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Faz-se ciéncia com os fatos,

como se faz uma casa com pedras;

mas uma acumulagao de fatos nao é ciéncia,
assim como um monte de pedras nao € uma casa.

Henri Poincaré
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Resumo

A imobilizagao de enzimas é um método de fixagdo ou encerramento de enzimas em
suportes que tem sido utilizado tanto em pesquisas quanto na indastria. A utilizagdo de
derivados de celulose como suporte tem sido estudada intensamente, pois € um material
abundante e com boas propriedades para essa aplicacao.

Neste trabalho, sintetizou-se um éster xantico derivado de celulose, o xantato de
celulose de p-nitrobenzila (CelXNB), conforme esquema abaixo, sob condi¢des distintas de
sintese, obtendo-se esse suporte com graus de substituicdo (GS) entre 0,45 e 13,20 e
morfologias de tecido, fibras e fibras pulverizadas.

S S

% 4
Cel-OH — Cel-O'Na* —» Cel—-O—-C< — > Cel—0—CZ
S'Na* S—CH; NO,

Celulose CelNa CelX CelXNB

ESQUEMA — Sintese do CelXNB

Observou-se que a concentragao de hidréxido de s6dio na reacao de mercerizagao
influencia na morfologia do produto obtido, aumentando a degradacao do tecido original
com o aumento da concentragao de NaOH, de acordo com a transi¢do da celulose | para
celulose II.

Estudou-se a hidrélise do suporte pois esta € uma reacao competitiva com a reacao
de imobilizagdo. Observou-se que o tampéao catalisa a hidrolise do CelXNB com maior
velocidade que a imobilizagao de enzimas.

A fosfatase alcalina foi utilizada como enzima modelo no estudo da imobilizagéo de
enzimas em CelXNB, comparando-se a atividade enzimatica da fosfatase alcalina em
solugdo e imobilizada. Houve perda de atividade enzimatica de 12,4% ap6s a imobilizagao
da enzima. A enzima imobilizada apresentou atividade enzimatica superior a 95% em
relagdo a da original até o sétimo ciclo de reutilizacao.

A concentragdo e o peso molecular da enzima imobilizada foram estimados a partir
de resultados da cinética de imobilizagao e da cinética enzimatica da enzima imobilizada.

As atividades enzimaticas da fosfatase alcalina imobilizada em CelXNB séao
comparaveis a enzima em solucéo, proporcionando a utilizagdo desta enzima imobilizada

em CelXNB em técnicas de determinagéao analitica e na construgéo de biossensores.
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Abstract

Enzyme immobilization is a enzyme fixation or entrapment method on carriers that
has been used in research and industry. Cellulose derivatives have been studied as carriers
because of their abundance and appropriate properties for this application.

In this work, p-nitrobenzyl cellulose xanthate (CelXNB), a xanthic ester cellulose
derivative, was prepared under different conditions (scheme), obtaining this carrier with
degrees of substitution (GS) between 0.45 and 13.20, and textile, fiber, and pulverized fiber
morphologies.

_ /5 _
Cel-OH ——Cel—O'Na”™ —— Cel—0—C__ —» Cel—0—C_
S'Na* S—CH, NO,
Celulose CelNa CelX R

SCHEME — CelXNB synthesis

It was observed in a mercerization reaction that NaOH concentration influencied the
product morphology, increasing degradation of original textile with NaOH concentration
increase, in agreement with cellulose mercerization phase transition.

CelXNB hydrolysis was studied because this reaction is competitive with
immobilization. It was observed that carbonate buffer catalyses CelXNB hydrolysis and this
reaction is faster than immobilization.

Alkaline phosphatase was used as a model enzyme to CelXNB enzyme
immobilization. Immobilized and dissolved enzyme activity was measured and the loss of
activity after immobilization was 12.4%. Phosphatase immobilized showed enzyme activity
above 95% of initial activity until the seventh reutilization cycle.

Immobilized enzyme concentration and molecular weight were estimated from
immobilization kinetic and enzyme kinetic results.

