL3000, PL3001 ¢ a PL3002.

Com os resultados apresentados neste ensaio foi possivel observar que a espuma
comercial apresentou um carater mais hidrofilico entre as espumas testadas. Porém este
comportamento de sor¢ao de agua apresentado pelas espumas sao influenciados nao apenas
pela natureza do poliol e pelos pardmetros morfoldgicos das espumas, mas também pelas
propriedades dos solventes utilizados, uma vez que a tensao superficial, a viscosidade e a
polaridade do liquido influenciam nesta penetragdo (BRAUN et al., 2003; THOMSON,
2005; TANOBE,2007).

Com a obtencdo de matrizes poliméricas com grande area superficial, porosidade
uniforme, boa estabilidade e sendo permeavel a passagem de fluidos, todas as espumas

formulagdes selecionadas para utilizagdo como suporte para imobilizagdo da biomassa.
4.3. Imobilizacio de células fliingicas nas EPU’s
As espumas sintetizadas e a espuma comercial foram utilizadas como suporte para

a imobilizacdo do fungo filamentoso de Mucor circinelloides, sendo utilizado dois

Erlenmeyers para cada tipo de espuma, contendo cerca de 100 ml de meio de cultura e 100
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cubos de EPU em cada meio. Apos 72 horas de cultivo a 30°C , as biomassas imobilizadas
nas espumas foram lavadas e secadas conforme a metodologia (item 3.2.2).

Foram calculadas as atividades hidroliticas dos biocatalisadores e a razdo de
imobilizacdo, na qual ¢ calculado pela razao entre a massa de biomassa seca adsorvida nas
espumas ¢ a massa de espuma utilizada (Mmicelio/Mespuma) (Tabela 4.5). A formagdo do
biofilme nas espumas foi analisada com auxilio da técnica de microscopia eletronica de

varredura (MEV). As micrografias sao apresentadas na Figura 4.6.

Tabela 4.5. Valores das razdes entre a massa seca de micélio adsorvida pela massa de
espuma utilizada e a atividade hidrolitica da biomassa imobilizada

Atividade da
Mmicélio/ Mespuma
Espuma biomassa imobilizada
(g/2)
(U/g)

PL1100 2,34+0,70 41,19 £ 9,47
PL1101 1,45+0,19 32,16 £ 13,24
PL3000 1,68 £0,55 42,53 £ 8,15
PL3001 1,45+ 0,34 37,85 £16,16
PL3002 1,65+0,31 47,43 £ 5,67
PL6000 2,07 +£0,19 52,03 +11,39
Poliéster 2,25+0,57 38,43 +£ 12,43
Comercial 3,32+0,52 58,58+ 11,14

A maior razd0o (Mmic¢lio/Mespuma) fO1 Observada para a espuma comercial seguida da
espuma PL1100. Esse comportamento se deve ao fato de que o sucesso da imobilizagdo
celular depende das caracteristicas morfologicas do microrganismo, tais como a natureza e
a idade das células, das condi¢des do meio de cultura e ainda das propriedades da matriz

utilizada (ROSCHE et al., 2009).
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Figura 4.6. Micrografias das biomassas imobilizadas nas espumas sintetizadas
(20x): a) PL1100; b) PL1101; c) PL3000; d)PL3001; e)PL3002; f) PL6000; g)
Poliester; h) Comercial.
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As matrizes devem apresentar um balanceamento entre o carater hidrofilico e

hidrofébico para que se tenha uma boa biocompatibilidade. Como a imobilizagdo natural

esta diretamente vinculada as interacOes eletrostaticas e hidrofobicas entre as células e a

matriz, torna-se necessario que as espumas apresente este carater, pois segundo Kilonzo,
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Margaritis e Bergougnou (2011) na imobilizagao de leveduras, os esporos a uma distancia
superior a 50 nm da superficie, as forcas de van der Waals sdo as unicas forgas relevantes
entre levedura e suporte; j4 a uma distancia de 20 nm, as forcas de van der Waals e de
repulsdo eletrostatica comegam a governar a adsorcao celular sobre a superficie, uma vez
que a superficie artificial da EPU e a superficie das células apresentam cargas negativas em
condig¢des fisiologicas comuns.

Ja o carater hidrofilico, assim como a sor¢ado, influenciam na adsor¢ao do micro-
organismo e no crescimento do biofilme devido principalmente a difusao dos substratos até
as células que se encontram dentro da matriz. Uma vez que o meio de cultura ¢
essencialmente aquoso, certo carater hidrofilico facilitard a sor¢do e a transferéncia de
massa para dentro da espuma, mantendo um gradiente menor de concentragdao dos
substratos necessarios ao crescimento celular, entre o interior e a superficie da matriz
(ROSCHE et al., 2009; KILONZO; MARGARITIS; BERGOUGBOU, 2011).

Nas figuras 4.3 e 4.4 ¢ possivel verificar que em 72 horas as espumas ja estavam
em equilibrio, ndo ocorrendo mais difusdo da 4gua para dentro da matriz. Como a espuma
comercial apresentou uma melhor sor¢do da dgua e uma boa permeabilidade ao ar, ¢ de se
esperar uma maior adsor¢do das células nesta matriz, pois esta apresentou, em principio,
um carater hidrofilico mais acentuado que o das outras espumas. Por outro lado, a espuma
PL1100 apresentou alta razdo de imobilizacdo. Esse resultado pode estar ligado ao carater
mais hidrofobico do poliol utilizado, aumentando a interagdo entre célula e superficie,
como ¢ possivel observar na micrografia “a” da Figura 4.6, na qual ¢ possivel observar
uma deformagdo da matriz, sugerindo indicios de uma forte interagdo com as células,
contribuindo para uma maior protecdo contra as forgas cisalhantes.

Entre as espumas PL3000, PL3001 e PL3002 foi observado que, com o aumento
do didmetro médio de poros ocorre uma redugdo na adsor¢do celular, apesar do aumento
do espaco de crescimento. Isto pode ser atribuido ao fato da maior permeabilidade da
espuma, fazendo com que a forca cisalhante do meio de cultura atue mais nas células em
crescimento, ocorrendo um arraste. O mesmo ¢ observado nas espumas PL1100 e PL1101,
sendo que a espuma PL1101 apresentou a menor razao de imobilizagdo entre as espumas
testadas.

Yang et al. (2004) reportam o efeito do diametro médio da espuma e do tipo de
leito utilizado na fixacdo de biomassa e na degradacao anaerobica de compostos organicos.
Os autores observaram que numa espuma de didmetro médio de poros maior a fixagao da

biomassa foi menor e consequentemente o rendimento foi menor na produ¢do de biogas,
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parametro utilizado para avaliar o desempenho das biomassas imobilizadas. Além disso,
para um reator de leito fluidizado ouve um menor rendimento de imobilizagdo e de
producao de metano quando comparado com o reator de leito fixo.

