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UTILIZACAO DA RADIACAO IONIZANTE NA OBTENCAO DE SUPORTES
POLIMERICOS PARA IMOBILIZACAO DE ENZIMAS COM POTENCIAL DE
USO CLINICO

Andrea Cecilia Dorion Rodas
RESUMO

No desenvolvimento de polimeros com atividade biologica. estudou-se a enxertia do
monomero acido acrilico (AA) em suportes de polietileno (PE) e polipropileno (PP) na
forma de granulos. pela técnica da irradiagdo simultanea. Neste estudo foi verificado o
efeito da taxa de dose. dose total de irradiagdo e concentragdo do mondmero. O PP teve um
rendimento maior na taxa de dose de 0,25kGy/h e o PE em taxas de dose menores. Doses
de irradiacio de 8 a 10kGy foram suficientes para obtengdo dos graus de enxertia mais
elevados e a concentracio de AA de 40% v/v, foi a mais adequada. O enxerto de poli (acido
acrilico) foi modificado quimicamente para a imobilizagdo de duas enzimas, a glicose
oxidase e a urease. Para ambas as enzimas, foi observado que conforme se aumentou o grau
de enxertia dos granulos, aumentou-se a quantidade de enzima nos suportes. Para a enzima
glicose oxidase observou-se que a melhor atividade ocorreu na imobilizagdo em suportes de
PP-g-AA com grau de enxertia em torno de 2% Foram determinados os perfis de pH e
temperatura 0timos, 0 Km e a Vmax. da enzima livre e imobilizada Os suportes enxertados

com AA ndo se mostraram adequados para a imobilizagdo quimica da urease.
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UTILIZATION OF IONIZING RADIATION TO OBTENTION OF POLYMERIC
SUPPORTS FOR THE ENZYME IMMOBILIZATION WITH CLINICAL
POTENTIAL USE

Andrea Cecilia Dorion Rodas
ABSTRACT

In the development of polvmers with biological activity, it was studied the grafting
of acrvlic acid monomer onto polyethylene (PE) and polypropylene (PP) pellets by mutual
radiation grafting technique. The effect of dose rate, irradiation total dose, and monomer
concentration were studied. With the PP pellets the best grafting yield occurred at dose rate
of 0.25kGy/h and with the PE pellets the dose rate was lower. The irradiation dose from 8
to 10 kGy was sufficient to obtain the highest grafting degree, and the AA concentration of
40% v/v was suitable The graft of poly (acrylic acid) was chemically modified for the
immobilization of two enzymes, the glucose oxidase and the urease. For both enzymes the
increasing of grafting degree onto the pellets, increased the enzvme immobilization vield
The immobilized glucose oxidase showed the best activity when immobilized onto PP-g-AA
supports with grafting degree around 2%. The optimum pH and ‘temperature profiles, and
the Km and Vmax. for free and immobilized enzyme were determined. The supports grafted

with AA were not suitable for the chemical immobilization of urease
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CAPITULO I - INTRODUCAO

Os sistemas poliméricos estio disponiveis em uma infinidade de
composigdes e propriedades e como sio facilmente preparados em diversas formas e

estruturas. eles podem ser convenientemente usados com o proposito de obtengdo de
biomaterniais.[ 1]

Em 1986. com o propésito de definir termos utilizados nos materiais de
aplicacdo biomédica. foi realizada a Conferéncia Consensual da Sociedade Européia
de Biomateriais. que definiu Biomateral como um material ndo vivo usado como

dispositivo biomédico que se pretende interagir com sistemas biolégicos [2].

Os biomateriais poliméricos obtidos por radiagdo tém caracteristicas de
ampla aplicagdo. pois podem ser desenvolvidos sob vanias condigdes, tais como,
temperaturas altas e baixas; pressoes altas e baixas; fases viscosas e solidas: fases
complexadas e heterogéneas: e taxas de dose altas e baixas. Baseado nestas
caracteristicas. uma reagdo quimica e uma moldagem, uma sintese e uma fabricagio
podem ser realizadas ao mesmo tempo por uma irradiagdo. Em adi¢dio a esta
vantagem. uma imobilizacio de componente biofuncional no material pode ser
executado simultaneamente com a reagdo e fabricagdo. Como exemplo. uma mistura
de mondémero e um componente biofuncional pode ser moldado e polimerizado pela

radiagdo em um produto biofuncional de forma pré - estabelecida [3].

A copolimerizagdo por enxerto ou enxertia. ¢ uma modifica¢do quimica de

polimeros. envolvendo a formagdo nesses polimeros. de cadeias ramificadas

constituidas de mondmeros de outro tipo, resultando na formagio de um copolimero

de enxerto [4]. A enxertia ¢ um dos métodos promissores de modificacdo de varios

polimeros e materiais poliméricos para obtengdo de biomaterial.
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Na aplicagdo da quimica das radiagdes em sistemas poliméricos de uso
biomedico. podemos ter duas abordagens [1]:

a) Modificagdo de materiais poliméricos para imobilizagdo de
biocomponentes e para utilizagio em equipamentos de uso médico.

b) Sintese de géis poliméricos (hidrogéis) usados como suporte para
imobilizagdo de espécies biologicamente ativas, assim como para sistema de
liberacao controlada de drogas.

Exemplos das espécies que podem ser imobilizadas sio mostrados na Tabela

1 [5].
Tabela 1. Aplicagdo de biomoléculas imobilizadas

Espécie imobilizada Aplicagio

enzimas eagentes terapéuticos

sbiossensores
0Orgdos artificiais
ebiorreatores
eseparadores

anticorpos e antigenos eimunodiagndsticos

esistema coritrolado de drogas
ebiossensores de diagndsticos
eseparadores

agentes anti - trombogénicos ssuperficies compativeis com o sangue

drogas esistema controlado de drogas

sestudo do mecanismo de drogas

(pesquisa do receptor)
neurotransmissores € hormonios «biossensores
celulas e ebiorreatores
. dredos artificiai
organelas *Orgaos artificials
ebiossensores
aminoacidos esintese de peptideos
DNA

eanalises de prova de DNA

As enzimas como biocatalizadores tem alta eficiéncia e especificidade

biologica que geralmente funcionam na forma soluvel. As enzimas sdo dificeis e
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caras de 1solar a formas razoavelmente puras ¢ seu uso em processos industriais ¢
restrito. porque uma vez usadas. elas nio sio recuperadas convenientemente. Para
superar estas limitagdes. varias técnicas tem sido usadas para manter as enzimas

insolubilizadas na 4gua. como a imobiliza¢do em polimeros inertes [6].

A imobilizagdo de biocatalisadores sobre diferentes suportes tem sido objeto

de muitos estudos [7. 8. 9. 10]. A selecdo do suporte depende do potencial do uso

desse sistema e da enzima a ser imobilizada. Ha um grande interesse no uso de

copolimeros de enxerto como suportes para imobilizagdo através de ligacdo

covalente de compostos biologicos. Com esses substratos copoliméricos é possivel o

desenvolvimento de possiveis sistemas nio somente com as caracteristicas fisicas e

quimicas desejadas. mas também com £rupos ativos convenientes para o

acoplamento do composto bioldgico [T1. 12, 13]. Estes grupos ativos podem ser do

carboxila e hidroxila. os quais podem ser subsequentemente
modificados [14. 15].

tipo amina.

As enzimas imobilizadas sio altamente aproveitaveis em sistemas analiticos

nos quais os produtos de reacio podem ser detectados diretamente. Técnicas tais

como potenciometria. polarografia e microcalorimetria sio frequentemente

escolhidos na exploragio dos beneficios das enzimas imobilizadas. Enzimas
imobilizadas nas paredes internas de tubos plasticos sdo convenientes no uso de
sistemas de fluxo continuo e. em membranas podem fazer parte de eletrodos

enzimaticos. comumente conhecidos como biossensores [16].

A atividade da enzima esta ligada a manutencio da integridade de sua
conformagdo terciaria. em particular do seu sitio ativo. Os processos de
imobilizagdo devem. por conseguinte, fazer uso de métodos brandos e bem
controlados, respeitando a estrutura nativa da proteina, as liga¢Ges criadas entre o

suporte e a enzima, excluindo os aminoacidos implicados diretamente na reacéo
catalitica [6].

AT Y X i AR
YR TN N



O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de suportes polimeéricos por

meio da radiagdo ionizante para a imobilizagdo de enzimas com potencial de uso

clinico. como a urease e a ¢licose oxidase.

Os suportes poliméricos selecionados para este trabalho foram granulos de
polietileno (PE) e polipropileno (PP) por suas caracteristicas mecanicas.

propriedades inertes e disponiveis comercialmente a baixo custo. Para gerar

grupamentos carboxilicos na superficie dos granulos de PE e PP foi escolthido o

monomero vinilico acido acrilico (AA), o qual foi enxertado pela técnica da

trradiagdo simultinea. Para tanto foram estudados:
-taxa de dose de irradiacdo a uma dose fixa;
-dose de irradiagdo a uma taxa de dose fixa:

-concentracdo do mondmero AA.

Apds a preparagdo dos copolimeros de enxerto, as enzimas foram neles

imobilizadas por meio de acoplamento quimico. As enzimas imobilizadas foram
estudadas quanto a:

-estabilidade sob armazenamento e reutilizacdo:
-atividade frente a mudanga de pH:
-atividade frente a mudanca de temperatura;

-determinagdo dos parimetros cinéticos (Km e Vmax.)
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CAPITULO 2 - ASPECTOS GERAIS

2.1.COPOLIMERIZACAO POR ENXERTIA

Um copolimero de enxerto é um polimero cuja molécula é composta de duas
ou mais partes poliméricas quimicamente diferentes. De acordo com esta definigdo,
um copolimero de enxerto pode ser considerado como resultado de uma combinagio
quimica de duas macromoléculas quimicamente diferentes. Esquematicamente a

estrutura de um copolimero de enxerto ApB, pode ser representado da seguinte
manetra:

B-B-B-B-B-B-B

A-A-A-A-A-A-A-A-A-A

B-B-B-B-B-B-B

Onde A ¢ o polimero de cadeia principal e B a cadeia polimérica ramificada
[17].

A sintese de copolimeros de enxerto ¢ baseada na produgio de um ou mais
“'sitios ativos™ na cadeia principal do polimero original (A). Unidades do monémero
B s3o entio adicionadas sucessivamente a cada “sitio ativo” produzindo cadeias

longas de B que se estendem a partir do polimero principal, como mostrado no

€squema acima. Embora nem Sempre o caso, o “sitio ativo™ é mais comumente o

local onde um elétron nio emparelhado existe no radical livre, e a este lugar o
monomero B ¢ adicionado sequencialmente por um mecanismo de adi¢do para
produzir uma cadeia lateral de unidades B [18].



Uma das razdes pela qual os copolimeros de enxerto sio interessantes para os
quimicos de polimeros. ¢ que um filme ou fibra de uma cadeia enxertada na

superficie com ramos de um mondmero. podem aumentar a repeléncia a agua. a

capacidade de tingimento. a resisténcia a solventes. a resisténcia a luz. a resisténcia

a fungos. etc. Frequentemente o enxerto de um mondmero na superficie de um

polimero. ou dentro do polimero até uma certa profundidade. produz mudangas

significativas nas propriedades fisicas do polimero [18].

A copolimerizagdo por enxertia pode ser iniciada por varios métodos, por
exemplo. radiacdo de alta energia (raios gama e feixe de elétrons), tratamento de
plasma. radia¢do de luz ultra violeta, decomposi¢do de iniciadores quimicos e

oxidagdo de polimeros [19], sendo que todos estes métodos ocorrem essencialmente

por mecanismos de radical livre.

Os métodos radioquimicos para obtengdo de copolimeros de enxerto sio
geralmente faceis e simples de serem empregados do que os métodos quimicos
convencionais. O fato que tem sido apontado € que devido a absor¢do nio seletiva
da radiagdo pela matéria, ¢ possivel (a principio) combinar qualquer par de
monomero/polimero por esta técnica. A reacdo de enxertia ocorre ndo somente na

superficie do polimero. mas onde o monomero penetra o polimero, podendo ocorrer
profundamente no interior dele [18].

24

2.1.1. FENOMENQS QUE OCORREM DURANTE () PROCESSO DE
ENXERTIA

Alguns fendmenos particulares da enxertia radiolitica verificados nas
observagdes experimentais de alguns pesquisadores serdo discutidos a seguir:

geragdo e preservagdo de radicais livres no substrato polimérico: o efeito do
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oxigenio na geracdo de radicais: a dependéncia da enxertia com a taxa de dose: a
importdncia da transferéncia de cadeia. o aumento da enxertia quando a terminagéo

¢ bloqueada: e a limitacdo da enxertia algumas vezes causada pela baixa difusio do

monomero no substrato polimérico[17, 18].

2.1.1.1. Formagdo de radicais livres aprisionados

A iniciagdo da enxertia depende da eficiéncia da produgdo de radicais

aprisionados formados nos varios polimeros sob diferentes condicdes de irradiagdo.
Na maioria dos casos a concentragdo de radicais no polimero aumenta com o

incremento da dose, mas alcanga um valor maximo apds um tempo e ndo aumenta
mais com o incremento da dose. Consequentemente, existe uma 6tima dose para

cada sistema que somente pode ser determinada experimentalmente [18].

2.1.1.2. Efeito do oxigénio na geragdo de radicais

A irradiagdo de um polimero na presenca do oxigénio geralmente resulta na
produgdo de polimeros peroxidados.

Re + O;—— RO-e (D
Tal radical peroxido pode permanecer aprisionado no polimero. A extengio
do tempo de permanéncia depende da nio recombinagdo do estado fisico do
polimero, da temperatura, da taxa de dose. e da dose total, de uma forma complexa.