Immobilized alkaline phosphatase activity is comparable with activity in solution, and
this CelXNB immobilized enzyme can be used in analytical techniques and to construct
biosensors.
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1 — Objetivos

Este trabalho teve como objetivo a sintese do suporte xantato de celulose de
p-nitrobenzila (CelXNB), para imobilizacdo de enzimas. Variaram-se as condicées de
reacdo para obté-lo com morfologias e graus de substituicao diferentes, para nele imobilizar
a fosfatase alcalina, utilizando-a como enzima modelo no processo de imobilizacdo de

enzimas.
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2 - Introducao

7

A imobilizacdo de enzimas € um método de fixagdo ou encerramento de uma
enzima em suportes’ e tem sido utilizada como ferramenta para o uso de enzimas em
pesquisas, processos industriais e métodos analiticos®. As vantagens da utilizacédo de
enzimas imobilizadas em comparagdo com as mesmas em solugdo sao o uso multiplo ou
repetitivo de uma determinada quantidade de enzimas' 2, a possibilidade de parar a reacéo
rapidamente por meio da remocdo da enzima da solugdo (ou vice versa)'?, a nao
contaminacdo do produto com a enzima (especialmente Util nas indUstrias alimenticias e
farmacéuticas)" 2, a possibilidade de automatizagéo de sistemas em que o substrato passa
por reatores de enzima imobilizada®*, a construcdo de biossensores de enzima imobilizada®
e a separagao de inibidores de enzimas empregando-se cromatografia de afinidade® 8.

Varios métodos de imobilizacdo tém sido empregados na preparacdo de derivados
de enzimas insoluveis em agua, como o da formacao de ligagao covalente entre a enzima e
suportes insoluveis em agua®. Este método foi empregado neste trabalho, imobilizando-se a
fosfatase alcalina no suporte sélido xantato de celulose de p-nitrobenzila (CelXNB).

No intuito de se obter o CelXNB com diferentes graus de substituicao (GS), estudou-
se a variagdo das condicoes de sintese desse suporte. Esta foi realizada em trés etapas,
conforme o esquema 1:

i) Tratamento da celulose com hidroxido de sodio (mercerizacao), obtendo-se

soda celulose (CelNa).

ii) Xantacdo da celulose em meio alcalino, obtendo-se o xantato de celulose

(CelX).

iii) Esterificacio com brometo de p-nitrobenzila para formar o xantato de

celulose de p-nitrobenzila (CelXNB).

i 25 i -

i 7
Cel-OH ——Cel—O'Na* —— Cel—0—C — » Cel—0—C
N N
S'Na* S—CH, NO,

Celulose CelNa CelX CelXNB

ESQUEMA 1
Obtiveram-se as curvas DSC (calorimetria exploratéria diferencial) e espectros de

infravermelho para algumas amostras de celulose, CelNa, CelX, CelXNB e CelTCB,

caracterizando-se as modificagdes estruturais.
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A determinacao do grau de substituicdo (GS) deste éster xantico foi realizada por
intermédio de reagdo de amindlise com n-butilamina, que produz a celulose tionocarbamato
(CelTCB), liberando p-nitrobenziltiol (NBT), o qual pode ser observado

espectrofotometricamente (esquema 2).

cm—o—c/S 7S
\S—CHZ NO, + NH27(CHp)g:CHg —— Cel—0—C_ + HS—CHz@-Noz
2 NH-(CHy)3-CHj

CelXNB n-butilamina CelTCB NBT

ESQUEMA 2

Realizou-se entdao a imobilizagao da fosfatase alcalina no CelXNB com maior grau
de substituicao obtido, acompanhado-se cineticamente a reacdo por meio do aparecimento
do NBT (esquema 3). A hidrélise do CelXNB, que é uma reacao paralela e competitiva a

imobilizagao, também foi estudada.

NH,—Enz
enzima Sd=0 C//S
——i el—0— +
\ HS—CH
_ NH-Enz 2_Q_N02
g o
\s—CHQ-QNog N
CelXNB
H,0
——» Cel—OH + COS + HS—CHQONOQ
Celulose
NBT
ESQUEMA 3

Para quantificar a variacdo da atividade catalitica da fosfatase alcalina apds a
imobilizagao, realizou-se um estudo cinético da fosfatase alcalina em solugéo e imobilizada.
A reacao catalisada pela fosfatase alcalina foi acompanhada espectrofotometricamente pelo

aparecimento do p-nitrofenol (esquema 4).

TO3N32
OH
O
fosfatase alcalina
NO, NO,
p-nitrofenilfosfato dissédico p-nitrofenol

ESQUEMA 4
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3 — Revisao da Literatura

3.1 Celulose

A celulose € um polimero natural com ocorréncia em algas, algumas bactérias e
plantas®. E o componente estrutural primario das paredes celulares das plantas e
responsavel por cerca da metade do carbono na biosfera. Estima-se que a quantidade de
celulose sintetizada e degradada anualmente seja da ordem de 10" kg '°. Comercialmente,
as duas fibras celulésicas mais importantes sdo a polpa de madeira e o algodao,
constituindo, respectivamente, a base das industrias de papel e celulose, e téxtil. Altas

porcentagens de celulose ocorrem em fibras vegetais, tais como o algodao (tabela 1)°.

