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RESUMO

Grénulos de polietileno (PE) e polipropileno (PP) foram
superficialmente modificados pela enxertia de &cido
acrilico (AA) utilizando-se a técnica da irradiagéo
simultdnea de uma fonte de raios gama (*Co), para
formar copolimeros de enxerto. Os grupos quimicos dos
copolimeros, caracteristica esfa fornecida pelo AA
enxertado, foram ativados para a fixag4o da enzima por
ligagdo covalente. Diferentes graus de enxertia foram
obtidos variando-se a dose e a concentragdo do
monémero, sendo que 0 maximo conseguido para 0 PE
foi na dose de 9kGy com o AA na concentragdo de 40%
em agua e para 0 PP, na dose de 11kGy com AA na
concentragdo de 36,5% em metanol. Em PE-g-AA, o
méximo de eficiéncia na imobilizag8o da urease ocorreu
com 10% de enxertia e para 0 PP-g-AA, com 2 a 5% de
enxertia.
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INTRODUGAO

A imobilizagdo de enzimas, anticorpos, drogas,
células etc, sobre ou dentro de materiais processados
por radiagdo tem sido bastante estudada, desde que
estes biocomponentes tem um qrande potencial de uso
em clinica ou laboratério clinico .

Para a obtengao de suportes para imobilizagao
de enzimas, materiais podem ser preparados pela
enxertia ("grafting”) por irradiagdo de mondémeros
hidrofilicos sobre superficies de materiais poliméricos
hidrofdébicos. A extensdo e a deposi¢do do enxerto, a
composigao e o conteido de Agua desses copolimeros
enxertados podem ser facilmente variados’,

Granulos de polietileno (PE) e polipropileno
(PP) enxertados com acido acrilico (AA) apresentam
caracteristicas importantes para a imobilizagdo de
enzimas: alta insolubilidade, resisténcia mecanica,
propriedades  hidrofiicas e  abundéncia de
grupamentos carboxilicos quimicamente ativaveis®.

Neste trabalho, para a imobilizagdo da enzima
urease, foram estudados inicialmente os paridmetros
de enxertia por irradiagdo do AA sobre os polimeros
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ABSTRACT 3

Pellets of polyethylene (PE) and polypropylene (PP)
were modified by grafting acrilic acid (AA) using the
simuftaneous irradiation technique in a gamma ray
source (¥Co), to form graft copolymers. Chemical
groups of the copolymers can be activated to fix the
enzyme by covalent bound. Different grafting levels were
obtained increasing the irradiation dose and monomer
concentration. For the PE, at the dose of 9kGy and 40%
AA in water, the maximum grafting level was achieved.
For the PP, this maximum happened at the dose of
11kGy and 36,5% of AA in methanol. The urease
immobilization efficiency occurred with the copolymers of
PE-g-AA with 10% grafting and PP-g-AA with 2 to 5%
grafting.

Key words: Grafting, acrilic acid,
polypropylene, immobilization, urease

polyethylene,

correlacionados com a eficiéncia de imobilizagdo da
urease.

MATERIAIS E METODOS DE ANALISE
Enxertia do acido acrilico.

Granulos de PE e PP, empregados como
polimeros base, foram previamente lavados com agua
e detergente neutro a 10%, agua destilada deionizada,
acetona e posteriormente submetidos a secagem no
dessecador sob vacuo durante uma noite. Monémero
acido acrilico (AA), fomecido pela Dow Chemical foi
utilizado sem prévia destilacdo. Os demais reagentes
utilizados eram de grau analitico.

Para o processo de enxertia, foram pesados
cerca de 5g de PP e PE, e colocados em ampolas de
vidro juntamente com solugbes de AA. As ampolas
foram submetidas ao fluxo de gas nitrogénio por 5
minutos, seladas e expostas a fonte de ®Co As
amostras receberam doses de irradiagdo de 2,0 a
15,0kGy, nas taxas de dose de 0,21kGy/h para o PE e
0,31kGy/h para o PP. O AA foi diluido nas
concentragbes de 10 a 50% em agua para o PE e
metanol para o PP.
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ApoOs a reagdo de enxertia, 0 homopolimero
formado foi extraido por imersdo das amostras em
metanol, durante 72 horas. Em seguida os granulos
foram lavados com acetona e mantidos no dessecador
sob vacuo para secagem até peso constante e
armazenamento.

Os niveis de enxertia (E%) dos granulos foram
avaliados conforme a expressao (A):

E% = [(mem;) / mi] X100 (A)

onde: m¢ = massa final dos granulos apés enxertia

m; = massa inicial dos granulos antes da
enxertia

Imobilizacdo da urease

Para ativagdo dos suportes poliméricos foi
utilizado o método de Coulet’.

Granulos de PE-g-AA, com graus de enxertia
de 0 a 14,6% e PP-g-AA, com graus de enxertiade 0 a
17,72%, foram colocados em baldes de vidro de fundo
redondo, aos quais foram adicionados 30 ml de uma
mistura de metanol e acido sulfdrico concentrado, na
proporgdo de 50:1. Deixou-se os balbes em refluxo a
60°C por 3 dias, 8 horas/dia. Em seguida, os grénulos
foram lavados com agua destilada e deionizada até
atingir pH entre 5,0 e 7,0. Transferidos para as
ampolas de vidro, foram colocados em contato com
solugdo de hidrazina 4% v/v em agua destilada por
aproximadamente 3 dias.