Um radical peroxido pode desaparecer através da abstracdo de hidrogénio,

ROe + R'H—— RO,H + R'e (2)



ou os dois radicais podem combinar-se com perda do oxigénio
RO:' = RO:’ —> ROOR + O: (3)

A abstragdo de hidrogénio (reagdo 2) e a recombinagdo (reagdo 3) sdo
competitivos entre si. Quando a abstragdo de hidrogénio predomina, os produtos
principais s3o hidroperoxidos. Quando a recombinagio ¢ a reagdo principal. os

principais produtos formados sio peroxidos.

A reagdo 2 requer uma certa energia de ativagdo e consequentemente ira

ocorrer a altas temperaturas e em polimeros contendo hidrogénios de carbonos

terciarios (labeis). A reagdo 3 predominara a baixas temperaturas e em polimeros

lineares que ndo contenham hidrogénio de carbono terciario [18].

Diferengas  importantes entre polimeros contendo peréxidos ou
hidroperéxidos sdo evidenciadas quando os polimeros sdo utilizados para iniciar a
copolimerizagdo de enxerto. A decomposi¢io térmica de um peroxido polimérico.

ROOR. produz dois radicais poliméricos, ROe, que na presenca de um mondmero

leva a producio de duas ramifica¢des enxertadas. Sob aquecimento brando similar.
um hidroperoxido polimérico, ROOH, formara uma ramificagdo enxertada e uma

molécula de homopolimero iniciada pelo radical OHe. A diferenca pode ser

observada pela comparacdo da reacdo de enxertia iniciada pela peroxidagdo por
radiagdo de polietileno (PE) e polipropileno (PP). O PE contém peroxidos que sdo
estaveis a temperatura ambiente e retém a capacidade de iniciar a copolimerizacio
de enxertia por periodos de 1 ano ou mais [18]. Também, quando usado para iniciar
a copolimerizagdo de enxertia, o PE produz somente pouca quantidade de
homopolimero. Por outro lado, PP que tenha sido irradiado no ar inicia a enxertia a
temperatura ambiente, acompanhado por uma produgdo relativamente alta da
quantidade de homopolimero. Entretanto pode ser notado que o PP ¢ mais

facilmente peroxidado a baixas doses de irradiagdo que o PE, sugerindo que os



hidroperoxidos formados no PP por meio de reagoes de cadeia envolvem abstracdo

de hidrogénio de carbono terciario (reagdo 2) [18].

2.1.1.3. Efeito da taxa de dose

Este efeito pode ser melhor discutido em duas partes: 1)efeito da dose e taxa

de dose no método direto de enxertia e 2) efeito da dose e taxa de dose no enxerto

de polimeros peroxidados.

No método direto de enxertia, 0 numero de ramifica¢des formadas e sua

extensao sdo influenciados pela dose e taxa de dose. respectivamente. O numero de
radicais formados (numero de ramificagdes) ¢ determinado diretamente pela dose
absorvida e o valor de Gy (rendimento de radicais), que € o nuamero de radicais
formados por 100eV absorvidos. A taxa de dose, que evidentemente determina a
velocidade de iniciacdo da polimerizagdo. podera entretanto afetar a cinética da
extensao da cadeia e consequentemente. o comprimento da ramificagio enxertada.
O comprimento das ramifica¢des também dependem da concentragdo do mondmero,

temperatura da reagdo, e a viscosidade do meio de reagdo [18].

Na preparagdo de polimeros peroxidados para iniciagio da enxertia, a
concentragdo de peroxidos poliméricos aumentard com a dose de irradiacdo. A
baixas doses de irradiagdo. a concentragdo dos peroxidos aumenta linearmente com
a dose. A doses muito altas. um estado de equilibrio pode ser alcangado no qual a

taxa de formagdo de peroxidos equivale a sua taxa de desaparecimento [18].

Considerando que o numero de sitios com radicais perdxidos nos polimeros
determina o numero de ramificacdes, estas podem ser reguladas pelo controle da
quantidade da dose de preirradiacdo. Além disso, se a enxertia é conduzida a certa

temperatura. a concentragio de peréxidos determina a taxa de iniciagdo da
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polimerizagdo e consequentemente. influencia o comprimento da ramificagdo
enxertada. Portanto. no método de enxertia por peroxidagdo. a dose de preirradiagdo
afeta tanto o numero como o comprimento das ramifica¢des enxertadas. Além. do

mais. o comprimento das ramificagdes ¢ influenciado pela concentragdo do

Monomero e a temperatura de reagdo.

O efeito da taxa de dose no rendimento da peroxidagdo ndo pode ser previsto
sem uma detalhada determinacdo dos mecanismos da reacdo. Por exemplo, se o
fornecimento de oxigénio ¢ limitado por sua baixa velocidade de difusio no
polimero. altas taxas de dose podem causar exaustdio do oxigénio dentro do

polimero e consequentemente favorecer outras reagoes como ligacdes cruzadas e
degradacio.

2.1.1.4. Efeito da transferéncia de cadeia

Se o mondémero ou o solvente tem uma alta constante de transferéncia, o

homopolimero adicional pode ser produzido através da transferéncia para o

monomero ou solvente como se indica a seguir:

X X + > + Ae 4
T AB > X i X 4)
Yo YB
Ae +nY—> AYn (5)

Aqui AB ¢ 0 mondmero, ou solvente. ou qualquer substancia adicionada de

rapida transferéncia. As reacdes 4 e 5 evidentemente irdo diminuir a eficiéncia da
enxertia.

“OMISSAC KACicn:: r ELERGI NOCTUTERASE  wEn
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Contudo, se a transferéncia de cadeia ocorre principalmente em dire¢do ao
polimero. cada radical polimérico formara varias ramificagdes enxertadas. Esta
reacdo diminui o comprimento das ramificacdes enxertadas. mas nio alteram a
produgdo do enxerto. Em termos mais gerais, quando qualquer mondmero ¢
polimerizado na presenca de um polimero, a transferéncia de cadeia para o polimero

dara lugar a alguma extensdo e isto levara a formagdo de um copolimero de enxerto
como abaixo:

X—T—X + Yne 2 X=X + VB (€)
B

X—[—X+ ny > X I X @

Assim, um processo pode aumentar consideravelmente a eficiéncia da
enxertia em toda sua extensdo, especialmente se o polimero tem uma alta constante
de transferéncia com respeito a0 monémero Y. Esta transferéncia para o polimero

pode ser favorecida em alguns sistemas pelo incremento da temperatura [18].

2.1.1.5. Etapa de terminag¢do

Muitas copolimeriza¢des de enxertia tem lugar num meio de reagio de alta
viscosidade. Por causa dessa alta viscosidade, a etapa de terminacdo (combinagio
do radical) pode ser dificultada ou tornar-se impossivel. Portanto, muitas cadeias em
crescimento permanecem inacabadas e ficam “aprisionadas” ao fim do processo de

enxertia. Comportamento similar é caracteristica de alguns mondmeros que exibem

o “efeito gel” em sua polimerizagéo [18].



Pode-se mencionar que uma possivel reagdo cruzada do substrato polimérico
original pode ser causada pela agdo da etapa de terminagdo. Por exemplo. se a
terminagdo da polimerizagio do mondmero Y ocorre através da combinagdo de dois
crescimentos de cadeias, o copolimero de enxerto final podera conter moléculas nas

quais duas ou mais cadejas de polimero Xn sio ligadas por uma cadeia do polimero
Ym.

X X

Assim. um processo pode levar a uma cadeia tridimensional de alta
conversdao no qual todas as cadeias de X sdo reticuladas pelas cadeias de Y. Isto

pode ser especialmente verdadeiro se Y ser um monémero polifuncional.

Em tais reacdes a formagio de reticulagdo pode ser evitada pelo uso de um
agente transferidor adequado. O comprimento dos radicais enxertados dependerio
da concentragdo do agente transferidor. Tal técnica levara a uma intensificagio da

formacio do homopolimero atraves das reagdes (4) e (5).

2.1.1.6. Efeito da difusdo

Um fator muito importante mencionado pela maioria dos pesquisadores neste
campo € a possivel diminui¢io da velocidade da reacdo de enxertia devido 3

lentiddo da difusdo do mondmero nos polimeros solidos [18].

Os fatores que podem causar diminui¢do da difusio ou limitar a taxa de
enxertia sdo os seguintes:



I-baixa constante de difusdo intrinseca no filme polimérico solido.
2-baixa temperatura (causando diminuigdo na constante de difusdo).
3-alta taxa de enxertia intrinseca,

4-alta taxa de dose (causando alta velocidade de enxertia)

Os fatores 3 e 4 causam rapido consumo de monémero com o filme.

enquanto que os fatores 1 e 2 limitam a velocidade com a qual o mondmero pode

chegar no filme.

Por outro lado. pode-se maximizar a velocidade de difusio do mondmero no
filme e minimizar a taxa de consumo do monémero com o filme, levando-se a
eliminagio do efeito de difusio na taxa de enxertia, ajustando-se os seguintes
fatores:

I-alta constante de difusio intrinseca no filme polimérico solido,

2-alta temperatura (causando aumento na constante de difusio),

3-baixa taxa de enxertia intrinseca,

4-baixa taxa de dose (causando diminui¢do na velocidade de enxertia).

2.1.2. TECNICAS DE ENXERTIA

Baseando-se nos fenomenos que ocorrem durante o processo de enxertia,
forma entdo determinados trés técnicas principais para obten¢do de copolimeros de

enxerto [12, 14, 20]. Sio elas: técnica da preirradiagdo, técnica da peroxidagdo e
tecnica da irradiacdo simultinea.
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2.1.2.1. Técnica da preirradiacio

Nesta técnica o polimero de cadeia principal, P,, ¢ irradiado na auséncia de
oxigénio (ar) antes da exposi¢do ao mondmero Mg que pode estar na forma de
liquido ou vapor. Se o polimero é semicristalino ou esta abaixo da temperatura de
transi¢do vitrea, os radicais formados pela radiagdo podem permanecer aprisionados

€ capazes de reagir com o mondmero para formar uma cadeia lateral enxertada. A

reacdo pode ser expressa como a seguir:

Py — A P,® + He (ou outro fragmento menor)
He+ Py —AA > Do + H, (ououtramolécula pequena)

Pyo+ nMp —— Poege B (copolimero enxertado)

O mondmero Mg geralmente necessita a inclusio de um agente intumecedor
para facilitar sua difus3o no polimero P,.

Uma vantagem desta técnica ¢ que um elétron acelerado pode ser usado para
0 passo da radiagdo e a alimentagdo do substrato irradiado como uma linha de
operagdo direta a0 mondmero. Isto tem sido demonstrado em projetos pilotos,
notadamente com polietileno como P, e acido acrilico como M. O polietileno tem
tido enxertia significativa em filme e na forma de po. Uma segunda vantagem ¢ que
virtualmente qualquer reativo vinilico ou mondmero dieno podem ser enxertados, ao
contario da técnica simultinea. Por outro lado, o substrato polimérico pode ser
capaz de reter os radicais por um tempo suficientemente longo para possibilitar uma
eficiente reagdo de enxertia. Pode ser notado que uma vez que o substrato

polimérico é removido do campo de radiagdo, os radicais aprisionados comegam
entdo a diminuir por recombinagio [14].
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Uma desvantagem desta técnica é que. diferentemente da técnica simultinea
nao ha protegdo do polimero pelo mondmero ou agente intumescedor. Isto pode
levar a degradagdo. reticula¢do ou outras mudangas no polimero. Com a maioria dos
sistemas de enxertia. entretanto. isto ndo foi provado ser o maior obstaculo. A
segunda desvantagem é que o processo ¢ muito sensivel a presen¢a do ar. Isto pode

tornar-se vantajoso se os peroxidos resultantes forem usados para iniciar a enxertia
[14].

2.1.2.2. Técnica da peroxida¢do

Aqui o polimero ¢ irradiado na presenca do ar para produzir principalmente
hidroperoxidos. Estes polimeros peroxidados, que sio em geral completamente
estaveis podem ser decompostos no contato com mondmeros para produzir
copolimeros enxertados. Se os hidroperéxidos sio as principais espécies, o radical

hidroxila formado levara & homopolimerizagio. As reacdes podem ser descritas
COMmO a seguir:

)
2
Py — > PyOy¢ —> PLOOH—>P,0e +¢0H
PpO¢+ My —— P,OMp® (copolimero de enxerto)

*OH + My —— HOMge (homopolimero)

Se o radical peroxido inicial reage simultaneamente, sio produzidos
peroxidos P-OO-P. Estes sdio geralmente mais estaveis mas nio levam ao
homopolimero. Se um agente redutor é adicionado a0 mondmero (por exemplo o

Fe™), o homopolimero ¢ minimo devido a reacdes do tipo:
POOH + Fe*” — POe + OH "+ Fe *

SOMISSAC socm o A

o
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Pode ser visto que a técnica da peroxidagdo também € um processo de
preirradia¢do com similares vantagens e desvantagens. Ela pode ser adaptada a
irradiagdo por feixe de elétrons. Entretanto. a degradagdo do polimero pode ser

consideravelmente pronunciada na presenga do ar. Por outo lado, esta técnica anula

a necessidade de um gas inerte durante a radiagdo.

Uma conciliagdo entre as duas técnicas ¢ uma irradiagdo no ar e usar uma
combinagdo de radicais aprisionados e peroxidos para iniciar a enxertia por si so.
Isto normalmente envolveria um aumento da temperatura, mas com a técnica de

preirradiagdo, pode geralmente ser levada a temperatura ambiente.