Tabela 1 - Contetdo de celulose de diversas origens®

ORIGEM CONTEUDO DE CELULOSE

(% m/m em peso seco)

| Algodao 95-99
R 5 B e
Madeira‘ | N | | 40-50
l ' Cascadocaye = @ 2@~30
| Musgo - 125-30
| Bactéria o . 20-30

J Algas marrons e vermelhas ” | 1-10

Por ser um material abundante, proveniente de uma fonte de biomassa renovavel e
apresentar boas propriedades mecénicas e quimicas, a celulose € um polimero versatil e

muito utilizado, apresentando uma grande variedade de derivados e aplicagoes®.
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3.2 Estrutura da celulose

Estruturalmente, a celulose € um polissacarideo formado por unidades B - D -
anidroglucopirandsicas, que se ligam por meio dos carbonos 1 e 4, dando origem a um
polimero linear (figura 1). Na molécula de celulose, cada unidade anidroglucopiranésica
contém trés grupos hidroxila livres, ligados aos carbonos 2, 3 e 6, havendo uma tendéncia a

formar pontes de hidrogénio intramoleculares (entre as unidades monoméricas da mesma

10, 11

molécula) e intermoleculares (entre unidades de moléculas adjacentes)

Figura 1 - Estrutura da celulose. Entre parénteses, a unidade monomérica

anidroglucopiranésica da celulose

Devido a natureza polimérica da celulose, suas propriedades fisicas e quimicas
dependem de seu peso molecular médio. De um modo geral, ndo se pode determinar um
peso molecular uniforme e definido para compostos poliméricos, pois estes séo
polidispersos, isto €, as moléculas de um polimero apresentam diferentes tamanhos. Deste
modo, o peso molecular de uma substéncia polimérica é representado por um valor médio, a
partir da curva de distribuicdo de pesos moleculares'?.

Os diferentes tipos de peso molecular médio de um polimero sao'*:

My — peso molecular numérico médio

Mw — peso molecular ponderal médio

Mz  — peso molecular z médio

Mz.1 — peso molecular z+1 médio

My  — peso molecular viscosimétrico médio

Na figura 2, apresenta-se uma curva tipica de distribuicdo de pesos moleculares de
um polimero, na qual ilustra-se a posicao dos diferentes pesos moleculares médios.
Na determinagdo do peso molecular médio da celulose, tém sido aplicados os métodos
usuais para polimeros, tais como determinagdo de grupos terminais, osmometria,

espalhamento de luz, ultracentrifugacéo e viscosimetria'.
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QUANT ADE DE POLIMERD —-»
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Figura 2 - Distribuicdo de pesos moleculares e a posicao dos pesos moleculares médios
(figura adaptada da referéncia 12)

O grau de polimerizacdo médio (DP), que é o peso molecular médio do polimero
dividido pelo peso molecular da unidade monomérica, varia de acordo com a origem da
celulose e a técnica utilizada, estando em geral entre 4.000 e 5.000, o que corresponde a
um peso molecular médio entre 650.000 e 800.000 g.mol” aproximadamente ®''. O DP da
celulose de samambaias, gimnospermas e angiospermas € da ordem de 10.000, podendo
alcancar 15.000"".

Além de estar relacionada com o peso molecular médio, a distribuicdo dos pesos
moleculares influencia em diversas propriedades de polimeros tais como, tenacidade,
médulo de relaxagéo, resisténcia a tragao, deformagéo e capacidade de fiacdo'>. Para a

celulose, a distribuicdo de pesos moleculares depende de sua origem, como se observa na
figura 3.

20r
‘ Haste de'Milbo
| -
i5}- i It
[ Lo}
% ‘ Bétuiawoi }12
- i v t
= A X s
& op a5 .{,‘\,.r
L%
£ T
g & -
& 5
o Bon 2000 2000

Grau de Polimerizagio Médio (DP)

Figura 3 - Distribuicdo de pesos moleculares da celulose de 11 origens diferentes (figura
adaptada da referéncia 11)
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Muitos polimeros sao parcialmente cristalinos, inclusive a celulose. A evidéncia mais
direta deste fato € mostrada por meio de estudos de difragao de raios X.