Nesse trabalho a quantidade de biomassa presente na matriz utilizada nao se
mostrou diretamente relacionada com a atividade hidrolitica do catalisador como € possivel
observar na Figura 4.7, na qual as células de Mucor circinelloides imobilizadas em
espumas de poliuretano apresentaram uma atividade hidrolitica diversificada, independente
da quantidade de biomassa, levando a crer que a espuma esteja influenciando na medigao

da atividade de hidrolise da biomassa.
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Figura 4.7. Razao de imobilizagdo média e atividade
hidrolitica média das biomassas imobilizadas.

Observar-se que, apesar de apresentarem alta razdo de imobilizagdo, as atividades
hidroliticas das biomassas imobilizadas nas espumas PL1100 e de Poliéster, nao
apresentaram uma alta atividade hidrolitica. Ja nas espumas do grupo 3000, ¢ possivel
observar uma variacdo da atividade em relacdo ao didmetro médio de poros, sendo que esta
variagdo pode estar relacionada com a sor¢do de H,0. Verifica-se um comportamento mais
linear para a espuma PL3002, quando comparado com a PL3000, que apresentam razdes
de imobilizacdo proximas. Por sua vez, a espuma PL3001, que apresentou o maior
diametro médio, obteve uma menor atividade hidrolitica, causado provavelmente pela

maior dimensdo dos micélios adsorvidos e menos dispersos dentro da matriz.
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Esta variagdo das atividades pode ainda ser explicada pela dificuldade de
transferéncia de massa entre os substratos utilizados na medida da atividade de hidrolise,
proporcionada pelas propriedades da matriz, como ¢ o caso da espuma de poliéster por
apresentar uma baixa permeabilidade e baixa sorcdo de agua e ainda pela deformacgao
ocasionada pelo fungo e ao carater hidrofilico mais acentuado das espumas PL1100 e
PL1101. Destaca-se ainda o fato de que fungos filamentosos apresentam algumas
caracteristicas peculiares que influenciam diretamente no desempenho do processo
fermentativo.

Assim, as mudancas na diferenciagdo celular causadas pelas dificuldades de
transferéncia de massa, calor e nutrientes, podem levar a mudangas também nas transigdes
das fases de metabolismo primdrio e secundario, modificando todo o comportamento da
cinética de producao de enzimas e outros metabolitos pelo microrganismo (PAPAGIANNI,

2004, DE ORY et al., 2006; COVIZZI, 2007; LIN; SCHOLZ; KRULL, 2010).

4.4. Etanolise do 6leo de babacu

Com os teores de umidade inferiores a 10%, para evitar a reversibilidade, as
células fungicas imobilizadas foram colocados no meio reacional, contendo uma razao
molar de 1:6 de 6leo de babagu ¢ etanol ¢ uma razao de 1,5/1 em volume de terc-butanol
por volume de meio reacional e cerca de 20% em massa de biocatalisador. A reagdo foi
acompanhada medindo a porcentagem massa/massa formada de cada éster etilico através
da cromatografia gasosa, durante o periodo 120 horas. Estes resultados encontram-se no
Apéndice D.

Com o intuito de avaliar a influéncia da massa molecular do poliol utilizado na
sintese das espumas sobre o rendimento de esterificacdao, foram comparados os resultados
da transesterificacdo entre as biomassas imobilizadas nas espumas PL1100, PL3000,
PL6000 e a Comercial servindo como referencia. Pela Figura 4.8 ¢ possivel verificar que
os biocatalisadores converteram todos os acidos graxos presentes no 6leo de babacu nos
seus respectivos ésteres de etila.

Através do grafico € possivel analisar que, apds 120 horas, a massa molecular de
poliol utilizado na sintese das espumas nao apresentou forte influencia no rendimento final
de esterificacao, embora os comportamentos durante a sintese tenham sido diferentes.

Nas primeiras 24 horas, a biomassa imobilizada na espuma PL6000 apresentou

maior conversdo, cerca de 0,51g de ésteres de etila/grama de meio, que equivale a um
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rendimento de 62,49%. A biomassa imobilizada na espuma PL3000 apresentou menor
conversao, com cerca de 0,37g de ésteres/grama de meio, equivalendo a um rendimento de
46,28%. Esta diferenga pode ser explicada pela menor permeabilidade da PL6000,
ocasionando maior concentracao de células na superficie externa da espuma, fazendo com
que as enzimas intracelulares fiquem mais expostas ao substrato. Ao contrario da espuma
PL3000 que apresentou boa permeabilidade, a massa fungica encontrou-se mais difundida
(Figura 4.5c¢), porém com menor razao de imobilizagdo. Os rendimentos finais estdo

apresentados na Tabela 4.6 e comprovados com as faixas de viscosidade cinematica,
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Figura 4.8. Comparacao dos perfis de formagao dos ésteres de etila totais em fun¢ao do
tempo para as biomassas imobilizadas nas espumas PL1100, PL3000, PL6000 e
Comercial.



84

Tabela 4.6. Valores de rendimento médio de transesterificacdo do oleo de babagu, ¢ as
viscosidade dinamica, densidade e viscosidade cinematica dos biodiesel catalisados pelas
biomassas imobilizadas nas espumas PL1100, PL3000, PL6000 ¢ Comercial.

Rendimento
Viscosidade
médio de Viscosidade Densidade
Espuma 3 cinematica
transesterificacdo dinamica (cP) (Kg/m”) (SH)
cSt
(%)
PL1100 83,12+ 6,31 3,89 - 6,40 0,8766 - 0,8906 437-17,18
PL3000 84,06 + 2,65 4,84 —-5,07 0,8849 - 0,8872 5,47-5,71
PL6000 87,27+1,10 4,47 —4,93 0,8835 - 0,8850 5,06 — 5,57
Comercial 86,19+ 1,83 4,68 — 4,86 0,8841- 0,8889 5,29 - 5,40

Com o intuito de analisar o efeito do didmetro de poros sobre a biocatdlise foram
comparados os perfis de formag¢do dos ésteres de etila mediados pelas biomassas
imobilizadas nas espumas PL3000, PL3001 e PL3002 (Figura 4.9) e nas espumas PL1100
e PL1101(Figura 4.10).

Na figura 4.9 ¢ comparado os perfis das reagdes catalisadas com biomassas
imobilizadas em espumas sintetizadas com o péliol Lupranol B50. E possivel verificar que
com o aumento do diametro de poros, uma diferenciagdo nos rendimentos e no
comportamento das reagdes ¢ observado. Com o aumento do didmetro de poro ocorreu um
aumento na conversdo do ésteres no periodo de 24 horas, isto é, a PL3001 apresentou um
rendimento de 57,71% contra 51,69% da PL3000. Este comportamento pode ser explicado
pela maior exposicdo das células ao substrato quando utilizado poros de maiores
dimensoes.

Por outro lado, com o aumento do didmetro médio de poros ocorreu um
comprometimento dos rendimentos finais, sugerindo uma relacdo com o tamanho dos
micélios adsorvidos no interior da espuma, pois ha mais espaco para a biomassa crescer
aumentando o tamanho do micélio e consequente diminui¢ao da area superficial de contato
das células com os substratos. Os resultados dos rendimentos de transesterificacao,

viscosidades e densidades estdo apresentados na Tabela 4.7.
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Figura 4.9. Comparacao dos perfis de formacao dos ésteres de etila totais em
fungdo do tempo para as biomassas imobilizadas nas espumas PL3000,
PL3001, PL3002.