2.1.2.3. Técnica de enxertia por irradiacio simultinea

Neste procedimento, a matriz polimérica principal (P,) ¢é irradiada
conjuntamente em contato com o mondmero (Mg ) 0 qual pode estrar presente como
vapor. liquido ou em solugdo. A irradiagio pode ter lugar no ar ou, muito melhor,
numa atmosfera inerte e levar diretamente a formagdo de radicais livres ativos em
ambos. polimero P, e mondmero M, resultando num copolimero enxertado. Esta ¢

a técnica mais eficiente de enxertia desde que os radicais possam reagir tdo rapido

quanto sdo produzidos, entretanto, pode ser apreciado um aumento do

homopolimero. Espécies idnicas podem também iniciar a enxertia via técnica
simultidnea e podem ser propostos mecanismos analogos as equagdes envolvendo

intermediarios idnicos positivos ou negativos. As reagdes relevantes envolvidas sio
as seguintes:;
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Pa—\A— Pa®. Mg —AA—> Mpge
Ppe + Mg —> PyMpe (copolimero de enxerto)
Mp® + P, —> PyMpe (copolimero de enxerto)

Mp® +nMp MpnMp  (homopolimero)

A técnica da irradiagio simultdnea, embora a principio apresente maior
eficiéncia, tem um grande numero de limitagdes. O principal problema é que ela é
limitada a certos tipos de pares polimero-monémero. Por exemplo, se o polimero P,
da um bom fornecedor de radicais, ou seja, tem um valor de Gy alto e 0 monomero
M;; tem um valor de Gy baixo, a técnica trabalha melhor comparativamente, no qual
¢ produzido pouco homopolimero. Um bom exemplo é o sistema polietileno-
estireno. Se o caso € o contrario, muito homopolimero é formado e o substrato
polimérico permanecera largamente inafetado. Um bom exemplo pode ser o sistema
polietileno-acido acrilico, onde é pfoduzido principalmente o poli(acido acrilico).
Em contraste. este par polimero mondmero trabalha bem com as técnicas de
preirradiagdo ou peroxidagdo. Entretanto técnicas tem sido complementadas onde
um inibidor de homopolimerizagio ¢ adicionado 4 solugdo monomérica, dessa
forma reduzindo grandemente a formacdo de homopolimerd. Se um solvente ou um
agente de intumecimento necessita ser usado, este precisa ser escolhido
cuidadosamente ou entdo podem predominar radicais no solvente levando,
novamente, a excesso de homopolimero. Um eficiente caminho para resolver o
problema de homopolimero com a técnica da nradiagdo simultdnea € a adicdo do
monomero na forma de vapor. O efeito da taxa de dose também & importante com a
técnica simultanea. Se sdo usadas altas taxas de dose, o crescimento das cadeias
terminara rapidamente e podem resultar baixos rendimentos e baixa eficiéncia de

~ ~ - o~ : 60
enxerto. Para estas reagdes sdo preferidas fontes de radiagdo gama, tats como Co e
137

Cs.
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2.1.3. EFEITO DA RADIA CAO NOS SISTEMAS ES TUDADOS

Na 1rradiacido de polietileno (PE) e polipropileno (PP) tem sido observado a
formagdo de macrorradicais secundarios e terciarios, promovidos pelos raios gama,

0s quais s3o gerados pela abstracdo de hidrogénio no substrato polimérico. Sua
concentragdo relativa depende de sua estabilidade (terciario > secundario) e

populagdo (secundario > terciario), sendo que os radicais terciarios predominam no
PP [21] e os secundarios no PE [22]. Embora os radicais produzidos no PP sejam

mais estveis que os do PE, pelo alto valor de Gy (rendimento de radicais) do PE,

este apresentara um maior rendimento de enxertia [23].

A enxertia por radiacio de mondmeros vinilicos (grupo quimico ao qual
pertence o acido acrilico (AA)) sobre polietileno e polipropileno ocorre
exclusivamente por abstracdo de hidrogénio. Este método de enxertia por radical

livre produz materiais que sdo de dificil caracterizagdo e contém varias quantidades
de homopolimero e fragdo gel [24].

As reagdes de transferéncia de cadeia s30 um processo muito importante em
todas as copolimerizagdes por enxertia. Desta forma, se o monémero, ou qualquer
substancia adicionada, tem uma alta constante de transferéncia de cadeta. uma
quantidade adicional de homopolimero sera formada, via transferéncia de cadeia, no

crescimento dos ramos pelo mondmero, ou da substincia adicionada. de acordo com

a seguinte reagdo, em que se tem como exemplo. o metanol:
Pe + M — P—Me (8)

Pe + CH;0H — PH + *CH,OH (H abstragio) (9)
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Aqui Pe representa o radical do substrato formado durante a irradiacdo e M denota o

monomero. Quando a reacdo (8) acontece. a copolimeriza¢do de enxerto desejada

sera obtida: entretanto. no caso da reagao (9) o substrato abstrai atomos de H do

alcool e produz eCH-OH. que por sua vez. pode levar a formagdo do homopolimero

em vez do copolimero de enxerto [25].

Quando o poli(acido acrilico) é exposto a radiacdo de alta energia no vacuo,
0 tamanho do polimero aumenta e reacoes de reticulagdo comegam a predominar.
Com o desenvolvimento da estrutura de rede. o polimero originalmente soliivel em
certos solventes. passa a ser insolavel [26. 27]. neste ponto. a viscosidade do meio

reacional aumenta e 0 monomero apresenta o chamado “efeito gel”.

A homopolimerizagio pode ser causa de sérios problemas na enxertia usando

a teécnica simultinea. O rendimento do enxerto sera fortemente limitado pela
homopolimerizagio [23]

Quando o valor do Gr do monémero ¢ apreciavelmente maior que o do

substrato polimérico. a eficiéncia de rendimento da enxertia é seriamente

comprometida quando ¢ usada a técnica da irradiagdo simultanea [28].

Existem alguns métodos para superar este problema. O emprego de ions

,q- 3- - 2- - . e ep -
metalicos como Fe'”. Fe¥ ¢ Cu » que sao conhecidos como inibidores da

polimeriza¢do por radicais livres e extremamente eficientes na enxertia do AA no
PE pela técnica da irradiagdo simultanea [23. 29. 30].

Os primeiros trabalhos de copolimerizagio por enxertia do AA em
politetrafluoretileno (PTFE) mostraram que o sulfato férrico amoniacal (sal de
Mohr) diminuiu muito a homopolimerizagio [31]. Este efeito também foi

confirmado quando a homopolimerizagio foi reduzida durante a enxertia de acido
acrilico (AA) e acido metacrilico (MAA) [32].
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O mecanismo de agdo desses inibidores ¢ explicado nos trabalhos de Huglin

[28] ¢ Gargan {30] que demonstraram que o cation metalico desativa ambos os

Processos: a reacao de homopolimerizacdo e a formagao de copolimero de enxerto.

Em nosso trabalho de enxertia do AA em PE e PP foi utilizado o sulfato de
cobre como inibidor da homopolimerizagio.

2.2IMOBILIZACAO DE ENZ IMAS

Muito antes das técnicas de imobilizagdo serem conhecidas tais como sdo. o
uso da catalise enzimatica Ja estava presente. mesmo em processos de larga escala.
Aproximadamente em 1815, foj descoberto por meios puramente empiricos, que o
vinagre podia ser eficientemente produzido deixando-se escorrer uma solugio
contendo alcool sobre aparas de madeira. E claro, nio foi imaginado que este
procedimento produzia o acido acético das bactérias aderidas as aparas, que
equivale a uma imobilizagio efetiva. O desenvolvimento de um método, de inicio
puramente empirico, nio € de todo incomum em biotecnologia. De fato, muitos

procedimentos microbianos, tais como a produgdo de bebidas alcodlicas, pao e

quetjo azedo, foram praticados bem antes de serem conhecidos os microorganismos
envolvidos [33]

No comego de 1916 foi registrado por Nelson e Griffin [34] que o carvio
ativado retinha a capacidade de quebrar a sacarose, apds seu contato com espuma de
invertase e subsequente lavagem. Este ¢ o primeiro artigo publicado de imobilizacio
enzimatica. Contudo, nio lhe foi dada aten¢do do ponto de vista de imobilizagio,
até¢ depois da II Guerra Mundial. quando mais estudos na ligagdo de enzimas
apareceram. Em 1948, Sumner [35] relatou a imobilizagdo da urease por tratamento

com alcool e sal comum. Isto foj seguido por poucas publicagdes durante os anos
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50. no qual Grubhofer e Schleith [36], assim como Manecke [37] e outros. foram

capazes de demonstrar que polimeros sintéticos de atividade especifica podiam ser

usados para ligagdo de proteinas fisiologicamente ativas [33].

Em 1971, foi realizada em Henniker (USA) a primeira conferéncia de

Engenharia Enzimatica. que definiu uma classificagio das enzimas imobilizadas de

acordo com o0 modo de fixagdo escolhido, conforme mostrado na Fig. 1 [6, 33, 38].

C ENZ]MAS )]
(EOD]HCADAS ) NATIVAS
imobilizadas
(capsula) @ | @

Figura 1. Classificago das enzimas imobilizadas

Entre outras normalizagdes, foi recomendado o termo “enzima imobilizada”.

Anteriormente a isto, um nimero de diferentes nomes tais como “fixada”,

“insolubilizada™, “ligada a matriz”, etc, foram usados no lugar de “imobilizada™ [6].
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As moléculas de enzimas ficam retidas na rede tridimensional de um
polimero insolavel na agua ou aprisionado no interior de microcapsulas delimitadas

por uma membrana semipermeavel. cujos poros sio suficientemente pequenos para

impedir a difusdo da macromolécula. mas suficientemente grandes para permitir a

passagem do substrato e dos produtos da reagdo [6].

Nesse procedimento, a enzima em si nio esta ligada ao suporte e conserva a
sua integridade molecular [6].

2.2.1.1 Inclusdo em matriz 16]

A enzima ¢ dissolvida e dispersada na solugio de um mondmero que, em
seguida. ¢ polimerizado na presenca de um agente de reticulacdo ou pela radiagdo

ionizante e pode incluir um coloide protetor. albumina. agarose ou dextrana.

Os polimeros mais correntemente utilizados sdo sintéticos: poliacrilamida.
metacrilato. polietileno glicol. poli (vinil pirrolidona); ou naturais - amido, K

carragenana. As enzimas podem também. ser aprisionadas em membranas ou fibras
ocas.

2.2.1.2. Inclusdo em microcdpsula [6)

A técnica da microencapsulagio é correntemente utilizada nas industrias

farmacéuticas. de cosméticos ou de corantes e na industria alimenticia.

OMISSAC Noton) 7 irnrnprs FUCLEAR/SPE (i



Trata-se da retencdo de um produto no interior de uma capsula delimitada por

uma membrana semipermeavel. Sio descritos na literatura varios processos de

microencapsulagdo de enzimas. No método por polimerizacdo interfacial. uma

solu¢do aquosa encerrando a enzima e um mondmero hidréfilo (poliamina ou glicol)
¢ emulsionada em um solvente orgamico que ndo se mistura na agua. Por adigdo de
um segundo mondémero hidréfobo (cloreto de acido polibasico) ¢ provocada uma
reacdo de polimerizagio acarretando a formagdo de uma membrana (poliamida ou
poliéster) ao redor das microgoticulas. Frequentemente, ¢ necessario acrescentar um
agente tensoativo que estabiliza a emulsio e permite ajustar o formato da capsulas

as dimensdes desejadas que devem variar de 1 a 100 microns,

O método das lipossomas ou membranas liquidas ¢ diferente: agregados de
fosfolipideos dispersos na solugdo enzimatica sdo submetidos 2 sonica¢do. Sdo
obtidas pequenas esferas constituidas de uma dupla camada lipidica encerrando
goticulas de enzima em solugdo aquosa. Ao contrario das outras técnicas. a

penetracdo do substrato nio depende, entdo. do formato dos poros da membrana,

mas de sua solubilidade nos constituintes lipidicos.

2.2.2. FIXACAO SOBRE SUPORTE SOLIDO

Nesta técnica, a enzima deve ser fixada ao suporte tdo solidamente quanto
possivel. E importante, entdo. levar em conta as caracteristicas proprias tanto da
proteina que se quer fixar, como do suporte: formato das particulas, relagdo molar

dos grupamentos hidréfilos e hidrofébicos e grupamentos reativos [6].

De acordo com 0 modo de ligagdo da enzima, distingue-se:
-fixacdo por adsorcao (ou ligagdo idnica),

~-fixagdo por ligagio covalente.



2.2.2.1. Fixagdo por adsor¢do ou liga¢do idnica {6]

A imobiliza¢do por adsor¢do emprega um grande numero de forcas de
interagdo de baixa energia entre o suporte e a proteina: interagdes de Van der
Waals. pontes de hidrogénio ou ligagdes hidrofébicas,

No caso de suportes nio porosos nos quais o biocatalisador se fixa na
superficie, formam-se. nas vizinhangas das particulas solidas, camadas sucessivas de
moléculas de enzima cada vez menos fortemente ligadas. Quando o materia] ¢

POroso. as macromoléculas protéicas penetram nos poros.

Se o suporte é portador de cargas elétricas, as ligagdes idnicas, que se podem

estabelecer além das forcas fisicas de adsorgdo, conferem ao complexo uma
estabilidade maior.

E possivel, também, aumentar a carga de proteina por fixagdo de grupos

fortemente dissociados, o que vai reforgar o nimero e a afinidade das ligagdes
enzima - suporte.

2.2.2.2. Fixagdo por liga¢do covalente [39]

O tipo do grupo funcional na proteina, através do qual a ligagdo covalente
¢om o suporte polimérico sera formada, ndo deve ser essencial para a atividade
catalitica da enzima. Além disso, sdo preferidas reagdes de ligagdo que possam ser
realizadas sob condicdes relativamente brandas e essencialmente em meio aquoso.
Na selegdo da reagio de ligagdo apropriada e do polimero funcional a ser
empregado para a imobilizagio de determinada enzima, todas as informagdes

disponiveis da composi¢do dos aminoacidos e dos aminoacidos envolvidos no sitio



ativo. devem ser considerados. Os efeitos das modificagées quimicas especificas na
atividade. a prote¢io da regido do sitio ativo por agentes quimicos especificos ou

mnibidores e a estrutura tridimensional da enzima. também devem ser considerados.