Os padrdes de difracao de raios X da celulose sdao mais difusos que os de cristais
puros, porém indicam que existem regides cristalinas definidas no polimero. A cristalinidade
ocorre devido a organizagao das cadeias poliméricas no espago, por meio das ligagoes de
hidrogénio entre essas cadeias, dando a celulose uma estrutura supermolecular
tridimensional. A célula unitaria proposta para a celulose € uma célula monoclinica, com
dimensdes a=8,3®, b =10,3®, c=7,9 ® e p = 84°, denominada de celulose | "' (figura 4).

14

a=8358

Figura 4 - Célula cristalina unitaria da celulose | (figura adaptada da referéncia 11)

Celuloses de diferentes origens e tratamentos diferem substancialmente quanto ao
grau de cristalinidade. Estimativas das propor¢des de material cristalino e material amorfo
mostram que a porcentagem de cristalinidade varia entre 50 e 90%. A reatividade da
celulose depende dessa porcentagem porque as hidroxilas de regides cristalinas, por
estarem formando ligagcdes de hidrogénio, apresentam menor acessabilidade a reagentes
que as de regides amorfas'’.

3.3 Reatividade da celulose

As propriedades fisicas e a reatividade da celulose dependem diretamente da
distribuicao do peso molecular, do grau de polimerizacao e da estrutura supermolecular do
polimero. Mesmo apresentando uma grande polaridade na molécula devido aos grupos
hidroxila, somente uma fracéo limitada destes estardo disponiveis para interagir com os
reagentes. Portanto, a maioria das hidroxilas e grupos acetais estardo inacessiveis aos
reagentes, a menos que a estrutura supermolecular seja modificada por tratamento com
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agentes que expandam a estrutura da celulose, rompendo as ligagées de hidrogénio, tais
como solugdes de acidos ou bases fortes, ou que transformem as regides cristalinas em
regibes amorfas, como a aménia.® !

Quando o conteudo de agua do &cido ou da base é suficientemente alto para causar
ionizagao e suficientemente baixo para levar as hidroxilas da celulose a competir pelos ions
hidronio ou hidroxila, e as vezes também por agua, o reagente entra na estrutura da
celulose. Isto ndo causa somente a expansdo da célula unitaria, mas também uma
expansao intermicelar."’

Para solubilizar totalmente a celulose, sdo empregados como solventes bases de
amOnia quaternaria, cobre amoénia e hidréxido de cobre amina. Neste ultimo, o cobre
também complexa com as hidroxilas da celulose, diminuindo as ligagées de hidrogénio entre
as moléculas. Hidroxidos contendo ions multivalentes complexados, tais como Co, Ni, Zn e
Cd, atuam de maneira similar ao cobre. Outro modo de solubilizar totalmente a celulose é
levado a efeito da preparacao de acetato de celulose ou de xantato de celulose, que € uma
etapa do processo de fabricagao da viscose (celulose regenerada).®"

Os grupos hidroxila reagem com agentes de adicao, substituicdo e oxidacao e os
grupos acetal sofrem hidrélise tanto em meio acido como em meio basico. Os grupos
aldeido terminais podem ser reduzidos a 4&lcool, oxidados a acido carboxilico ou
rearranjados sob influéncia de 4alcalis para formar grupos alcool ou acido carboxilico
terminais. Pode também ser feita a graftizacdo da cadeia polimérica, formando copolimeros
de celulose.®"

A reagéo da celulose com hidréxido de sédio (esquema 1, pag. 2), denominada
mercerizacao, leva a formagéo da soda celulose (celulose mercerizada). A figura 5, a pag. 9,
mostra o efeito do hidroxido de sédio na celulose de algodao a varias temperaturas e
concentragoes.

A mercerizagao inicia-se em uma concentracao bem definida e completa-se em um
intervalo de aproximadamente 4% (m/V) de NaOH (figura 6, pag. 9). Antes de ocorrer
expansao intramicelar ocorre a expansao intermicelar a baixas concentragoes de alcalis,
que alcanca 0 maximo a concentragdes inferiores ao intervalo de mercerizagéo. A
temperatura ambiente, este fenOmeno ocorre até uma concentracdo de 10% (m/V) de
NaOH. A expansao intermicelar ocorre preferencialmente na fase amorfa do polimero, isto &,
nas regides mais desordenadas do material enquanto a expansao intramicelar ocorre nas
regides cristalinas, nas quais havera quebra das ligagdes de hidrogénio e mudanga da
estrutura cristalina (figuras 6 e 7, pag. 9 e 10, respectivamente), necessitando para isso uma

maior concentracéo de 4lcalis®'".
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Na figura 6, observa-se o diagrama de transicdo de fases para mercerizacdo da
celulose do algodao e da madeira de eucalipto, em que ocorre expansao da célula unitaria
com a mudanca de fase de celulose | (nativa) para celulose |l (mercerizada), que apresenta
dimensbesa=8,1®,b=10,3®,c=9,1 ® e g = 62° (figura 7).