Tabela 4.7. Valores de rendimento médio de transesterificagao do 6leo de babacu, ¢ as
viscosidade dindmica, densidade e viscosidade cinematica dos biodieseis catalisados pelas
biomassas imobilizadas nas espumas PL3000, PL3001, PL3002.

Rendimento
Viscosidade
médio de Viscosidade 3
Espuma Densidade (g/cm”)  cinematica
transesterificacdo dinamica (cP) (St)
cSt
(%)
PL3000 84,06 = 2,65 4,84 —5,07 0,8849 - 0,8872 5,47-5,71
PL3001 77,29 + 0,35 5,27 — 6,44 0,8852 - 0,8906 5,95-17,23
PL3002 80,13 +4,37 5,27 -5,46 0,8855 - 0,8861 5,95-6,16

Nas espumas PL1100 e 1101 (Figura 4.10) esse comportamento ndo foi observado.
Esta caracteristica pode ser atribuido a alta absor¢ao do etanol e terc-butanol pelas matrizes
facilitando o contato das células com os substratos, e ainda pelo fato da espuma PL1101

apresentar quantidade inferior de células imobilizadas, diminuindo o rendimento de
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transesterificagdo. Os resultados dos rendimentos de transesterificacdo, viscosidades e

densidades estdo apresentados na Tabela 4.8.
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Figura 4.10. Comparagao dos perfis de formagao dos ésteres de etila
totais em func¢do do tempo para as biomassas imobilizadas nas espumas
PL1100 e PL1101.

Tabela 4.8. Valores de rendimento médio de transesterificacdo do 6leo de babagu, ¢ as
viscosidade dinamica, densidade e viscosidade cinematica dos biodiesel catalisados pelas
biomassas imobilizadas nas espumas PL1100 ¢ PL1101.

Rendimento
Viscosidade
médio de Viscosidade 3
Espuma Densidade (g/cm”) cinematica
transesterificacdo dinamica (cP) (St)
cSt
(%)
PL1100 83,12+ 6,31 3,89 - 6,40 0,8766 - 0,8906 4,37-17,18
PL1101 79,46 + 1,44 5,17 - 5,66 0,8864 - 0,8871 5,83 - 6,38

Na Figura 4.11 ¢ comparada a conversdo dos ésteres de etila entre a espuma
comercial e a espuma poliéster. Neste caso ¢ possivel verificar que a utilizagdo do poliol
poliéster na sintese de EPU interferiu na formagao das lipases intracelulares no micro-
organismo apos imobilizagdo, uma vez que mesmo com a alta quantidade de célula
imobilizada nesta matriz, a biomassa apresentou baixa atividade hidrolitica e baixa

conversdao dos ésteres, sendo entre as espumas testadas a que obteve o menor rendimento
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de transesterificacdo, cerca de 60%. Os resultados obtidos nas transesterificacdes, apos a

purificagdo do biodiesel, estdo na Tabela 4.9.
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Figura 4.11. Comparacdo dos perfis de formagao dos ésteres de
etila totais em fungdo do tempo para as biomassas imobilizadas
nas espumas Poliester e Comercial.

Tabela 4.9. Valores de rendimento médio de transesterificacao do 6leo de babacu, e as
viscosidade dindmica, densidade e viscosidade cinematica dos biodiesel catalisados pelas
biomassas imobilizadas nas espumas Poliester e Comercial.

Rendimento
Viscosidade
médio de Viscosidade 3

Espuma Densidade (g/cm”)  cinematica

transesterificacdo dinamica (cP) (St)

¢St

(o)
Poliéster 64,40 + 2,31 9,48 — 9,67 0,8879 - 0,8945 10,67 —10,18
Comercial 86,19 + 1,83 4,68 — 4,86 0,8841- 0,8889 5,29 - 5,40

Os rendimentos apresentados pelas biomassas imobilizadas nas espumas de
poliuretano ficaram dentro das faixas de resultados apresentados por outros autores e assim
devido aos resultados apresentados pelas biomassas imobilizadas nas espumas PL1100,
PL3000, PL6000 e a Comercial, esses biocatalisadores foram empregados em reacdes de
bateladas consecutivas de etanolise do 6leo de babacu em meio com solvente, para a

avaliacdo das estabilidades dos biocatalisadores. Foram acompanhados os rendimentos de
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transesterificagdo, atividade hidrolitica e as porcentagens de perda de massa em cada

reutilizagdo e realizado um comparativo.

4.5. Reacoes de bateladas consecutivas

Apds 120 horas, as biomassas foram separadas do meio reacional, com auxilio de
uma tela de ago, lavadas com terc-butanol em filtragdo a vacuo. A umidade das biomassas
foi controlada para manter-se em torno de 10% para entdo serem reutilizadas em uma nova
batelada.

Para todas as biomassas imobilizadas foi possivel a reutilizacdo em até trés
bateladas consecutivas, com perda de atividade hidrolitica da ordem de 50% da atividade
inicial ap6s a ultima batelada. Devido a esta perda acentuada da atividade hidrolitica, os
reciclos foram encerrados. Todos os dados referentes as reagdes de bateladas consecutivas
estdo no Apéndice E.

Na Figura 4.12 ¢ possivel observar que nao houve perda significativa na atividade
hidrolitica da biomassa imobilizada na espuma PL1100 até o terceiro ciclo, o0 mesmo
ocorre para o rendimento, tendo cerca de 79% de rendimento, caindo para um rendimento
de 67% na terceira batelada. Este fato esta relacionado com a perda de massa ocorrida em
cada ciclo e com a perda de enzima para o meio (DU; LIU; YAO, 2008). Apds o primeiro
ciclo, ocorreu uma perda de massa de 21,04%, ap6s segundo ciclo a perda de massa foi de

8,89% e apos o terceiro ciclo a perda foi de 28,76%.
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Figura 4.12. Gréfico dos rendimentos e das atividades em cada
ciclo, para a biomassa imobilizada na espuma PL1100.
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Na biomassa imobilizada na espuma PL3000 (figura 4.13), a atividade hidrolitica
sofre uma perda mais acentuada a cada ciclo, atingindo 50% da atividade inicial apds o
terceiro ciclo. Porém os rendimentos de transesterificagdo nao sofreram perda muito
acentuada quanto a perda da atividade hidrolitica, no qual apresentou um rendimento
inicial de 84% e caiu para 65% no terceiro ciclo. A perda de massa apds o primeiro ciclo
foi de 22,38%, apos segundo ciclo foi de 32,30% e apos terceiro ciclo a perda foi de

30,08%.
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Figura 4.13. Grafico dos rendimentos e das atividades
hidrolitica em cada ciclo, para a biomassa imobilizada na
espuma PL3000