Numerosos polimeros naturais e sintéticos tém sido explorados como
Suportes  potenciais para imobilizacio enzimatica. Isto tem levado ao

desenvolvimento de uma ampla variedade de técnicas para

(a) a enxertia de grupos funcionais especificos sobre polimeros pré -
formados.

(b) a sintese de polimeros e copolimeros idealizados para cumprir uma
necessidade particular, e

(¢) 0 uso de matrizes poliméricas, que por manipulagdes quimicas podem ser

transformados em espécies quimicas melhor adaptadas a uma dada tarefa.

Os grupos funcionais de suportes poliméricos que podem ser utilizados para
ligagdo covalente de enzimas incluem:

1. grupo hidroxila de polissacarideos. poli (alcool vinilico), poli (hidroxietil
metacrilato) e vidros inorganicos;

2. grupo carboxila e relacionados de poli (acido acrilico), poli (acido
glutamico), copolimeros de anidrido maleico. poliacrilamida e carboximetilcelulose:

3. grupo amino de polissacarideos aminoetilados e silica gel. silica gel de

polissacarideos arilaminados e polimeros sintéticos de poli (p-aminoestireno);

4. grupos aldeido e acetal de polimeros reagidos com glutaraldeido e
polissacarideos reagidos com periodato;

5. grupos mercapto em polimeros modificados:
6. grupos halogénio do tratamento de polimeros com acido cloro cianidrico,

brometo de bromoacetil, iodo alquil 4lcool e polimeros contendo 3-fluor-4.6-

dinitrofenil.

7. grupos amida de polipeptideos e poliamidas tais como o nylon.



Varios tipos de reacdes de acoplamento tem sido relacionadas. tais como:
metodo do brometo cianogénico. método do frans-2.3-carbonato ciclico. método da

azida de Curtius. método do glutaraldeido. reacdo de condensacao de quatro
componentes (4CC). etc [39].

2.2.3. PROPRIEDADES DAS ENZIMAS IMOBILIZADAS

Os efeitos da imobilizagdo sobre a atividade das enzimas resultam da
interagdo de diferentes fatores:

I. modificagio da estrutura tridimensional da enzima. sob a acdo de

Injungdes que aparecem com a imobilizacio:

A%

- modifica¢do do microambiente: PH local, interagdes eletrostaticas:

LI

. fenomenos de difusio no interior do sistema:

N

. impedimento estérico

Este conjunto de fatores representara um papel determinante na atividade e
estabilidade da enzima [6. 33, 38]

2.2.3.1. Medida da atividade

As condigdes Otimas de acdo das enzimas imobilizadas frequentemente

diferem daquelas das enzimas em solug¢do e precisam ser perfeitamente conhecidas

para evitar todo risco de erro de interpretagio. Parece que a imobilizagdo ocasiona,

frequentemente, uma perda de atividade. bastante variavel de acordo com a natureza
da enzima e o modo de fixagdo, mas casos de aumento de atividade foram

igualmente registrados. Essas variagdes, tanto em um caso como em outro, podem
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ser explicadas por uma modificacdo estérica do sitio ativo da enzima. sob o efeito

de uma mudanga de conformacio da cadeia polipeptidica.

A 1mobilizagdo pode causar perturbagdes estruturais na enzima. reduzindo
sua eficicia catalitica. Além disso. a imobilizagdo pode limitar o acesso do substrato

ao sitio ativo da enzima. reduzindo novamente sua atividade. Ambos fendmenos
podem ser descritos como efeitos conformacionais.

Os efeitos de parti¢do ocorrem quando as concentragdes do substrato ou de
outros componentes relacionados com a atividade da enzima, podem ser diferentes
na superficie da matriz suporte das observadas no restante da solugdo. Estes efeitos
podem surgir por interagdes eletrostaticas ou hidrofébicas e dependendo do(s)

componentes(s) implicado(s), os efeitos de parti¢do podem intensificar ou abaixar a
velocidade de reagido observada.

As mudangas conformacionais sio dificeis de determinar. Os efeitos
conformacionais variam com a enzima, o método de imobilizagdo e o suporte

utilizado. Algumas das conseqii€ncias adversas da imobilizacdo sobre a atividade
enzimatica sdo ilustradas na Fig. 2 [40].

@ )

Figura 2. Conseqiiéncias da imobilizagdo de enzimas: (a) enzima livre; (b) enzima
ativa  imobilizada; () enzima inativa imobilizada (mudanga
conformacional); (d) enzima inativa imobilizada (impedimento estérico).



2.2.3.2 Influéncia das condigies operatirias

Se a atividade residual das enzimas imobilizadas ¢ mais baixa que a das
enzimas nativas. em contrapartida a sua estabilidade. geralmente aumenta.
Entretanto. o tempo de duragdo dos sistemas ¢ muito variavel e os numeros retirados

das obras cientificas variam de algumas dezenas de horas e Muitos meses e. em

alguns casos excepcionais. a muitos anos.

As quantidades de proteina imobilizadas sio, também, muito variaveis e
dependem da enzima considerada. do suporte utilizado e do método de imobilizagio
empregado. Nio existe, devido aos fenomenos de impedimento estérico. uma

relagdo linear entre a atividade. relacionada 3 unidade de massa do sistema. e

quantidade de biocatalizador fixado.

As condigdes de PH € de temperatura necessanas a reagdo de imobilizagio
podem provocar uma perda parcial ou total da atividade enzimatica. Mas. uma vez
que a mmobilizagio foi realizada. observa-se. frequentemente. que as enzimas
fixadas resistem melhor as variagdes de pH e aos tratamentos térmicos do que as
especies em solugdo. Ainda aqui, a resposta difere de acordo com a origem da

enzima. o suporte utilizado e o meétodo de fixac¢do considerado [6].

2.2.3.3. Influéncia do microambiente

..... 3.1. pH Stimo de acdo das enzimas inobilizadas

Numerosos autores observaram um delocamento de valores do pH 6timo que

pode ir até duas unidades dependendo da enzima estudada estar imobilizada ou em
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solugdo. Tal fenomeno pode ser explicado facilmente quando o suporte sélido

cOmporta numerosos grupos ionizados.

Dois casos podem. entio, ocorrer:

I. o suporte é carregado negativamente: cria-se na vizinhanga imediata das

particulas sélidas. uma concentragdo de protons do meio. O PH nessa interface ¢
mais acido do que o medido no meio.

Esses protons podem ser produzidos no curso da reagdo catalitica. Nesse

caso. a velocidade de difusio de jons H™ na massa da solugdo influi no perfil da

curva da atividade em fungdo do pH. Embora o pH 6timo real da e
imutavel, medir-se

nzima seja
-a um deslocamento aparente na zona basica.

2. o0 suporte esta carregado positivamente: em consequencia da repulsio dos

protons. o pH 6timo aparente situa-se em zona mais acida.

Em meio tamponado, as curvas de atividade em funcdo do pH para a enzima
nativa tendem a se confundir quando a for¢a idnica se eleva, com os ions em

solugdo neutralizando as cargas do suporte.

Em alguns casos, o PH 4timo da enzima imobilizada ¢ 0 mesmo que o da

forma nativa, mas o perfil da curva alarga-se. Esse dado ¢ interessante porque

permite trabalhar com PH incompativeis com o emprego de enzimas sollveis [6].

223312 C onstante de Michaelis-Menten: Km
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linearmente proporcional a [S] quando [S] é pequena. A altas [S]. }7 ¢

aproximadamente independente da [S]. como mostrado na Fig. 3.
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Figura 3. Um grafico de velocidade de reagio, V, como uma fungio de concentrag¢io

de substrato, [S], para uma enzima que obedece a cinética de Michaelis -
Menten (Vmdx ¢ a velocidade maxima e Km ¢ a constante de Michaelis).

Em 1913, Leonor Michaelis e Maud Menten propuseram um modelo simples
para avaliagdo desta caracteristica cinética. A parte cinética essencial neste

tratamento ¢ que um complexo ES especifico € um intermediario necessario na
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catalise. O modelo proposto. que € simplesmente uma das determinagdes das

propriedades cinéticas de muitas enzimas. ¢

E+S = ps k. p.p
k2

(1)

A enzima E combina com § para formar um complexo ES .
velocidade constante ky.

com uma
O complexo ES tem dois destinos possiveis. Ele pode se

dissociar a E e S com uma velocidade constante 4>, ou ele pode prosseguir para

formar o produto P com uma velocidade constante ;. E assumido que ndo ha

reversao do produto ao substrato inicial.

Queremos entio. uma expressdo que relacione a velocidade de catilise a
concentragdes de substrato e enzima e a velocidade dos passos individuais. O ponto

de partida é que a velocidade de catalise ¢ igual a concentragdo de produto do
complexo ES e k;:

V'= ks [ES] (2)

Agora. precisamos expressar ES em termos de quantidades conhecidas. A

velocidade de formagio e decomposigdo de ES ¢ dado por:
velocidade de formagdo de ES = £, [E1[S] (3)
velocidade de decomposicio de ES = (k> + k3) [ES] (4)

Estamos intéressados na velocidade catalitica sob condigdes de estado
estacionario. Uma situacdo de estado estacionario ¢ uma em que a concentragdo dos
ntermediarios estio ao mesmo tempo na concentragdo dos materiais iniciais e
produtos sdo transformados. Isto ocorre quando a velocidade de formacdo e

decomposi¢io do complexo ES sdo iguais. Igualando as equagdes (3) e (4). teremos:
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kr [E][S]= (k2 - k) [ES] &)

Rearranjando a equagio (5).

[ES] = [E] [S] (6)
(ks = k3)lk,

A equagdo (6) pode ser simplificada definindo uma nova constante de Michaelis:

Km= k: - /(1 (7)
ky

e substituindo-se na equagio (6), que entdo ajusta-se a

[ES]=[E][S] (8)
Km

Examinando-se o numerador da equagdo (8), a concentragdo de substrato nio
combinado, [S], ¢ muito proximamente igual a concentragdo total de substrato,
provido que a concentragio de enzima ¢é muito menor que a do substrato. A

concentragdo de enzima total E; menos a concentragdo do complexo ES,
corresponde a concentragio de E livre.

[E] = [Eq] - [ES] 9)
Substituindo-se esta expressdo de [E] na equagio (8),
[ES] = ([Ex] - [ES]) [S]/ Km (10)

Rearranjando a equagio (10),

[ES]={Er] _I[S]/Km
1 +[S]/Km (11)
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ou

[ES]=[ET]__ [S]
[S] + Km (12)

Pela substituigdo desta expressio por [ES] na equacdo (2), teremos:

V = ks [ET] __[S]
[S]+ Km (13)

J

A velocidade maxima Vmax ¢ alcangada quando os sitios da enzima estio

saturados com o substrato, ou seja. quando [S] € muito maior que Km, entdo que
[SV/([S]+ Km) aproxima-se de 1. Entdo:

Vmdx = k3 [Eq] (14)

Substituindo-se a equagdo (14) na equagdo (13) teremos a equacdo de
Michaelis - Menten:

V'="Vmax _[S] (15)
[S]+ Km

A baixas concentra¢des de substrato, quando [S] ¢ muito menor que Km,

V=[S].Vmax. Km, isto é. a velocidade ¢ diretamente proporcional a concentragdo de

substrato. A altas concentracdes de substrato, quando [S] é muito maior que Km,

v=Vmadx; isto ¢, a velocidade é maxima, independente da concentragao de substrato.

O significado de Km ¢ evidente da equacdo (15). Quando [S] = Km, entdo

v=Vmax/2. Entdo, Km € igual a concentra¢do de substrato na qual a velocidade de
reacao € a metade do valor maximo [41].
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Em virtude da curnva de " yg [S] ser uma hipérbole. ¢ bastante dificil

determinar-se a I'mdy e, portanto. a [S] que fornece Y- Iy (
facilitar

isto é. Km). Para
a determinagio das constantes cinéticas. os dados sio geralmente lancados

em graficos de métodos lineares como o de Lineweaver - Burk.

Este grafico ¢ baseado no rearranjo da equagio de Michaelis - Menten em
uma forma linear ( y=mx-b):

V=_18] ; invertendo Vmdx = Km ~ [S]
Vimax Km -[S] V [S]

Multiplicando os dois termos: 1=Km+[S]
v Vmax [S]

Separando os termos: 1=Km+[S]
v Vmax Vmda[S]

ou

I=Km .1+ |

v Vmdx  [S] Iniax

Entdo, se construirmos um grafico de 1/v vs. 1/[S], como mostrado na Fig. 4,

a inclinagdo = Km/Vimdx e a intersegdo no eixo dos y = 1/Vmadx. Podemos observar

também que quando 1/v = 0, (Km/Vimax) x (V[Sp =

1/Vmax e, portanto,
1/[S]

=-1/Km. Logo. a interse¢do no eixo de 1/[S] é -1/Km [42].
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Figura 4. Gréfico duplo reciproco (1/V vs. 1/[S]) de Lineweaver - Burk

A determinagdo do valor de Km de uma enzima ¢ essencialmente importante
€ representa o grau de influéncia do microambiente na sua atividade. A imobilizagio
de uma enzima pode resultar no aumento ou diminuicdo deste parimetro. Um
decrescimo no valor de Km de uma enzima apés imobilizagio (o valor resultante
refere-se a0 Km aparente) pode ter vantagens praticas porque a velocidade de reagio
pode aumentar a baixas concentragdes do substrato. Inversamente, um aumento no
Km da forma imobilizada pode significar que uma alta concentragdo de substrato é

requerida para alcancar a mesma velocidade de reagdo observada com a enzima



livre. Assim. mudangas no Km e Fmdx podem ser atribuidos a efeitos

microambientais na vizinhanca das particulas da enzima imobilizada [43].