A solugdo de hidrazina foi retirada e os
granulos foram imersos em 35 ml de acido cloridrico
4M e 2 ml de nitrato de sédio 0,5 M e mantidos sob
agitacdo em banho de gelo por 25 minutos. Em
seguida foram l|avados com solugdo de cloreto de
sodio 0,1M.

Para a imobilizagdo enzimatica, os grdnuios
foram imersos em solugdo de enzima a 1mg/ml em
cloreto de sédio 0,1M, dentro de ampolas de vidro.

A determina%éo protéica foi realizada pelo
métode de Bradford” , que envolve a ligagdo do
corante Coomassie Brilliant Blue G-250 com a
proteina, produzindo o maximo da absorgio
espectrofotométrica a 595 nm. Este método foi
utilizando para quantificagdo da urease.

A cada 24 horas apdés o contato com a
solugdo enzimatica, retirou-se uma aliquota de 500pl
de cada apola, para analise da parcela de enzima
imobilizada nos granulos, obtendo-se o coeficiente de
imobilizagao (Cl), conforme a expressao (B):

Cl%=Abs i-Abs f X100 (B)
Abs i

onde:Abs | = leitura da absorbancia da concentragio
inicial (1mg/ml)
Abs f = leitura da absorbancia da concentragio
final

RESULTADOS E DISCUSSAO

Enxenrtia do acido acrilico

Os dois parametros importantes da técnica de
enxertia sdo mostrados nas figuras 1 e 2.
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Figura 1-Determinag¢éo do grau de enxertia em fungao
da dose de iradiagdo. PE: taxa de
dose=0,21kGy/h, [AA]=30% em metanol; PP:
taxa de dose= 0,31kGy/h, [AA]=30% em
agua.

Na Figura 1 observa-se que um maximo de
grau de enxertia foi atingido na dose de irradiagdo de
9kGy para o PE, e 11kGy para o PP, com uma
posterior diminuigdo para ambos.

Este fendmeno deve ocorrer pela formagdo de
uma grande quantidade de radicais livres do AA em
solugdo quando se aumenta a dose de irradiagdo, o
que leva a rapida formagédo de homopolimero de AA,
prejudicando o processo de enxertia’.
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Figura 2-Determinagdo do grau de enxertia em fungéo
da concentragdc do AA. PE: dose de
iradiagdo= 10kGy, taxa de dose= 0,21kGy/h;
PP: dose de irradiagdo= 10kGy, taxa de
dose= 0,31kGy/h



Na Figura 2 observa-se que 0 maior grau de
enxertia alcangado foi a 40% de AA em agua para o
PE, e a 40% em metanol para o PP. A partir dessa
concentragdo do mondmero, observou-se uma
diminuigdo do processo de enxertia.

A diminuigdo do nivel de enxertia com o
aumento da concentragdo pode ser devido a baixa
difusdo do mondmero nas matrizes, causado pela facil
homopolimerizagdo em concentragdes altas do
mondémero. Como no caso anterior, a formagdo do
homopolimero desfavoreceu a reagao de enxertia®.

Imobilizacio da urease

Os diferentes niveis de enxertia do AA nos
suportes de PE e PP resultaram em diferentes
coeficientes de imobilizagao de urease.

No suporte de PE-g-AA, como observamos na
Figura 3, maiores coeficientes de imobilizagdo foram
alcangados com o aumento do nivel de enxertia do
acido acrilico, chegando a saturag@o no grau de 10%.
A saturagdo foi provavelmente devido a formagdo de
ligagdes cruzadas entre o acido acrilico enxertado,
levande a uma diminuigdo dos gBrupos carboxilicos
disponiveis para a ativagdo quimica’.
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Figura 3-Relagao entre coeficiente de imobilizagdo (%)
da enzima urease e grau de enxertia (%) de
PE-g-AA em 72h de contato a 5°C.

Para o PP-g-AA (Figura 4), uma maior
eficiéncia na imobilizagao foi conseguida na faixa de 2
a 5% de enxertia. Neste caso, 0 aumento do grau de
enxertia do acido acrilico resultou na redugido do
coeficiente de imobilizagdo da urease. A diferenga no
comportamento entre 0 PP e o PE pode ser explicada
pela porosidade dos granulos. Os granulos de PP séo
mais porosos que os de PE, o que favorece a enxertia
e a formagdo das ligagdes cruzadas, diminuindo os
grupos carboxilicos ativaveis para imobilizacdo da
urease.
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Figura 4-Relacdo entre o coeficiente de imobilizagdo
(%) da enzima urease e grau de enxertia (%)
de PP-g-AA em 72 h de contato a 5°C.

CONCLUSOES

Diferentes graus de enxertia foram obtidos
variando-se a dose e a concentragdo do mondmero,
sendo que o maximo conseguido para o PE foi na
dose de 9kGy com 0 AA na concentragdo de 40% em
agua e para o PP, na dose de 11kGy com AA na
concentracao de 36,5% em metanol.

Os graus de enxertia dos polimeros
influenciaram na quantidade de enzima imobilizada.
Em PE-g-AA, 0 maximo de eficiéncia na imobilizagdo
da urease ocorreu com 10% de enxertia. Para o PP-g-
AA, uma maior eficiéncia na imobilizagdo foi
conseguida na faixa de 2 a 5% de enxertia.
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