Na biomassa imobilizada na espuma PL6000 ¢ possivel observar na Figura 5.14,
que ndo ocorreu 0 mesmo comportamento dos outros sistemas com relacdo a perda de
atividade e rendimento. Apds o primeiro ciclo, com um rendimento de 84,90%, ocorreu
uma perda de massa de 41,10%, no segundo ciclo apds o uso houve uma perda de massa de
13,18% apresentando um rendimento de 50,95%, e ap6s o terceiro ciclo a perda foi de
7,25% e o rendimento ficou em 60%. Este comportamento pode estar relacionado com a
estrutura mais fechada desta matriz (permeabilidade ao ar) e ao didmetro médio menor,
contribuindo assim, para uma maior imobilizacdo de células na superficie externa da
espuma ¢ uma maior area de contato das células, ocorrendo assim um desprendimento
maior das enzimas e das células por estarem mais expostas ao solvente, e apds o segundo
ciclo as células sem atividades sdo retiradas devido a sucessivas lavagens, facilitando a

difusdo dos substratos até as células ainda ativas.
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Figura 4.14. Grafico dos rendimentos e das atividades hidrolitica em
cada ciclo, para a biomassa imobilizada na espuma PL6000

Na Figura 4.15 ¢ possivel verificar o mesmo comportamento nas batelada
consecutivas para a biomassa imobilizada na espuma comercial. Nesta matriz ap6s o
primeiro ciclo ocorre uma perda de massa de 49,54%, apds o segundo ciclo a perda ¢ de
27,62% e no final a perda foi de 15,88%. O rendimento da etandlise do oleo de babagu
iniciou com 86,79%, caindo para 64,23% para a segunda batelada e na terceira batelada foi
obtido um rendimento de 57,71%. A queda da atividade e do rendimento pode ser
explicada pela perda de células e lipase para o meio reacional e uma possivel desnaturagao
delas.

Essa perda da atividade apods o terceiro ciclo ndo ocorre no estudo realizado por
Antczak et al. (2002) utilizando cepas de M. circinelloides como biocatalisadores em
reagdes de esterificagdo, onde ¢ relatada a alta estabilidade apos varios ciclos. Esta perda
da atividade pode estar ligada a perda de massa e as sucessivas lavagens apds cada ciclo,
além de uma possivel alteracdo do teor de agua dos solventes utilizados na lavagem,
provocando um arraste das lipases.

Du, Liu e Yao (2008) estudaram a influencia do glicerol, dos ésteres metilicos e
do solvente terc-butanol sobre a atividade enzimatica da lipase intracelular encontrada no
fungo Rhizopus orizae. Segundo autores foram realizados seis ciclos com o sistema com
solvente, contra dois ciclos do sistema sem solvente. Neste estudo foi verificado que o

solvente auxiliava na retirada do acumulo de glicerol sobre as células fungicas, e que em
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ambos os sistemas ocorreram uma perda de lipase intracelular para o meio reacional e que
os ésteres metilicos acumulados também influenciavam na perda da atividade enzimatica,
sendo atribuido as mudangas ocorridas na estrutura secundaria da lipase (SUN; DU; LIU,

2011).
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Figura 4.15 — Grafico dos rendimentos e das atividades hidrolitica em
cada ciclo, para a biomassa imobilizada na espuma Comercial.

Todas as biomassas imobilizadas em espuma de poliuretano apresentaram perda
de massa significativa para o meio reacional, sendo esta uma caracteristica intrinseca da
imobilizacdo celular. Ressalta-se que essa perda foi diferente para cada tipo de espuma. A
PL1100 apresentou uma menor perda de massa para cada ciclo. Este fato pode ser
atribuido ao maior carater hidrofobico da matriz ¢ a deformagdo ocasionada apos a
imobilizacao, contribuindo para uma maior estabilidade apresentada por esta biomassa.

Para as biomassas imobilizadas nas espumas PL6000 e comercial, ocorreu uma
perda significativa logo apds o primeiro ciclo, com consequente abaixamento do
rendimento no segundo ciclo. Na espuma PL3000 a estabilidade ficou mais comprometida
devido a menor razdo de imobilizagdo e a alta permeabilidade da espuma fazendo com que
as cé¢lulas ficassem mais expostas ao meio reacional, contribuindo para o declinio
acentuado da atividade hidrolitica.

A maneira mais utilizada para aumentar a estabilidade das células absorvidas ¢ a
utilizacdo de agentes reticulantes como o glutaraldeido. Sun et al. (2010) estudaram

sistematicamente o efeito estabilizante do glutaraldeido sobre células de Rhizopus orizae,
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utilizado da transesterificacdo do 6leo de soja como metanol. Realizando a reacdo com
diversas razdes molares entre os substratos e com cerca de 5% em peso de biomassa
imobilizada em relacdo ao peso do o6leo, eles relatam que houve um aumento da
estabilidade das células tratadas com o agente reticulante ¢ uma maior tolerancia ao
metanol, sendo este fato atribuido a menor perda de lipase para o meio reacional
promovido pela adi¢do do glutaraldeido. O mesmo foi observado por Antczak et al. (2004)
para micélios de M. circinelloides apds tratamento com glutaraldeido.

Com o objetivo de realizar uma comparacao entre as espumas testadas, calculou-se
as atividades residuais hidroliticas (Figura 4.16) e de transesterificagdo (Figura 4.17),
considerando a atividade hidrolitica inicial e o rendimento de transesterificagdo inicial

como sendo 100%.
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Figura 4.17. Atividade de transesterificacdo residual das espumas
PL1100, PL3000, PL6000 ¢ Comercial

Pela anélise dos graficos € possivel verificar que a espuma PL1100 apresentou a
melhor estabilidade operacional, enquanto que, apesar da biomassa imobilizada na espuma
PL6000 apresentar um alto rendimento inicial de etandlise, ndo manteve os altos
rendimentos durante as bateladas consecutivas. Esse mesmo comportamento foi verificado
na espuma de referencia (comercial). Este fato, como ja discutido, esta relacionado com a
baixa perda de biomassa apresentada pela espuma PL1100 e ainda devido a boa interagdo
da espuma com os solventes (a alta absorcao de solvente pela matriz) fazendo com que
nem todo o etanol fique em contato como as células, preservando a camada hidratante

necessaria para a atuacao da lipase.

5. CONCLUSOES

O principal objetivo deste trabalho foi sintetizar espumas flexiveis de poliuretano
para imobilizagdo de células integras com elevada atividade lipolitica para catalisar reagdes
de transesterificacdo de oleo de babagu e etanol. Foram avaliadas algumas caracteristicas
das espumas que afetam a imobilizagdo de células fungicas de Mucor circinelloides, tanto
no aspecto de crescimento do biofilme como na formacdo da lipase intracelular. O
desempenho da biomassa imobilizada foi verificado na transesterificagdo do oleo de

babagu com etanol em meio contendo terc-butanol como solvente.
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Os resultados apresentados permitem concluir que:

Entre as caracteristicas da espuma que influenciaram a imobiliza¢do e a
atividade do biocatalisador destacam-se: o didmetro de poros, que quanto
menor melhor a dispersao do biofilme na matriz porosa; a permeabilizagdo e
a sor¢do a agua, sendo estas responsaveis pela boa difusdo dos nutrientes
necessarios ao crescimento celular e a produgdo de enzimas intracelulares; o
carater hidrofilico e hidrofobico da matriz, fazendo com que a matriz
apresente uma melhor fixa¢do do micro-organismo e uma maior
compatibilidade com o meio reacional e de cultura, auxiliando na
transferéncia de massa dos nutrientes e substratos; e por fim o tipo de
poliol, pois foi verificado que a utilizagdo do poliol poliéster na sintese de
uma EPU prejudicou a formagdo das lipases intracelulares pela biomassa

imobilizada.