2.2.3.3.3. Impedimento estérico

A fixacdo de uma macromolécula protéica em um suporte rigido diminui a

acessibilidade do substrato ao sitio ativo. particularmente quando se trata de uma
macromolécula.

Esses fenomenos de impedimento estérico sio igualmente lembrados para
explicar que pontos de clivagem diferentes sdo, as vezes. observados sobre

substratos macromoleculares. sob a a¢do das enzimas livres e insolubilizadas.

2.2.4. GLICOSE OXIDASE |E.C. 1.1.3.4]

A glicose ¢ importante no metabolismo da maioria das células - animais.
plantas e microorganismos - e um nimero de enzimas tem sido identificadas que
catalizam a reagdo da glicose. Entretanto, somente uma enzima. a glicose oxidase,

tem recebido alguma atencio significativa na determinagio da glicose em aplicagdes
clinicas [44].

A glicose oxidase é especifica para a catalise da glicose. o que tornou seu
emprego muito comum em anélises clinicas. Varios métodos sdo propostos para
determinagdo do perdxido de hidrogénio formado como produto da reagdo da

catalise. dos quais podemos citar o método da o-dianisidina, o-toluidina. Trinder.
sensor elétrico, etc [6, 44].

et ELE G B R . x - . L
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A maioria dos estudos cinéticos da glicose oxidase. também conhecida por B3-
D-¢licopiranose aerodehidrogenase. P-FAD. corilofilina. microcide e notatin. tem
sido confirmadas com enzimas de Aspergillus niger e de espécies de Penicillium. As |
enzimas de 4. niger sio um dimero. de peso molecular de 186 000 Da. tendo duas
moléculas de FAD ligadas muito proximas por dimero, ainda que as de 7.
amagasakiense sio muito similares, o dimero tem um peso molecular de 160 000
Da. No ultimo caso, cada unidade no dimero ¢ composta de duas cadeias

polipeptidicas conectadas por uma ligacido dissulfeto [45].

A reagdo catalizada pela glicose oxidase é mostrada na Fig. 5:

] —
HO—(I:_H OZ(F
H-?-OH . PFAD , H=C—OH v PEADH
HO-(IZ-H (glicose oxidase) 7 Ho—cl;—ﬂ - 2
H—le—OH H—(':-OH
H—c': 0 H_? 0
CH,0H CH,OH
B—D —ghlicose B—D —gliconolactona
o=r':| EOOH
A Sl PP > bt
e | =0 o
e Hed g
o b0
CH,OH 2
B—D —gliconolactona D—4acido glcénico
P-FADH2 + 0, | - H,0,

Figura 5. Oxidagdo da glicose pela glicose oxidase



A glicose oxidase ¢ ativa sobre uma ampla faixa de pH, envolvendo valores

de pH tdo baixos quanto 3 ou tio altos quanto 9. O efeito catalitico 6timo & exercido
de pH 4 a pH 7 [44].

A glicose oxidase imobilizada tem uma grande aplicagdo no desenvolvimento
de biossensores para determinagdo da glicose [46, 47, 48].

2.2.5. UREASE |E.C. 3.5.1.5]

A uréia ¢ o principal produto final do catabolismo humano das proteinas e

aminoacidos. Mais de 90% da uréia é excretada através dos rins e é filtrada

passivamente pelos glomérulos.

Uma ampla variedade de doengas renais com diferentes trocas glomerulares,
tubulares, intersticial ou dano vascular, podem causar aumento na concentragio
plasmatica de uréia. Outros fatores como dieta alimentar, catabolismo protéico,

desgaste muscular etc, podem também alterar a concentracdo de uréia, tanto no
plasma como na urina [16].

Clinicamente, a determinagdo quantitativa da uréia ocorre indiretamente

utilizando-se a urease, que hidrolisa a ligagdo C-N nao peptidica, caracteristica da
uréia, conforme mostrado na Fig. 6 [6, 49,50].
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HyN.
urease
C=0 + H,0 H 2NH;3 + CO,
H,N”
uréia
H,0
2NH4 + CO#-

Figura 6. Hidrélise da uréia pela urease

A urease. também conhecida como uréia-amidohidrolase, tem peso molecular
de 489 000 Da e a molécula contém muitos aminoacidos ao longo dela, que sdo
aproximadamente 77 metioninas, 29 cistinas e 47 cisteinas. E isolada do feijao da

espécie Canavalia ensiformis (L.) D.C., Leguminoseae: Hanabuse [51].

O pH de atividade catalitica 6timo em tampdo maleato é de 6,5 comparado ao

7.5 em tampdo Tris. Em tampao fosfato de potassio ou sodio, o pH 6timo ¢ de 6.5
[50].

A 1mobilizagio da urease tem potencial aplicagdo para desenvolvimento de

biossensores para analises clinicas, na determinagdo de uréia nos fluidos corporeos,

tais como plasma. urina e suor [6. 52].
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

3.1. PROCEDIMENTOS PARA ENXERTIA DO ACIDO ACRILICO EM
GRANULOS DE POLIETILENO E POLIPROPILENQ

Materiais:

-Acido acrilico (AA), fornecido pela Dow Produtos Quimicos. Utilizado

como recebido.

-Granulos de Polietileno de baixa densidade (PE), fornecidos pela
Poliolefinas Co.

Diametro: 0,361 + 0,042

Peso molecular: 50 000
Densidade: 0,92 - 0,94

indice de refragdo: 1,51 - 1,52
Tm: 109 - 125°C; Tg: -20 - -30°C
Cristalinidade: até 60%

-Grénulos de Polipropileno (PP), fornecidos pela Polibrasil
Diametro: 0,318 £ 0,078
Peso molecular: 80 000 - 500 000
Densidade: 0,94
indice de refragdo: 1,49
Tm: 4 - 12°C; Tg: 165-175°C
Cristalinidade: 60 a 70%

-Metanol
-Sulfato de cobre II pentahidratado

-Fonte de ®Co, tipo panoramica
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3.1. 1. Determina¢do da taxa de dose

Objetivando-se padronizar as melhores condigges para atingir o maximo grau
de enxertia do AA nos granulos de PE e PP. foi realizado inicialmente o estudo da

taxa de dose de irradiacdo usando agua e metanol como solventes para o AA.

Os copolimeros de enxerto foram obtidos pela técnica da trradiacdo
simultanea. Para aumentar o rendimento da enxertia. certos procedimentos foram

tomados. como a eliminagdo do oxigénio do meio. utilizando-se o borbulhamento de
gas nitrogénio no sistema irradiado.

Foram pesados 5g de granulos de PE e PP, que foram colocados em tubos
diferentes. os quais foram irradiados com AA na concentragdo de 30% (v/v)em agua
¢ em metanol. juntamente com sulfato de cobre ] 6.10'2mol/L, como inibidor de

homopolimerizagio.

Os tubos preparados foram submetidos ao fluxo de gas nitrogénio por 10
minutos e seladas com fita de PTFE. Apoés 48 horas as amostras foram expostas a
uma fonte de *Co a temperatura ambiente, onde foi variada a distancia de

exposi¢do dos tubos, para obter o intervalo de taxa de dose de 0,1 a 0,8 kGv/h. A
dose total de imadiagdo foi de 5kGy.

Apos a irradiagdio, as amostras foram colocadas em ultra-som por
aproximadamente 10 minutos. para eliminagdo de restos de monomero e do
homopolimero formado. Depois foram submetidas a refluxo no extrator Soxhlet

com metanol por 12 horas, ou até remogdo total do homopolimero visivel.

Os granulos apds serem retirados do metanol, foram deixados a temperatura
ambiente para ¢vaporacao do excesso do mesmo durante 3 dias, depois foram

colocados em estufa ventilada com temperatura entre 50 a 55°C durante 24 horas e
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entao pesados. O grau de enxertia (E%) nos granulos foi avaliado pela diferenca da

massa das amostras antes e apos irradiagdo. conforme a expressio:

E%= (mf-mi) X 100

mi

onde: mf ¢ a massa da amostra seca apos enxertia

mi é a massa da amostra seca antes da enxertia

3.1.2. Determinag¢do da dose de irradia¢do

Depois da escolha do solvente (agua ou metanol) mais favoravel para a
enxertia do AA em PE e PP. as amostras foram irradiadas em uma determinada taxa

de dose em intervalos de tempo que proporcionou doses de 2 a 15 kGy. A
concentragdo do AA foi mantida em 30% (V/v).

Os granulos foram submetidos a lavagem . secagem'e determinagdo do grau
de enxertia conforme descrito no item anterior.

3.1.3. Determinacdo da concentracdo do dcido acrilico (AA)

Para a enxertia do AA nos granulos de PE e PP, foi variada a concentragdo
do mondmero de 10 a 50% (v/v) com sulfato de cobre II como inibidor. As
irradiagGes foram realizadas nas seguintes condi¢des: PP com AA em metanol; taxa
de dose de 0,31kGy/h; e dose total de irradiagdo de 10kGy. PE com AA em agua;
taxa de dose de 0,2 1kGy/h: e dose total de wrradiagio de 10kGy.
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Os granulos foram submetidos a lavagem . secagem e determinagdo do grau

de enxertia conforme descrito no item anterior.

3.1.4. Caracteriza¢do da superficie enxertada

A modifica¢do superficial dos granulos de PP e PE pode ser evidenciada por
algumas propriedades adquiridas do polimero enxertado, o poli (acido acrilico).
Estas novas propriedades podem ser mudanga na superficie do granulo. que foi
observada por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV); capacidade em

incorporar agua ( hidrofilicidade), caracteristica esta do poli (acido acrilico).

3.1.4.1. Andlise da superficie por microscopia eletronica de varredura (MEV)

As superficies dos granulos de PE e PP nio enxertadas e enxertadas com AA

foram observadas e fotografadas no Microscopio Eletronico de Varredura (MEV),
da marca Philips, modelo XL 30

Para analise no MEV as amostras foram fixadas com cola de prata sobre um

suporte metalico e recobertas com ouro na forma de plasma em um “sputtering”
(25kV por 2 minutos).
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3.1.4.2. Hidrofilicidade

Grupos com S granulos de graus de enxertia diferentes foram pesados e
colocados em agua destilada e deixados a temperatura ambiente por 24 horas.

Foram pesados novamente e o conteido de agua nos granulos foi determinado
conforme a expressio:

Hd%= (mf-mi) X 100

mi1

onde: mi é a massa da amostra seca

mf € a massa da amostra apos contato com a dgua

3.2. ATIVACAO DOS GRANULOS DE PE-g-AA E PP-g-AA E IMOBILIZACAO
DAS ENZIMAS

Materiais:
-Gréanulos de PE-g-AA com graus de enxertia de 1,40 a 14,6%

-Granulos de PP-g-AA com graus de enxertia de 1,71 a 17,7%

-Metanol p.a.
-Acido sulfarico concentrado

-Hidrazina anidra fornecida pela Sigma
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-Glicose oxidase [E.C. 1.1.3.4]. 1 000U/mL. tipo V fornecida pela Sigma
-Urease [E.C. 3.5.1.5], tipo IX fornecida pela Sigma
Para a ativagdo dos granulos de PE-g-AA e PP-g-AA contendo grupos

carboxilicos e a imobilizagdo de enzimas sobre os polimeros foi utilizado o método

da azida de Curtius, conforme descrito por Coulet [53], como ¢ mostrado na Fig. 7.

metilag3o primana

CH-0OH/
|-coom I 50 } I-—coocn3
formag3o da hidrazida
HyH- NH2 \
COOCH; 7 CONH-NH,

formagao da acilazida
NaNO , /HC1
I— CONH-NH, 2 % l_ CON,

acoplamento da enzima

H 4N~ Enzima
}_CON3 2 } }—CO—NH—Enzima

Figura 7. Ativagdo de polimeros contendo grupo funcional acido para
imobilizagio de enzimas.

O grupo carboxilico do AA enxertado ¢ modificado a metil éster. que se faz
reagir com a hidrazina para formar hidrazida. O derivado hidrazida & entdo colocado
com solugdo aquosa de nitrito de sodio para obtencdo da acilazida. O derivado

acilazida pode reagir com um grupo amino da enzima sob condi¢des alcalinas [39].

2g dos granulos de PE-g-AA e PP-g-AA, foram colocados em baldes de
fundo redondo juntamente com 50mL de metanol e 1mL de acido sulfurico

concentrado. Os baldes foram acoplados a condensadores de bola e aquecidos em
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manta na temperatura aproximada de 60°C por 3 dias. para metilagdo dos grupos
carboxilicos do AA enxertado.

Em seguida os granulos foram lavados com agua destilada deionizada até pH
5-7 e colocados em contato com 20mL da solugdo de hidrazina 4% v/v em agua
destilada. sob borbulhamento de nitrogénio gasoso por 5 minutos. Os baldes foram
fechados com Parafilm" e colocados na geladeira a 4 °C por dois dias. para

formagio dos grupos acilazidicos nos grupos metilados.

A solugdo de hidrazina foi retirada e os granulos lavados com agua destilada
a 4°C, foram transferidos para um becker com 35mL de acido cloridrico 0,3mol/L e
2mL de nitrito de sédio 0,5mol/L. e mantidos sob agitagdo por 25 minutos em

agitador magnético e banho de gelo. Em seguida, foram lavados com solugdo de
cloreto de sodio 0, lmol/L.

Os granulos foram, entdo, para frascos de vidro de capacidade de 20mL onde

colocou-se 3mL de solugdo de enzima na concentra¢do de Img/mL em tampao Tris-

HCT 0.05mol/L pH 8.8 durante 24 horas a 4 °C. Retirada a solugdo de enzima. os

granulos foram lavados 5 vezes com tampéao Tris-HC1 0,05mol/L pH 8,0 e por uma

noite em contato com o tampao para posterior medida da atividade.

Na solugdo de enzima determinou-se a quantidade protéica ligada a

superficie dos granulos enxertados, correspondendo ao rendimento de imobilizacio

(R1%). Este RI% corresponde a diferenca na concentragdo de enzima da solugio

antes e apos o contato com os granulos. O método colorimétrico de Bradford [54]
fo1 utilizado para esta quantificagio.
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3.3.  PROCEDIMENTOS PARA DE TERMINACAO DA ATIVIDADE DA
ENZIMA GLICOSE OXIDASE

- Mareriaiy

-D - glicose

-Glicose oxidase [E.C. 1.1.3.4] 1 000U/mL. tipo V fornecida pela Sigma

-o-dianisidina, fornecida pela Sigma

-Peroxidase [E.C. 1.11.1.7] 250U/mL, tipo X fornecida pela Sigma

-Triton X-100

O método escolhido para medir a atividade da glicose oxidase foi o da o-

dianisidina. conforme descrito por Dahlqvist [55].

A enzima glicose oxidase. utilizada na imobiliza¢do nos granulos de PE-g-
AA e PP-g-AA, catalisa a oxidagdo aerébia da glicose a gliconolactona e peroxido
de hidrogénio, como foi mostrado na Fig. 5. O peroxido de hidrogénio oxida a o-
dianisidina pela catalise da peroxidase. obtendo-se uma coloragio vermelho-

alaranjado, que ¢ medido no espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 420nm.
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3.3.1. Medida da atividade da glicose oxidase pelo método da o-dianisidina

A padronizagdo do método da o-dianisidina para verificacdo da atividade

enzimatica for efetuada com o reagente contendo a glicose oxidase (TGO) e

reagente sem glicose oxidase (T).

3.3.1.1. Glicose oxidase livre

Reagente TGO: dissolveram-se 2mg de glicose oxidase (GO) em 100ml de

tampao Tris-HC1 0.5mol/L. pH 7. Adicionou-se ImL de solu¢do de o-dianisidina

10mg/mL em agua destilada. ImL de Triton X-100 a 25% p/p em etanol e 500 pL
de peroxidase Img/mL em tampio Tris-HC1 0.5mol/L pH 7.

Foram colocados 200uL de solugdo de glicose em um tubo de ensaio.
juntamente com 3mL do reagente TGO. Incubou-se em banho maria 37°C por 60

minutos para desenvolvimento da coloragdo. A leitura espectrofotométrica foi feita

no comprimento de onda de 420 nm.

3.3.1.2.Glicose oxidase imobili-ada

Reagente T (sem glicose oxidase): em 100mL de tampdo Tris-HCI 0.5mol/L

pH 7. adicionou-se ImL de solu¢do de o-dianisidina 10mg/mL em agua destilada.

ImL de Triton X-100 a 25% p/p em etanol e 500 uL de peroxidase lmg/mL em
tampao Tris-HCI 0,5mol/L pH 7.
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Foram colocados 500uL de solugio de glicose em tampao Tris-HC1 0.5mol/L
pH 7 em frascos que continham 5 granulos (+ 0,1g). Apoés 60 minutos em banho
maria a 37°C foram retiradas aliquotas de 200uL da solugdo e transferidas para
tubos de ensaio contendo 3mL do reagente T. Deixou-se os tubos em banho maria a

37°C por 60 minutos para desenvolvimento da coloragio. A leitura

espectrofotométrica foi feita no comprimento de onda de 420 nm.

3.3.2. Teste das propriedades da glicose oxidase

3.3.2.1. Curva de calibragdo da glicose

A curva de calibragdo de glicose foi construida com a glicose oxidase livre,
presente no reagente TGO. Foram colocados 200uL de solugdo de glicose nas
concentragoes de 4,5; 9; 18; 36; 54: 72.1; 90,1; 108,1; 144,1 e 180,1 mmol/L em
tampéo Tris-HCI 0.5mol/L pH 7, juntamente com 3 ml do reagente TGO. Incubou-
se em banho maria a 37°C por 60 minutos para desenvolvimento da coloragdo. A

leitura espectrofotométrica foi feita no comprimento de onda de 420 nm.

3.3.2.2. Efeito da enxertia do suporte

Nesta determinagdo foram utilizados granulos de PP-g-AA e PE-g-AA com

varios graus de enxertia. A concentragdo da solugdo de glicose utilizada foi de

45mmol/L e procedeu-se conforme o item 3.3.1.2.
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3.3.2.3. Estabilidade da enzima imobilizada com u reutilizacdo ¢ o armazenamento

Este procedimento teve como objetivo determinar o tempo em que a glicose
oxidase imobilizada manteve sua atividade sob condi¢des de armazenamento e com

as diversas reutilizagdes no decorrer do tempo. Em ambas as analises foram

utilizados granulos de PP-g-AA com 3.11% de enxertia com a glicose oxidase

imobilizada.

No experimento da estabilidade sob armazenamento. os granulos utilizados
foram lavados. guardados na geladeira e analisados apos tempos diferentes de
armazenamento em tampdo Tris - HCI 0,05mol/L pH8 (tampdo de lavagem da

enzima apos contato dos granulos com a solu¢do de enzima concentrada - Img/mL).

No experimento da manutengio da atividade com as sucessivas reacgoes. apos

cada reagdo. os mesmos granulos foram guardados na geladeira em tampdo Tris -
HC1 0.05mol/L pH8.

Foram colocados 500pL de solugdo de glicose a 45mmol/L em tampdo Tris-
HC1 0.5mol/L pH 7 em cada frasco que continha 5 granulos (0,1g) com a enzima
imobilizada. Apos 60 minutos em banho maria a 37°C foram retiradas aliquotas de
200uL da solugdo e transferidas para tubos de ensaio contendo 3mL do reagente T.
Deixou-se os tubos em banho maria a 37°C por 60 minutos para desenvolvimento da

coloragdo. A leitura espectrofotométrica foi feita no comprimento de onda de 420
nm.



3.3.2.4 Auvidade enzimarica em diferentes pHs

Foi estudado o comportamento da glicose oxidase livre e imobilizada em

granulos de PP-g-AA com 2.10% de enxertia no intervalo de pH 3 a 10. Para

obten¢do de pHs no intervalo de 3 a 6.5 foi utilizado tampio fosfato dissodico -

acido citrico 0,5mol/L. Para o intervalo de pH entre 7 a 10, foi utilizado o tampao
Tris - HC1 0.5mol/L.

Glicose oxidase livre: preparou-se uma solugdo de glicose oxidase em 500uL

em tampdo, ambos duas vezes concentrado; deixou-se na geladeira por 15 minutos.

Preparou-se uma solugdo de glicose a 90mmol/L em agua destilada. Foram
aliquotados 100uL da solugdo de glicose oxidase mais 100 1L de glicose. Deixou-se
incubar em banho maria 37°C por 60 minutos, depois adicionou-se 3mL do reagente

T mantendo-se novamente em banho maria 37°C por 60 minutos para
desenvolvimento da coloragdo.

(slicose oxidase imobilizada: Foram colocados 500uL dos diferentes tampdes
de pH nos granulos de PP-g-AA com 2,10%

durante 15 minutos, Depois retirou-

de enxertia com a enzima imobilizada

¢ o tampdo dos granulos de PP-g-AA com

10% de enxertia com a enzima imobilizada e colocou-se 500uL de solucdo de

glicose 45mmol/L nos tampoes com os respectivos pHs. Ap0s 60 minutos em banho

maria 37°C foram retiradas aliquotas de 200uL da solugdo e transferidas para os

tubos de ensaio contendo 3mL do reagente T. Deixou-se os tubos em banho maria a

37°C por 60 minutos para desenvolvimento da coloragdo. A leitura

espectrofotométrica foi feita no comprimento de onda de 420 nm.
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3.3.2.5. Auvidade enzimatica em diferentes temperaturas

Foi estudado o comportamento da glicose oxidase livre e imobilizada em

granulos de PP-g-AA com 1,71% de enxertia nas temperaturas de 32, 56 e 74°C.

Glicose oxidase livre: preparou-se uma solugdo de glicose oxidase em
tampao Tris - HCl 0,5mol/L pH 7.0, aliquotando-se 100uL desta solucdo em
diferentes tubos para cada temperatura, que foram deixados por 5 minutos no banho
maria nas temperaturas estabelecidas. Adicionou-se 100pL de uma solugio de
glicose a 45mmol/L. em tampao Tris - HCI 0,5mol/L PH 7,0. Apés incubagdo no
banho maria por 60 minutos foram retirados e colocados em banho de gelo onde foi

adicionado 3mL do reagente T, e recolocados ao banho maria 37°C por mais 60

minutos para o desenvolvimento da coloragdo.

Glicose oxidase imobilizada: os granulos de PP-g-AA com 1,71% de enxertia
com a enzima imobilizada foram colocados nos banhos maria nas temperaturas
estabelecidas com tampao Tris - HCI 0,05mol/L PH8 por 5 minutos. Depois retirou-
S€ esse tampido e adicionou-se 500pL de uma solugdo de glicose 45mmol/L em
tampao fosfato dissédico - 4cido citrico 0,5mol/L pH6. Apé6s 60 minutos em banho
maria foram retiradas aliquotas de 200uL da solugdo e transferidas para os tubos de
ensaio contendo 3mL do reagente T. Deixou-se os tubos em banho maria a 37°C por

60 minutos para desenvolvimento da coloragdo. A leitura espectrofotométrica foi
feita no comprimento de onda de 420 nm.



n
(U'P)

3.3.2.6. Determinacéo dos parameiros cinéticos da glicose oxidase

Os valores da velocidade maxima de reagdo (Vmax) e da constante de

Michaelis-Menten (Km) foram determinados para a enzima livre e imobilizada em
PP-g-AA com 2.28% de enxertia

(licose oxidase livre: 3 mL do reagente TGO foram colocados em cubeta de

espectrofotometro UV-visive] e mantida em banho maria 37°C por 15 minutos.

Colocou-se 200uL de glicose na concentracdo de 180,16mmol/L em tampdo Tris -

HCT 0.5mol/L pH7 e a cada 2 minutos. foi retirada a cubeta do banho para a leitura

espectrofotométrica.

Glicose oxidase imobilizada: foram utilizados 5 granulos (0, Ig) de PP-g-AA

com 2.28% de enxertia com a enzima imobilizada para tempos de intervalo de 2

minutos, totalizando um tempo de 16 minutos e 8 amostras, nas quais adicionou-se
uma solugdo de glicose 180,16mmol/L em tampao fosfato dissédico - acido citrico

0.5mol/L pH6 a 37°C. Procedeu-se depois como no item 3.3.1.2.

3.4. PROCEDIMENTOS PARA DET. ERMINACAO DA ATIVIDADE DA
ENZIMA UREASE

Materiais:
-Fenol pa

-Nitroprussiato de sodio (Na;Fe(CN);sNO), fornecido pela Sigma

WOMIESED KEC.C 10 R URGIA NUCLEAR/SP 7
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-Hipoclorito de sodio comercial
-Hidroxido de sédio pa
-Uréia pa
-Urease [E.C.3.5.1.5], tipo IX fornecida pela Sigma

O método escolhido para medir a atividade da urease foi o método de
Berthelot, conforme descrito por Kaplan [49].

Neste método, a reagio de coloragdo ocorre com o NH; formado da hidrolise

da uréia com a urease, conforme a reagio:

NH; + OCI- —> NH,CI
cloramina

Na,Fe(CN) .NO
NE,ClL+ (Orom —2 M0y~
quinonecloramina

O<C=N-Cl + o H S 0= O=N< 0"

indofenol

A concentragdo de indofeno] formado € medido espectrofotometricamente no
comprimento de onda de 580nm.
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3.4.1. Atividade da urease pelo método de Berthelot

A padronizagio do método de Berthelot para verificagdio da atividade

enzimatica foi efetuada com os seguintes reagentes:

Solug¢do fenol nitroprussiato: dissolveu-se 12,5g de nitroprussiato de sédio
€m um pouco de dgua destilada e adicionou-se 2,5mL de fenol liquido. Completou-

se 0 volume para 250mL com agua destilada.

Solugdo hipoclorito  hidréxido de sodio: dissolveu-se 2,5 g de hidroxido de

s0dio em um pouco de agua destilada e adicionou-se 2,5mL de hipoclorito de sodio.

Completou-se o volume para 500mL com 4agua destilada.

Solugdo de urease: dissolveu-se 1,Img de urease em 3.0mL de tampdo

fosfato de sédio 0,2mol/L PH 6,5 e adicionou-se 3,0mL de glicina.

3.4.1.1. Urease livre

Pipetou-se 100uL de uréia e S0uL da solugdo de urease em tubos de €nsaio.
Colocou-se no banho maria a 37°C por 15 minutos. Adicionou-se 2.5mL da solugdo

fenol / nitroprussiato e 2.5 ml da solugdo hipoclorito / hidroxido de sédio, Colocou-

S¢ novamente no banho maria 37°C por 30 minutos. Leu-se a coloragio

desenvolvida no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 580nm.



3.4.1.2. Urease imobilizadg

Pipetou-se 3ml de solugdo de uréia em tampao fosfato de so6dio 0,2mo/L pH

6,5 nos frascos que continham 2g de granulos com a urease imobilizada. Colocou-se

no banho maria a 37°C por 15 minutos. Retirou-se uma aliquota de 150uL e

colocou-se em um tubo contendo 2.5ml da solugio fenol / nitroprussiato e 2,5mL da
solugdo de hipoclorito / hidroxido de sodio. Colocou-se novamente no banho maria

37°C por 30 minutos e leu-se a coloragdo desenvolvida em 580nm.