Dentre os fatores que levam ao controle de tamanho de poros numa espuma
de poliuretano pode-se destacar a agitacdo do meio reacional como sendo
um fator de ajuste para o controle da dimensdo dos poros da espuma, sendo
responsavel pela nucleagdo de microbolhas na massa polimérica

influenciando no didmetro de poros formados;

Dentre as espumas sintetizadas utilizadas como suporte para imobilizagao
de células de M. circinelloides 4186, as espumas com menores didmetros
médios de poros apresentaram melhores rendimentos na etanolise, com
destaque para as formulagdes PL6000, devido ao alto rendimento na

etanolise e PL1100 pela alta estabilidade operacional.

As analises de viscosidade das amostras de biodiesel purificado
confirmaram os rendimentos satisfatorios obtidos com os biocatalisadores,
mostrando que as espumas flexiveis de poliuretano podem ser matrizes
promissoras para imobilizagdo de células integras de alta atividade

lipolitica.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade e complementar os estudos de sintese de espumas de

poliuretanos com fins de imobilizacao de células de alta atividade lipolitica:

e Utilizar outros agentes de expansdo que nao formem uréia na sintese de
espumas de poliuretano, com o intuito de avaliar as possiveis influencias
das poliuréias no carater hidrofébico da espuma e na fixacdo do micro-

organismo.

e Avaliar o desempenho de poliois para sintetizar espumas com alto carater

hidrofilico para a imobilizacao de células com alta atividade lipolitica.

e Utilizar as espumas que se destacaram neste trabalho para serem
empregadas em reatores continuos de leito fixo e ainda avaliar o

desempenho na imobilizagdo de outras cepas fingicas.
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APENDICE

Apéndice A.1 — Dados referentes aos ensaios de grau de inchamento das espumas PL1100,

PL1101, PL3000, PL3001.

Pariimetro de Coeficiente de inchamento (Q)

Solventes solubilidade
(cal/em®)"? PL1100 PL1101 PL3000 PL3001
Hexano 7,3 0,24+0,06 0,220+£0,04 025+041 0,27+0,06
Acetato de etila 9,05 2,52+0,16 2,29+0,10 2,16+0,07 2,17+0,09
Cloroformio 9,3 0,72+0,05 0,71+0,05 0,89+0,06 0,86+ 0,05
Etanol 10 1,22+0,16 1,21+0,10 0,56+0,08 0,38 +0,06
Ter-Butanol 11,4 0,41+0,04 041+0,04 030+0,04 0,26+0,07

Apéndice A.2 — Dados referentes aos ensaios de grau de inchamento das espumas PL3002,

PL6000, Poliéster, Comercial.

Parimetro de Coeficiente de inchamento (Q)

Solventes solubilidade
(cal/em®)"? PL3002 PL6000 Poliéster Comercial

Hexano 7,3 0,29+0,04 039+0,06 0,11+0,09 0,42+0,07
Acetato de etila 9,05 2,13+0,07 1,58+0,14 1,18 £0,07 1,95+0,07
Cloroférmio 9,3 0,77+ 0,08 0,90+0,09 0,24+0,05 0,93+0,05
Etanol 10 0,43+0,05 049+0,04 0,15+0,06 0,45+0,04
Ter-Butanol 11,4 0,21+0,07 043+0,08 0,12+0,03 0,36+0,10

Apéndice B.1 — Dados referentes aos ensaios de absor¢do de solventes pelas

espumas PL1100, PL1101, PL3000, PL3001.

AbSOI’QﬁO (msolvente/ mespuma)
Solventes

PL1100 PL1101 PL3000 PL3001

Etanol 420+0,35 3,60+0,45 297+035 248=+0,20

Ter-Butanol 3,15+0,48 297+0,28 2,46+0,39 2,10+0,34
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Apéndice B.1 — Dados referentes aos ensaios de absor¢ao de solventes pelas

espumas PL3002, PL6000, Poliester, Comercial.

Absor¢ao (mgelvente/ Mespuma)

Solventes
PL3002 PL6000 Poliéster Comercial
Etanol 2,93 +0,17 3,18+ 0,46 2,48+0,32 3,40+0,47
Ter-Butanol 2,47 £0,22 2,84+£037 1,88+0,28 2,98+0,37

Apéndice C.1 — Dados referentes aos ensaios de sor¢ao de dgua pelas

espumas PL1100, PL1101, PL3000, PL3001.

Tempo Sor¢ao (Mygua/Mespuma)
(minutos) PL1100 PL1101 PL3000 PL3001

1 7,28 +£ 0,85 10,95 £ 0,87 8,36 £1,09 13,55+1,44

5 7,89+ 1,01 11,99 +0,19 10,81 +£1,01 14,07 +£0,98
10 9,95+ 1,80 14,69+ 0,26 13,85+0,95 15,40+ 0,60
30 16,05+1,40 16,40+0,72 17,64+0,90 16,55+0,84
60 21,09+0,74 19,24 +0,62 2098+0,80 18,50+0,55
120 2321+0,44 19,25+0,66 2561+1,11 22,47+1,50
1220 26,97+0,36 19,13+0,31 27,35+1,40 22,03+043
2880 27,67+1,48 19,44+0,63 27,69+1,49 22,64+1,66
4320 27,69 £ 0,85 19,26 0,94 27,70+1,13 22,61 £1,55




Apéndice C.2 — Dados referentes aos ensaios de sor¢ao de dgua pelas

espumas PL3002, PL6000, Poliester, Comercial

Tempo Sor¢ao (Mjgya/Mespuma)
(minutos) PL3002 PL6000 Poliéster Comercial

1 11,63 £1,56 3,79 +£ 0,29 3,51+£0,50 12,20+ 0,66

5 13,05 +0,77 7,10 £ 0,87 5,15+£0,68 16,92+ 0,60

10 14,98 £ 1,20 8,58 1,11 6,99+097 16,22+ 1,16
30 18,15+0,01 11,92+0,29 855+0,57 18,80+0,35
60 19.80+0,16 14,31+0,30 10,28+0,42 20,53 +0,53
120 21,71+0,66  16,17+098 11,55+0,69 26,34 +0,55
1220 2457+0,58 20,85+0,55 12,88+0,80 31,83+1,74
2880 26,08+0,83 25,50+0,53 14,58+1,03 31,99+1,70
4320 25,99+1,36 25,67+043 1443+0,71 31,16+1,20

Apéndice D.1 — Dados referentes aos ensaios de etandlise do 6leo de babagu catalisada

pela biomassa imobilizada na espuma PL1100.