3.4.2. Teste das propriedades da urease imobilizada

3.4.2.1. Curva de calibracdo da uréia

A curva de calibragio da uréia foi construida com a urease livre. Pipetou-se
100uL de uréia nas concentragdes de 4,2; 8,3; 12,5: 16,6; 24,9; 33,3 e 41,6 mmol/L

€ S0uL da solugdo de urease em tubos de ensaio. Depois procedeu-se conforme 0
item 3.4.1.1.

3.4.2.2. Efeito da enxertia do suporte

Pipetou-se 3ml de solugdo de uréia 0,04mol/L em tampdo fosfato de sddio
0.2mol/L pH 6,5 nos frascos que continham 2g de granulos de PE-g-AA e PP-g-AA

com diferentes graus de enxertia e que continham a urease imobilizada. Depois
procedeu-se como descrito no item 3.4.1.2.

SOMISSEC Bt o 50 rano horan aT
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CAPITULO 4 - RESUL TADOS E DISCUSSAO

4.1. ENXERTIA DO ACIDO ACRILICO EM GRANULOS DE POLIETILENO
E POLIPROPILENO

Nesta dissertagio foram verificados experimentalmente alguns  dos
fenomenos que ocorrem durante o processo de enxertia do mondmero 4cido acrilico
(AA) sobre granulos de polipropileno (PP) e polietileno (PE), através da técnica da
irradiagdo simultinea. Sio eles: o efeito da taxa de dose, dose total de irradiagio e
concentragdo do monémero dissovidos em dois solventes (4agua e metanol). Qutros

efeitos como temperatura de reacdo e viscosidade inicial do meio de reagdo foram
mantidos constantes.

4.1.1. Efeito da taxa de dose

O comportamento da enxertia dos granulos de PE e PP em fun¢do da taxa de
dose foi estudado com o 4cido acrilico dissolvido em agua e metanol. na proporgio

de 30% (v/v) e com uma pequena quantidade de inibidor de polimerizacio.

Na Fig. 8, é mostrada a enxertia do AA no PP, e em ambas as curvas
observa-se um crescimento do grau de enxertia até uma taxa de dose aproximada de
0.24kGy/h. Com o aumento da taxa de dose houve uma diminuigdo gradual da
enxertia. Na Fig. 9 é mostrada a enxertia do AA no PE, na qual pode-se observar

que a baixas taxas de dose a reacio de enxertia foi mais favorecida.
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Este comportamento indica que existe um aumento da velocidade do
processo a baixas taxas de dose. até atingir-se uma enxertia na qual a velocidade ¢
maxima. A uma taxa de dose de trradiagdo mais elevada. a homopolimerizagio

torna-se mais alta. diminuindo a disponibilidade do monémero e consequentemente,
o grau de enxertia [56].

A diferenca de comportamento entre os granulos de PP e PE nas taxas de

dose menores que 0.24kGy/h pode ser explicada pela maior cristalinidade do PP

[21] e 0 menor valor de Gr (G do PP < Gy, do PE) [23].

O intumescimento tanto na agua como no metanol do PE e PP ¢ muito baixo.
Katbab ¢

(EPDM),

1 all [57). que trabalharam com borracha baseada no etileno - propileno

concluiram que estes solventes nio funcionam como agentes
intumescedores, mas ativam preferencialmente a polimerizagio do mondmero.
Neste caso. o polimero enxertado foi predominantemente superficial e os solventes

ndo permitiram que se elevasse muito a viscosidade do meio reacional.
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Figura 8. Percentual de enxertia do PP em fungdo da taxa de dose. Dose total de

irradiagdo: 5kGy. (M) AA na concentragdo de 30% v/v em metanol; (@)
AA na concentragfio de 30% v/v em agua.
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Figura 9. Percentual de enxertia do PE em fungdo da taxa de dose. Dose total de

irradiagdo: 5kGy. (M) AA na concentragdo de 30% v/v em metanol;
(®)AA na concentragio de 30% v/v em agua.
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4.1.2. Efeito da dose de irradiag¢do

No estudo da dose de irradiagdo foi adotada a taxa de dose de 0.25kGy/hea -

concentragdao do AA a 30%v/v em metanol para o PP, e em agua para o PE.

Na Fig. 10a é mostrado o efeito da dose de irradiagdo na formacio do PE-g-

AA e PP-g-AA. Nesta figura observa-se que ndo houve reprodutibilidade dos dados

referentes a condicdo de 5kGy que sdo apresentados nas Figs. 8 € 9, o que pode

estar relacionado a forma irregular dos polimeros.

Embora uma das grandes vantagens da irradiagio para obtencdo de
copolimeros de enxerto seja poder se usar o polimero em varias formas. na enxertia
de substratos na forma de granulos com tamanhos e formas irregulares, estes nio
apresentaram reprodutibilidade do grau de enxertia sob as mesmas condigdes
experimentais. Todos os resultados, entretanto, mostraram a mesma tendéncia.

Houve um aumento do grau de enxertia até atingir-se um maximo, ocorrendo depois

uma diminui¢do com o aumento da dose total de irradiagdo, como se observa nas
Figs. 10a e 10b.
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Grau de enxertia (%)

0 2 4 6 8 10 12 - 14
Dose de irradiagdo (kGy)

Figura 10a. Determinagio do grau de enxertia em fung¢do da dose de irradiagio.
Taxa de dose: 0,25kGy/h. (M) Sistema: PP com AA na concentragdo de

30% v/v em metanol; (®) Sistema: PE com AA na concentragdo de 30%
v/v em agua.
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Figura 10b. Determinagio do grau de enxertia em funcdo da dose de irradiagdo. (M)
Sistema: PP com AA na concentragdo de 30% v/v em metanol, na taxa de

dose de 0,31kGy/h; (®) Sistema: PE com AA na concentragdo de 30% v/v
em agua, na taxa de dose de 0,21kGy/h.
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4.1.3. Efeito da concentragdo do monomero

Para o estudo do efeito da concentragdo do mondmero na enxertia do PE,

tomou-se 0 AA diluido em agua, e na enxertia do PP, AA diluido em metanol,

ambos irradiados a 10kGy. como mostra a Fig. 11. Aqui observou-se que. com o

aumento da concentragio do monomero, ha um aumento ndo linear no grau de

enxertia até concentragdes compreendidas ao redor de 40% (v/v) de AA nos dois

solventes. A partir dessa concentragdo, observou-se uma diminuigdo no grau de

enxertia.

A diminuigio do grau de enxertia nas concentragoes muito acima de 40%,
pode ser devido a baixa solubilidade do monémero AA no poli(écido acrilico)
formado na superficie dos polimeros, retardando a ligagdo do monémero com os

sitios ativos do polimero. Tal observagio foi feita por Harada et all [19].

Entdo, o decréscimo do grau de enxertia ocorre porque ha uma maior
interagdo do mondmero com ele mesmo, onde a viscosidade do meio reacional
aumenta. dificultando a mobilidade dos radicais livres formados. aprisionando-os

em suas cadeias em formagdo. Este fenomeno é conhecido como “efeito gel” [26].

TOMISSAOC KACIONZL T0 (1761} MUCLEAR/SP  PEK
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Grau de enxertia (%)

Concentragio de AA (% v/v)

Gréfico 11. Grau de enxertia em fungdo da concentragio do AA. (W) Sistema: PP
com AA em metanol; taxa de dose de 0,31kGy/h; e dose total de
irradiagdo de 10kGy. (®) Sistema: PE com AA em agua; taxa de dose de
0,21kGy/h; e dose total de irradiagdo de 10kGy.
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4.1.4. Caracteriza¢io da superficie enxertada

+.1.4.1. Andlise da superficie dos granulos poliméricos por microscopia eletronica

de varredura (MEY)

A copolimerizagio por enxertia induzida pela radiagdo pode levar a
modificagdes significativas na estrutura do polimero. Estas modificagdes podem
compreender uma mudan¢a na topografia da superficie, como a formagio de

rugosidade, que podem influenciar nas propriedades fisico-quimicas do polimero.

As superficies poliméricas, apés processo de enxertia, foram caracterizadas
por microscopia eletrénica de varredura (MEV), conforme mostrado nas Figs. 12 e
I3, nas quais se observa um aumento de rugosidade com o aumento do grau de

enxertia dos polimeros. As matrizes de PP e PE njo enxertados também sdo
mostrados na Fig. 12a e Fig. 13a, respectivamente.

As micrografias mostram a textura da superficie das amostras de PP e PE

enxertadas com AA nas mesmas condigdes: concentragdo do AA a 30% v/v e dose
de irradiacdo de 5kGy.

Na Fig. 12 observa-se que a superficie do PP que est4 mais modificada apos
a enxertia, € aquela obtida a uma taxa de dose mais baixa (0,154kGy/h), Fig. 12c,
que tem a rugosidade aumentada em relagdo aquela obtida em uma taxa de dose
maior (0,836kGy/h), Fig. 12b. A mesma diferenca de topografia ¢ mostrada com 0

PE enxertado com diferentes taxas de dose (Figs. 13b e 13c¢).

Estas topografias diferentes também foram notadas por Razzak [58], que

enxertou 0 mondmero dimetilacrilamida (DMAA) no polimero politetrafluoretileno

(PTFE), variando a taxa de dose de irradiagio.
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As observagdes obtidas das micrografias estdo coerentes com os resultados
obtidos no estudo da taxa de dose. mostrados nas Figs. 8 ¢ 9. Aqui também pode-se
observar que o percentual de enxertia nas amostras granulares, determinados pela

variagdo da massa antes e apos o processo de enxertia. ndo esta relacionado com o

percentual de superficie enxertada. e a relagdo massa - superficie é muito grande.

Portanto. pequenos valores de grau de enxertia podem representar uma superficie

com grande quantidade de enxerto. como pode ser observado nas micrografias (Figs.
12 e 13).
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Figura 12. Micrografias dos granulos de PP-g-AA obtidas por MEV. Aumento de
251X. Dose total de irradiagio: 5kGy. Concentragdo de AA: 30% em
metanol. (a) PP ndo enxertado; (b) PP-g-AA 1,19% de enxertia obtido na
taxa de dose de 0,836kGy/h; (c) PP-g-AA 2,19% de enxertia obtido na
taxa de dose de 0,145kGy/h.
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Figura 13. Micrografias dos granulos de PE-g-AA obtidas por MEV. Aumento de
251X. Dose total de irradiagdo: 5kGy. Concentragdo de AA: 30% em
agua. (a) PE ndo enxertado; (b) PE-g-AA 5,6% de enxertia obtido na taxa

de dose de 0,599kGy/h; (c) PE-g-AA 13,68% de enxertia obtido na taxa de
dose de 0,103kGy/h.
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4.1.4.2. Hidrofilicidade

A capacidade de absor¢io de agua € uma propriedade relacionada ao hidrogel -

poli (&cido acrilico). e varia conforme seu grau de enxertia [26, 59].

A determinagdo do grau de hidrofilicidade dos granulos enxertados implica

na confirmagdo do enxerto do AA nos granulos de PE e.PP, como ¢ mostrado na
Tabela 2.

Tabela 2. Grau de hidrofilicidade em funcdo do nivel de enxertia dos granulos de

PE e PP
Tipo do Grau de enxertia | Hidrofilicidade
granulo (E%) (Hd%)

0 0,13

PE 2,86 1,62

5,62 3,66

10,72 8.61

0 0,06

PP 1,40 1,63

2,50 1,33

6,01 5,95

Nesta tabela observa-se que com o aumento do grau de enxertia. houve um
aumento da retencdo de agua nos granulos.
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4.2. DETERMINACOES SOBRE A GLICOSE OXIDASE

O efeito do pH. temperatura, forca i6nica e substrato nas preparacgdo da
enzima imobilizada sdo exemplos de parametros que devem ser determinados e

comparados com os dados obtidos da enzima livre e devem ser realizados da mesma
forma [43].

Para compreender a influéncia do microambiente na difusdo do substrato

sobre uma enzima imobilizada, foi determinado a diferenga do Km entre a enzima
nativa e imobilizada.

4.2.1. Curva de calibra¢io de glicose pelo método da o-dianisidina com glicose

oxidase
Foi construida uma curva de calibragdo do consumo de glicose, que depois
foi utilizada para o calculo dos outros experimentos.

A regido linear que obedece a lei de Lambert-Beer da curva de calibragio da
glicose ¢ mostrada na Fig. 14.
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Figura 14. Curva linear da calibragdo da glicose.

Equacdo da reta da Fig. 14, usada para os calculos de glicose consumida:
y=2,1110"+2,13.102 x

r=0.99982

sd =0,01712

140
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4.2.2. Determina¢do do efeito da enxertiu do suporte na glicose oxidase

imobilizada

Na Tabela 3 ¢ mostrado o rendimento da imobilizagio (RI%) da glicose
oxidase determinado pelo método de Bradford, dos granulos de polipropileno (PP) e
polietileno (PE) enxertados com 0 acido acrilico (AA) com diferentes graus de
enxertia. Na Tabela 4, ¢ mostrado o efeito do

grau de enxertia na atividade da
glicose oxidase imobilizada,

Tabela 3. Efeito do grau de enxertia do AA em PP e PE no rendimento de
imobilizacio (RI%) da glicose oxidase

Tipo de Grau de enxertia Rendimento de
granulo (E%) imobilizacido (RI %)
1.4 16,27
PE-g-AA 2.5 16,50
6.01 21,77
2.86 12,44
PP-g-AA 5.62 20,31-
10.72 29,09

Tabela 4. Efeito do grau de enxertia do AA em PP e PE na atividade da glicose

oxidase

Tipo de Grau de enxertia [glicose] consumida

granulo (E%) por g copolimero (mmol/L)
2.40 5,74

PE-g-AA 4.95 3,80
8.58 2.83

PP-g-AA 2.19 29.22
3.11 8,13
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Na Tabela 3 observa-se que com o0 aumento do grau de enxertia. houve um

incremento na quantidade de glicose oxidase imobilizada. Na Tabela 4 observa-se
que com o aumento da enxertia houve um decréscimo da atividade da enzima. Tais

resultados foram também obtidos por outros pesquisadores [7, 8, 9, 10].