Esteres de Tempo
etila (m/m, 24h 48h 72h 96h 120h
C8 0,020 £ 0,004 0,026 +0,005 0,027 +0,003 0,027 +£0,002 0,028 = 0,002
C10 0,012+0,004 0,018+0,005 0,019+0,003 0,021 +£0,001 0,022+ 0,002
C12 0,174 £0,035 0,235+0,046 0,247+0,011 0,254+ 0,007 0,282 +0,031
Cl14 0,054+ 0,008 0,070+0,014 0,072+ 0,012 0,073+ 0,022 0,081+ 0,008
Cl6 0,044 £ 0,007 0,055+0,014 0,056+ 0,005 0,055+ 0,004 0,061+ 0,003
C18 0,028 £0,008 0,030+0,010 0,031+ 0,009 0,031+ 0,009 0,031+ 0,008
C18:1 0,068 £0,017 0,115+0,032 0,125+0,015 0,125+ 0,010 0,147+ 0,020
C18:2 0,009 £0,001 0,015+0,004 0,017+0,003 0,017+0,003 0,020+ 0,003
Totais 0,408 +£ 0,078 0,565+ 0,125 0,598+ 0,039 0,603+ 0,014 0,672+ 0,052
Rendimentos (%) 50,45 + 9,56 69,96 + 14,85 74,35+5,52 76,61 £4.21 83,12+ 6,31
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Apéndice D.2 — Dados referentes aos ensaios de etandlise do 6leo de babagu catalisada

pela biomassa imobilizada na espuma PL1101.

Esteres de Tempo

etila (m/m, 24h 48h 72h 96h 120h
C8 0,020 +£ 0,006 0,022+ 0,005 0,023 £0,005 0,027 +0,001 0,027 £ 0,003
C10 0,011 +£0,009 0,015+0,009 0,016 +0,008 0,020+ 0,001 0,020 =+ 0,007
C12 0,188 £0,022 0,238+0,014 0,247+0,011 0,258+ 0,013 0,267 +0,019
Cl4 0,054 +£0,010 0,062+0,015 0,068+0,014 0,072+0,022 0,072 +0,011
Cl6 0,046 £0,007 0,058+0,006 0,058+0,010 0,065+0,001 0,065+ 0,001
C18 0,030 +0,005 0,033+ 0,004 0,030+ 0,011 0,038+ 0,005 0,038+ 0,005
C18:1 0,051 +0,022 0,093+0,014 0,115+ 0,021 0,116+0,002 0,118+ 0,020
C18:2 0,007 £0,001 0,012+0,002 0,016+0,002 0,018t0,001 0,019+0,001
Totais 0,404 +£ 0,087 0,534+ 0,069 0,595+ 0,069 0,623+ 0,026 0,621 + 0,047
Rendimentos (%) 51,77 + 10,08 68,42 + 7,95 76,19 +795 79,79 + 3,05 79,46 £ 1,44

Apéndice D.3 — Dados referentes aos ensaios de etandlise do 6leo de babagu catalisada

pela biomassa imobilizada na espuma PL3000.

Esteres de Tempo
etila (m/m, 24h 48h 72h 96h 120h
C8 0,021 £0,004 0,025+0,005 0,027+0,002 0,029 +0,004 0,028 &+ 0,003
C10 0,012+0,004 0,015+0,003 0,020+0,004 0,022 +0,003 0,022+ 0,002
Cl12 0,139 +0,023 0,204+ 0,021 0,250+0,017 0,272+0,018 0,280+ 0,002
Cl4 0,051 +£0,011 0,060+ 0,004 0,075+ 0,003 0,079+ 0,004 0,081 + 0,004
Cl6 0,042 £0,009 0,047 +0,009 0,062+0,003 0,063+0,010 0,064+ 0,004
Cl18 0,030 +0,005 0,031+0,010 0,036=+0,006 0,037=+0,008 0,037 +0,006
C18:1 0,069 +0,004 0,099 +0,023 0,126 +0,004 0,137+0,019 0,150+0,011
C18:2 0,010 £0,001 0,014+0,004 0,018+0,003 0,020+0,004 0,021 =+0,004
Totais 0,376 £0,002 0,493+0,077 0,613 +0,029 0,659+0,063 0,683 +0,022
Rendimentos (%) 46,28 + 0,14 60,73 + 5,88 75,44 £2.22 81,17+ 4,84 84,06 + 1,65
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Apéndice D.4 — Dados referentes aos ensaios de etanolise do 6leo de babagu catalisada

pela biomassa imobilizada na espuma PL3001.

Esteres de Tempo
etila (m/m) 24h 48h 72h 96h 120h
C8 0,022 £0,003 0,025+0,002 0,026+0,002 0,026 + 0,003 0,026 + 0,001
C10 0,015+0,003 0,018+0,002 0,020+0,004 0,021 +0,004 0,021+ 0,003
Cl12 0,202 +0,010 0,243+0,006 0,2r7+0,013 0,263 +0,009 0,266+ 0,003
Cl4 0,060 £ 0,005 0,070+0,001 0,074+ 0,006 0,078 £ 0,002 0,077+ 0,001
Cl6 0,049 £0,006 0,057+0,004 0,059+0,007 0,060+0,007 0,059=+0,005
Cl18 0,030 £0,007 0,032+0,006 0,033+0,008 0,034+ 0,012 0,034+ 0,009
C18:1 0,086 +0,014 0,122+0,021 0,130+ 0,011 0,125+ 0,010 0,128+ 0,013
C18:2 0,014 £0,004 0,016 0,001 0,016+0,001 0,018+0,001 0,028 =+0,001
Totais 0,466 £0,044 0,535+0,061 0,611+0,022 0,618+ 0,021 0,625+ 0,006
Rendimentos (%) 57,71 +2,58 66,25 + 3,56 75,61 £1,26 76,47 £1,22 77,29 +£0,35

Apéndice D.5 — Dados referentes aos ensaios de etandlise do 6leo de babagu catalisada

pela biomassa imobilizada na espuma PL3002.

Esteres de Tempo
etila (m/m) 24h 48h 72h 96h 120h
C8 0,021 £0,005 0,022 +0,004 0,026 +0,001 0,026 +0,001 0,026 + 0,003
C10 0,012+0,005 0,017+0,005 0,018+0,003 0,020+0,002 0,021 + 0,001
Ci12 0,178+ 0,038 0,212+0,033 0,238 +0,008 0,259 +0,009 0,269 +£0,014
Cl4 0,056 + 0,008 0,063 +0,009 0,071+ 0,003 0,077+ 0,003 0,079 = 0,005
Cl6 0,047 +£0,006 0,048 0,011 0,057+0,001 0,058+0,010 0,060+ 0,001
C18 0,029 £ 0,005 0,030+0,005 0,033+0,005 0,035+0,010 0,034+ 0,006
C18:1 0,078 +0,013 0,102+0,027 0,119+0,014 0,127+0,010 0,132+0,018
C18:2 0,009 +£0,001 0,013+0,003 0,016+0,002 0,018+0,003 0,019+ 0,003
Totais 0,426 = 0,057 0,493 +0,072 0,582+0,010 0,615+0,027 0,634 +0,022
Rendimentos (%) 53,77 £5,77 62,28 + 7,35 73,56 = 1,94 77,71 £5,55 80,13 +£4,37




110

Apéndice D.6 — Dados referentes aos ensaios de etandlise do 6leo de babagu catalisada

pela biomassa imobilizada na espuma PL6000.