Hongfei er all [7] enxertaram o AA em filmes de polieteruretano (SPEU)
para imobilizagio da peroxidase. Foi observado que a quantidade de enzima
imobilizada aumenta com o aumento do grau de enxertia, porém a atividade diminui
com o0 aumento da enxertia. A explicagdo dada é que a altos valores de enxertia,
muitas moléculas de enzima ficam ligadas na superficie do filme, as quais provocam
um impedimento estérico que pode bloquear o sitio a

tivo da enzima ou afetar a
conformagdo dela.

Gombotz et all [8] enxertaram acido metacrilico (MAAc) em PP e
imobilizaram a asparaginase. Também foi observado que com o0 aumento do

enxertia houve uma diminui¢do da atividade, e que este comportament

grau de

0 pode
ocorrer porque a enzima pode estar ligada mais proximamente devido a grande

quantidade de grupos carboxilicos nos altos valores da enxertia. Isto pode romper o
sitio catalitico. Além disso nos altos valores de enxertia, mais grupos carboxilicos
estdo presentes criando um microambiente acido no qual a enzima é menos reativa.

Isto pode ser devido a mudangas no substrato e difusdo dos produtos, assim como
mudangas na atividade intrinseca da enzima.

Considerando que majores graus de enxertia representam um aumento da
espessura do enxerto do AA na superficie do granulo, e 0 AA sendo um hidrogel,
vale a pena destacar que outros trabalhos onde foram utilizados hidrogéis para

imobilizagio de enzimas, foi observado que quanto menor a espessura, a atividade
apresentada era maior [60, 61, 62].



4.2.3. Determina¢do da estabilidade da glicose oxidase imobilizada

A capacidade da enzima em manter sua atividade apos a imobilizagdo foi
uma vantagem verificada no desenvolvimento deste trabalho. Duas formas de |
estabilidade foram entdo abordadas: estabilidade da atividade em usos repetidos e
sob condigdes de armazenamento, ambas foram verificadas com a glicose oxidase

imobilizada em granulos de PP-g-AA com 3,11% de enxertia.

Na Fig. 15 ¢ mostrado a estabilidade da glicose oxidase imobilizada sob
condi¢des de armazenamento em tampdo Trs-HCl 0,05mmol/L. pH8,0. Aqui
observa-se que a glicose oxidase imobilizada e armazenada nestas condigdes,
mantém sua atividade relativamente constante por pelo menos 20 dias. Este tipo de
observagdo demonstra que o método utilizado para a imobilizagdo por ligacgdo

covalente foi adequado e que a enzima nio “desgrudou” do suporte.

A estabilidade em usos repetidos ¢ mostrada na Fig. 16. Observa-se que a
atividade da glicose oxidase imobilizada, que inicialmente era de 8,13 mmol/L/g de
copolimero decresce nas duas primeiras utilizagdes, mantendo-se constante até a

sétima utilizagdo. Comportamento similar foi observado por outros pesquisadores
[10. 62, 63,64].
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Figura 15. Medida da atividade da glicose oxidase imobilizada em granulos de PP-

g-AA com 3,11% de enxertia e armazenada em tampdo Tris-HCl
0,05mmol/L pH8,0.
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Figura 16. Sucessivas utilizagdes da glicose oxidade imobilizada em granulos de
PP-g-AA com 3,11% de enxertia.
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4.2.4. Efeito do pH na atividade da glicose oxidase livre e imobilizadu

O efeito do pH na glicose oxidase livre e imobilizada ¢ mostrado na Fig. 17.
Nesta figura, observa-se que a glicose oxidase teve alterada sua resisténcia frente a
mudanca de pH. Observa-se também que houve um estreitamento da faixa 6tima de

pH de atividade da enzima. O PH de atividade maxima para a enzima livre foi 4.5 e
para a imobilizada foi 6.

De acordo com Free [44], a faixa de atividade da glicose oxidase situa-se
entre 0 pH 4 a 7. A mudanga do PH étimo da enzima imobilizada pode ser atribuida
a interagdo dos grupos polares do AA com os grupos funcionais da enzima e

também devido a alteragdes na enzima durante a imobiliiacﬁo [64].

Por outro lado, o Suporte enxertado € carregado negativamente, criando-se na
vizinhanga imediata das particulas sélidas, uma concentragdo de protons no meio. O
PH nesta zona é mais acido que o medido no meio. Neste caso, a velocidade de
difusdo de ions H™ na massa da solugdo influi no perfil da curva de atividade em

fungdo do pH. Embora o pH 6timo real da enzima seja ‘imutavel, mediu-se um
deslocamento aparente para a zona basica [6].

A forma da curva dependente do pH ¢ uma resultante de efeitos separados. A
enzima pode catalisar a reagdo somente se o substrato enzimatico esta também na
forma dissociada ou associada, e a extensio da dissocia¢do é dependente do pH no
sistema de reagdo e do PK de dissociagio do grupo acido ou basico do substrato. A
atividade da propria enzima & também afetada pela extensdo de dissociacdo de
certos aminodcidos chaves da cadeia lateral da molécula protéica, tanto no “sitio
ativo” como e em outra parte da molécula. Ambos o pH e o ambiente i6nico tém um
efeito na conformagio tridimensional da proteina e portanto na sua atividade. A
extremos valores de pH, as enzimas podem ser desnaturadas irreversivelmente, A

extensdo da desnaturagio depende da temperatura e do periodo de exposi¢do ao pH
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extremo. A forma ativa de muitas enzimas consiste da associagdo de duas ou mais
cadeias peptidicas individuais; a valores extremos de pH essas associa¢des sdo

rompidas, com consequente perda da atividade catalitica [16].
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Figura 17. Efeito do PH na atividade da glicose oxidase livre e imobilizada.
Temperatura de reagdo: 37°C. (M) glicose oxidase livre; (®) glicose
oxidase imobilizada em granulos de PP-g-AA com 2,10% de enxertia.
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4.2.5. Efeito da temperatura na atividade da glicose oxidase livre e imobilizada

Na Fig. 18 observa-se que nas temperaturas estudadas (32, 56 e 74°C) o

comportamento foi semelhante, tanto para a glicose oxidase livre como para a
imobilizada.
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Figura 18. Efeito da temperatura na atividade da glicose oxidase livre e imobilizada
(W) glicose oxidase livre, pH 7 em tampdo Tris- HCI 0,5mol/L; (@)
glicose oxidase imobilizada em PP-g-AA com 1,71% de enxertia, pH 6
em tampdo fosfato dissédico - acido citrico 0,5mol/L.
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4.2.6. Determinagdo da constante de Michaelis - Menten (Km) e da velocidade

mdxima (Vmdx)

A determinagdo da Vmdx. e do Km foram realizados utilizando-se o grafico
de Lineweaver-Burk, conforme ¢ mostrado na Fig.19 e os resultados sio mostrados
na Tabela 5. Os dados experimentais obtidos correspondem as condigdes

operatérias do método padronizado.
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Figura 19. Gréfico de Lineweaver-Burk para determinagio de Km e Vmax (v X
1/[S]). Temperatura de 37°C. (W) glicose oxidase livre, pH 7 em tampdo
Tris- HC1 0,5mol/L; (®) glicose oxidase imobilizada em granulos de PP-

g-AA com 2,28% de enxertia, PH 6 em tampdo fosfato dissodico - acido
citrico 0,5mol/L.



Tabela 5. Comparagdo da determinagio de Km e Vmdx da o glicose oxidase livre e
imobilizada em granulos de PP-g-AA com 2,28% de enxertia. obtidos da

Fig. 19.

parametros cinéticos

glicose oxidase livre

glicose oxidase

imobilizada
equagio da reta y =2054,33 +397795,72x |y =4044,77 + 156529.79x
r 0,998 0,999
Km (mmol/L) 19,64 38,70
Vimdx. (10"mmol™ L min™) 49,37 2,472

Na Fig.19 sdo mostrados os dois reciprocos em que foram determinados o

Km e a Vmadx. A diferenca entre estes parametros demonstra que houve interagio

entre a enzima e o suporte utilizado para imobilizagdo. O aumento do Km com

consequente diminuigdo de Vimdx. sugere que a enzima imobilizada teve uma perda
de sua afinidade com o substrato (glicose) [56].

As diferengas entre Km e Vmdx de ambas as formas. pode estar refletindo

indiretamente alguma alteragio estrutural da enzima apos imobiliza¢do. Por motivos

de impedimento estérico da enzima, podem ocorrer limitagdes na difusdo do

substrato e produtos de reagdo, o que influéncia no valor da Vmdx [65, 66].




4.3. DETERMINACOES SOBRE A UREASE

4.3.1. Curva de calibra¢do da uréia pelo método de Berthelot

Foi construida uma curva de calibragdo do consumo de urease, para posterior

uso no calculo dos outros experimentos. Esta curva de calibragio é mostrada na Fig.
20.

2.0

1.0 +

Absorbancia (580nm)
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[uréia] (mmol/L)
Figura 20. Curva de calibragio de uréia.
Equagdo da reta da F ig. 20, usada para os calculos de urease consumida:

y =0,0181 + 0,0367.x
r=0,99888
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4.3.2. Determinagdo do efeito da enxertia do suporte na urease imobilizada

Na Tabela 6 ¢ mostrado o rendimento de imobilizagdo (RI%) da urease, -
determinado pelo método de Bradford, dos granulos de polietileno (PE) e

polipropileno (PP) enxertados com acido acrilico (AA) com diferentes graus de

enxertia. Observou-se queé com o aumento do grau de enxertia, houve um

Incremento na quantidade de urease imobilizada. Entretanto, a urease imobilizada

nos varios suportes nio apresentou qualquer atividade catalitica, quando colocada
em presenga de seu substrato.

A perda total da atividade catalitica de uma enzima geralmente ¢ atribuida a

impedimentos estéricos que ocorrem na enzima devido a interacdes entre ela mesma
€ o suporte utilizado na imobilizagio [7, 8, 65].

Tabela 6. Efeito do grau de enxertia do AA em PE e PP no rendimento da
imobilizagio ( RI%) e na atividade da urease imobilizada

Tipo de granulo | Grau de enxertia | Rendimento de [uréia] consumida por g

(E%) imobilizacio ( RI%) | de copolimero (mmol/L)
1.83 9 0
PE-g-AA 5,27 23,1 0
5.75 254 0
14,59 27,0 0
2.40 14,75 0
PP-g-AA 5,05 20,0 0
8,44 21.9 0
17,72 219 0




4.4. COMENTARIOS GERALS

Neste trabalho foi realizada a obtengdo de suportes poliméricos para a
mmobilizagdo de enzimas de uso clinico. Os suportes poliméricos utilizados foram
granulos de polietileno (PE) e polipropileno (PP), que foram modificados
superficialmente com o mondmero acido acrilico (AA) pela técnica da irradiagio

simultanea. havendo uma grande quantidade de grupamentos carboxilicos para
acoplamento das enzimas.

Ao longo do desenvolvimento da enxertia, procurou-se determinar as

condigdes experimentais otimas para obtengdo do maior grau de enxertia, porém,

observou-se que nio ocorreu reprodutibilidade dos resultados experimentais, o que

foi atribuido ao formato de granulos do PE e PP.

Além do formato de granulos, a ndo reprodutibilidade dos resultados pode
também ser atribuida 3 técnica de enxertia utilizada (técnica da irradiagio

simultanea). Stanett [14] em sua publicacio comenta que no uso do sistema

polietileno-acido acrilico, na técnica de irradiagdo simultinea, ¢é produzido

preferencialmente o poli (acido acrilico), diminuindo o grau de enxertia. Explica o

fendmeno dizendo que isto ocorre porque o valor do G(Re) do polimero é menor
que o valor do G (radical) do monémero e que este tipo de sistema (polietileno-

acido acrilico) funciona bem com as técnicas de preirradiagdo ou peroxidagdo. Tal
observagio também foi feita por Haddadi er all [23].

Entretanto, quando foram realizados os testes das propriedades das enzimas

imobilizadas, observou-se que a enzima glicose oxidase apresentou melhor

atividade quando ligada a granulos de PE e PP, com baixos graus de enxertia de AA

(por volta de 2%), Assim, para obten¢do de baixos graus de enxertia, a técnica da

irradiagio simultinea mostrou ser eficiente e adequada ao proposito do trabalho.



86

CAPITULO 5 - CONCLUSOES

Pelo interesse em se desenvolver polimeros biofuncionais, o enxerto do AA

nos granulos de PE e PP combinouy caracteristicas desejaveis de ambos os polimeros

¢ propriedades do mondmero. Do PE e PP visou-se a estabilidade mecanica, a

propriedade inerte e a disponibilidade comercial. Do monomero AA produziu-se o
poli (acido acrilico) para utilizagdo de seus grupamentos acidos na imobilizacgdo

quimica das enzimas glicose oxidase e urease, ambas de interesse clinico.

Uma pequena modificacio na superficie dos suportes poliméricos

enxertados. foi suficiente para uma efetiva imobiliza¢do da enzima glicose oxidase.

A enzima glicose oxidase imobilizada no suporte apresentou uma vantagem
muito apreciavel que foi a sua estabilidade sob armazenamento, reutilizagio e
mudanca de temperatura, embora tenha ocorrido uma influéncia do suporte na

atividade da enzima (alteragdo da estabilidade frente ao pH; aumento do Km com
consequente diminuigdo da Vindx.).

Entretanto, para a enzima urease, estes suportes enxertados com o AA nio se

mostraram adequados para manutencéo da atividade apos imobilizagdo quimica.
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