Esteres de Tempo
etila (m/m) 24h 48h 72h 96h 120h
C8 0,025+ 0,001 0,027 £0,002 0,029+ 0,002 0,029+ 0,001 _ 0,029 £ 0,002
C10 0,017+0,003 0,021 £0,002 0,021+0,001 0,023 £0,001 0,024 £ 0,001
Cl12 0,202+0,014 0,244+0,009 0,236+0,022 0,274+0,009 0,284+0,011
Cl4 0,060 + 0,004 0,070 +0,004 0,067 +0,005 0,077 +0,007 0,080+ 0,005
Cl6 0,049 £0,001 0,058 +£0,005 0,054 +0,005 0,065+0,003 0,066=+0,001
C18 0,032 +0,001 0,037+0,001 0,035£0,002 0,039+0,005 0,038+ 0,003
C18:1 0,108 £0,008 0,133+0,001 0,128+0,015 0,152+0,009 0,164 +0,006
C18:2 0,014 +0,004 0,019+0,002 0,019+0,003 0,022 +£0,002 0,024 + 0,001
Totais 0,508 £ 0,007 0,609 +0,012 0,588+0,054 0,681 +0,013 0,709 &= 0,009
Rendimentos (%) 62,49 +0,84 74,92 + 1,47 72,42 £ 6,6 83,76 + 1,59 87,27+ 1,10

Apéndice D.7 — Dados referentes aos ensaios de etandlise do 6leo de babagu catalisada

pela biomassa imobilizada na espuma Poliéster.

Esteres de Tempo
etila (m/m) 24h 48h 72h 96h 120h
C8 0,009 + 0,001 0,017+0,001 0,020+ 0,001 0,024 +0,003 0,024 £+ 0,002
C10 0,005 + 0,004 0,009+0,005 0,011+0,003 0,015+£0,001 0,016=+0,001
C12 0,083 +£0,014 0,133 +0,007 0,157+0,011 0,200+0,014 0,207 £+ 0,009
Cl4 0,029 + 0,003 0,045+ 0,006 0,051+0,004 0,065+ 0,001 0,062 + 0,004
Cl6 0,021 £0,001 0,039 +£0,007 0,046 +0,008 0,050+ 0,008 0,057+ 0,002
C18 0,030 + 0,004 0,031 +£0,003 0,040+0,012 0,037+0,004 0,040+ 0,007
C18:1 0,046 + 0,001 0,059+0,010 0,064+0,005 0,106+0,014 0,116+ 0,008
C18:2 0,005 + 0,001 0,010+0,001 0,012+0,001 0,017+0,003 0,019+ 0,001
Totais 0,228 + 0,024 0,350+ 0,043 0,408 0,053 0,512+0,042 0,537+ 0,019
Rendimentos (%) 27,33 +2,92 41,96 +£ 5,13 48,92 + 6,44 61,41 +5,10 64,40 +231
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Apéndice D.8 — Dados referentes aos ensaios de etandlise do 6leo de babagu catalisada

pela biomassa imobilizada na espuma Comercial.

Esteres de Tempo
etila (m/m) 24h 48h 72h 96h 120h
C8 0,023 £ 0,001 0,027 £0,001 0,027 +0,003 0,029 +0,003 0,029 + 0,003
C10 0,015 +£0,001 0,022 +£0,003 0,021 +£0,003 0,023 +0,001 0,024 + 0,001
C12 0,188 £0,017 0,243+0,029 0,247+0,010 0,276+0,005 0,282 + 0,001
Cl14 0,056 = 0,008 0,068 +0,012 0,069 +0,004 0,078 +0,003 0,079 £ 0,002
Clo6 0,046 £+ 0,005 0,054 +£0,008 0,058+0,009 0,066+0,001 0,064+ 0,003
C18 0,032 +0,002 0,035+0,004 0,034+0,002 0,040=+0,002 0,038+ 0,003
C18:1 0,095 £ 0,001 0,130 +0,036 0,139+0,013 0,158+0,009 0,168 +0,003
C18:2 0,012+0,004 0,019+0,001 0,020+0,003 0,023 +0,002 0,024 + 0,002
Totais 0,421 £0,037 0,548 +0,021 0,628 £0,032 0,680+0,032 0,700+ 0,015
Rendimentos (%) 51,78 + 4,55 67,49 +2.65 76,84 + 3,95 83,70 + 3,96 86,19 + 1,83

Apéndice E.1 — Dados referentes aos ensaios de transesterificacdo em batelada
consecutivas, valores de rendimentos, perda de massa apds as reagdes, atividades

hidrolitica e as atividades residuais da espuma PL1100.

Atividade Perda de Atividade Atividade
Tempo Rendimentos
hidrolitica massa residual de residual de
(horas) (%)
(U/g) (%) transesterificacdo hidrolise
120 79,00 43,04 21,04 100 100
240 68,83 42,81 8,89 87,12 99,49
360 67,05 41,53 28,76 84,87 96,49
480 - 17,29 - - 40,17
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Apéndice E.2 — Dados referentes aos ensaios de transesterificagdo em batelada
consecutivas, valores de rendimentos, perda de massa ap6s as reagdes, atividades

hidrolitica e as atividades residuais da espuma PL3000.

Atividade  Perda de Atividade Atividade
Tempo Rendimentos
hidrolitica massa residual de residual de
(horas) (%)
(U/g) (%) transesterificacio hidroélise
120 84,85 48,80 22,38 100 100
240 66,83 36,14 32,30 78,76 74,06
360 65,03 30,53 30,08 76,64 62,56
480 - 17,27 - - 35,39

Apéndice E.3 — Dados referentes aos ensaios de transesterificacao em batelada
consecutivas, valores de rendimentos, perda de massa ap6s as reagdes, atividades

hidrolitica e as atividades residuais da espuma PL6000.

Atividade Perda de Atividade Atividade
Tempo Rendimentos
hidrolitica massa residual de residual de
(horas) (%)
(U/g) (%) transesterificacio hidroélise
120 84,90 53,04 41,10 100 100
240 50,95 43,67 13,18 57,87 82,33
360 60,02 47,10 7,25 68,17 88,78
480 - 22,77 - - 42,95

Apéndice E.4 — Dados referentes aos ensaios de transesterificacao em batelada
consecutivas, valores de rendimentos, perda de massa ap6s as reagdes, atividades

hidrolitica e as atividades residuais da espuma Comercial.

Atividade Perda de Atividade Atividade
Tempo Rendimentos
hidrolitica massa residual de residual de
(horas) (%)
(U/g) (%) transesterificacio hidroélise
120 86,79 54,30 49,54 100 100
240 64,23 50,39 27,62 74,00 99,32
360 57,71 38,69 15,88 66,49 76,78

480 - 17,73 - - 35,16
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Lupranat T BO A is an isomer mixtura of B0 % 2.4- and 20 % 2,6-taluana disocyansts (TDI).

Applications

Lupranat T BO A is used principally for the manufacture of paolyurathane flexible foams for the
furniture and aufomativa industries. it is also wsed for the production of polyurethane paints,

adhesives and textile coafings.

Typical properties

Appesrance: colourless liguid

Calour numbar 10 HAZEM, APHA
Purity 9.5 g0 g
NCO-content 458.2 gD g
2.4-lsomer BO.5 g1 g

Agidity as HCI 15 mpg'kg
Hydrohysabla chiorina all mg'kg
Viscosity at 25 °C 3 mPa-s

Dansity at 25°C 1.22 gicm?
Delivary

DOIM EM 150 8§271-2

EMN IS0 14888
EM ISC 14888
GC

150 148&8
150 15028

DiM 51 550053 018

DiM &1 757

The delivary is by fankers and in non-raturnable drums. |f dalivared in road tankers, tamparature
during transport should be maintained batwasn 20 °C and 40 *C. If deliverad in drums, tamparature
should not fall below crystallization point. Exposure to intensive sunlight should ba avoided.

Q
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Lupranol® 1100

Chemical nature

Lupranol 1104 is a polypropyleneglycol with @ molecular waight of 1100.

Applications

Lugraneg! 1100 is used for tha production of polyurathans foams and elastomers.

Typical properties

Appearanca: colourkass liguid of low viscosity

OH Number 104 mg KOHig DM 53 240
Viscosity at 25 "C 155 mPa-s DiM 51 550
Water Content £0.05 k. CIM &1 777
Dansity at 25 °C 1.00 gicm? DiM 51 757
Caolour £ 30 Pi'Co, APHA CIM 180 B271
Flash Paoint = 160 "G DIN EN 22 719
Safety advice

Luprano! 1100 is 2 polymar or No-longar-polymer, made from monomers, wihich are listad in tha
Bederfsgaganstdndevanordnung (consumer goods regulation] (Germany) dated Dacember 23, 1887,
snnexs 3, paragraph A or B as wall a5 in tha dirsctive 8001 282G (Europa) and its amendmants
[latest: B8/11/EC), in anmaxa ||, paragraph A or B.

The components of Lupranol 1100 or its product groups are listad in the Bg\WV {Garmany) as Codes
of Practice Mo, XXVl dated June 1, 1881, and X¥XIX dated Juna 1, 1858

The components of Lupranal 1100 or its product groups or tha polyursthanes made from
Lupranol 1100 are listad in tha 218t CFR, part 175 105 (edition of April 1, 1988) of FDA (LISA).

All digests and codes of practice mantioned impose on the manufacturer of consumar goods the
obligation to conduct tests on migration and trace monomers. BASF Polyurethanes GmbH cannat
taka this responsibility far the usa of its products from our customers.

PU Solutions
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Lupranol®* BALANCE 50

Chemical nature

Lupranol BALAMCE 50 is 3 trifunctional polysther pohyal based on & renawable raw material which
contains mainly sscondary hydroxyl groups. This polyol containg 3 low-emission antioxidant
combination which is frea from BHT (di-butyl-hydroxy-toleana)

Applications

Lupranot BALAMCE 50 is used in the continuous production of soft flexible polyursthane foams
sccording fo the slabestock foaming process. Becsuse of its special stsbilizer combination
Lupranol BALAMCE 50 is suitable for the production of low-amission flaxibla slabstock foams.
Lupranol BALAMWCE 50 cannot be usad in HR- and CMHR-formulations because of incompatibilities.
This also epplies to the use of Lupranal BALANCE 50'melamine- andior chalk-suspansions in HR-
and CMHR-formulations.

Typical properties

Appearance: slightly wellow viscous liguid

OH Mumber 50 mig KOH/g DiMN 53 240
Viscosity at 25°C 725 mPas DM 51 550
Water Content £0.10 % DIM 51 777

Acid Number < 0.08 mig KOH/g DiM EN 150 2114
Cansity at 25 °C 0.888 glem? DM 51 757
Calour £130 Pt/Co, APHA DIN 150 8271
Flash Paint = 160 G DIM EM 22 T18
Safety advice

If it is intended io usa BASF Polyurethanas GmbH matarials for the manufactura of consumer goods
[e. g. products which will come into contact with foodstuffs or with the skin, toys) or medical
products, national and international regulations have to be observed. Where no regulations axist,
consumer goods or medical products must at lesst comply with European lagislation. We
recommend contacting our Sales and our Ecology and Product Safaty capariments.
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Lupranol® 2092

Chemical nature

Lupranol 2092 is a trifunctional polysther polyol which containg primary hydrozyl groups. it containe
3 combinatan of antioxidant which is free from BHT (2,8-Di-t-butyl-mpdrosy-tolusns).

Applications

Lupranol 2082 is used in the production of high resiliant polyurathane slabsiock foams, when
reguirad in combination with polymer polyols. It has a highar reactivity than Lupramal 2080 Cue to its

special combination of stabilisar Lupranal 2082 is especially suitable for the production of low
emission slabstock foams.

Typical properties

Appearance: coiourless viscous liguid

OH Mumber 28 mg KOH/g Din 53 240
\iscosity at 25 °C 1128 mPa-s DIk 51 550
‘Water Content < 0.08 o DIM 51 777
Dansity at 25 °C 1.02 g/cm? DiM 51 757
Calour =30 Pt'Co, APHA DiN 150 8271
Flash Paint = 160 C DinN EM 22 T18
Safety advice

If it is intendad to usa BASF Polyursthanes GmbH matanals for the manufaciure of consumer goods
[B.g. prodwcts which will come into contact with foodstuffs or with the skin, toys) or medical
products, national and intarnational regulations hava to be observad. \Whare no regulations axist,
conswmer goods or medical products must at least comply with European legislation. We
recommend contacting our Sales and our Ecology and Product Safety capariments.

Lupranol 2082 has not 1o be marked according to the EC standard 87/548 and its guidelinas. Befora
procassing tha product we recommand reading the safaty dsta sheat. For further information on
eafaty maasures 8t the processing of polyurathane products consult our Technical Informatian
‘Bafaty and Precaufionary Measuras far the Processing of Polyurathane Systems’.
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Lupraphen® 8107

Chemical nature

Lupraphen 8107 is a partally-branched, aliphatic, polyester polyol.

Applications

Lupraphen 8107 is usad for the producton of polyurathane slab stock foam.

Typical properties

Appearance: Colourless to pale yellow, viscous liquid

OH Number B1 mg HKCH/g DCIM 53 240
Viscosity at 25 °C 18000 mPas CIN 53 015
Wiscosity at 75 °C 1080 mPa-s DIM 53 015
Water Content <007 T CIN 51 777

Acid Mumber £15 mghkOH/g CiN EM IS0 2114
Dansity at 25 °C 1.19 gicm?® CIN 51 757
Calour £2 lodine DN 162

Flash paoint = 18D G DCINEMN 22 T19
Safety advice

Lupraphen 8107 is a polymer or Mo-longar-palymear, mada from monomers and additives, which are
listed in the diractive 301128/EG (Europa) and its amendments (latest: 2004/18/EG), in annaxe I,
paragraph A or B or annexa [, paragrapgh A or B.

The components of Lupraphen 8107 or its product groupe or the polyurethanes made from
Lupraphen B107 are listed in the 21% CFR, part 175 105 {edition of April 1, 1988) of FOA [LISA).
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