Figura 7 - SecOes transversais das células unitarias da celulose | (nativa) e celulose ||

(mercerizada) (figura adaptada da referéncia 11)

As ligagoes de hidrogénio intramoleculares entre as unidades adjacentes da
celulose tém sido estudadas por meio de *C RMN CP/MAS/TOSS e infravermelho de
derivados de celulose deuterados. Nota-se que ha diferenga entre os tipos de ligacdo de
hidrogénio existentes na celulose | e celulose |l (figura 8), o que influencia na reatividade de
cada uma dessas fases'.

.t

Celulose | i :
}
1
H

:
-<--Celulose 1

Figura 8 - Ligagdes de hidrogénio para cristais de celulose | e celulose I
(a) Og—H...O’s (b) Os...H—O’Q (C) Os—H...O’g
(figura adaptada da referéncia 13)
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3.4 Derivados da celulose

Dentre os principais derivados de celulose estdo os ésteres, os éteres e os xantatos
de celulose, provenientes de reacOes de substituicdo. Na tabela 2 apresenta-se alguns

destes derivados® .

Tabela 2 - Alguns derivados de substituicao da celulose

TIPO E NOME REAGENTE SUBSTITUINTE
Esteres
- Sulfato - HS80, -~ R-0S0:H,R-0S0O:Na
Nitrato HNO,  R-ONO;
Fosfato - ®wPOo, = = R-OPOH
Form‘ivato o HCOOH ~ R-O0CHO
© Acemalo | . ~  R-0OCOCH;
| ‘Esteres alifaticos em geral R’ COOH + (CICHzCO)20 - R —MOCOR’
p-Tolueno sulfonato CH3CeH4SO,CI . R — 0S0,CeH,CHj;
Feniluretano CeHsNCO . R — OCONHCHs
Eteres
 Meitil - .~ CHCL{CH)80, @ R-0OCHs
Bt CHCl  R—OCH;CHs
Eteres alifaticos em geral  C,H,4Cl '1 - R-OCHR
Hidroxietil * C,H40, CICH,CH,OH R — OCH,CH,0H
Carboximetil CICHZCOONa ' - R — OCH,COONa
Sulfoetil CICH2CH2803Na R — OCH,CH,SO;Na
Cianoetil = CH=CHON® =& " R-OCHCH.CN
Xantatos
Ditiocarbonato - CS;+ NaOH o R —OCS;Na
Tiocarbonato COS + NaOH R — OCOSNa

R = Celulose
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3.5 Grau de substituicao (GS) de derivados de celulose

A reatividade dos trés grupos hidroxila das posicoes 2, 3 e 6 da unidade
anidroglucopirandsica oferece uma variedade de possibilidades na obtencdo de derivados
de celulose. Somente em condigoes de total rompimento das ligagdes de hidrogénio, seja
com a celulose expandida ou com a celulose sollvel, todos os grupos hidroxila se tornam
acessiveis as moléculas dos reagentes’" .

Portanto, pela propria natureza aleatéria da reacéo, um produto homogéneo é obtido
somente pela completa substituicdo dos grupos hidroxila (grau de substituicdo, GS=3). Em
qualquer grau de substituicdo diferente de 3 a reacédo leva a seqiiéncias aleatérias de
unidades consistindo dos seguintes componentes: (a) unidades de anidroglucopiranose nao
reagidas, (b) trés unidades monossubstituidas (derivados 2-; 3-; e 6-), (c) trés unidades
dissubstituidas (2,3-; 2,6- e 3,6-) e (d) unidades totalmente substituidas (derivado 2,3,6-
trissubstituido). A distribuicdo estatistica tedrica dos substituintes em funcédo do grau de

substituicao para a celulose é apresentado na figura 9 ™.
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Grau de substituicao

Figura 9 - Distribuicao teérica das unidades anidroglucopirandsicas em éteres de celulose,
em que (a) ndo substituida, (b) monossubstituida, (c) dissubstituida (d)
trissubstituida. Linha cheia: razao entre as constantes de velocidade 1:1:1 (HO-
2:HO-3:HO-6); Linha pontilhada: Razado das constantes de velocidade 5:1:2

(figura adaptada da referéncia 14)

O grau de substituicao depende das condigdes de sintese e dos solventes utilizados.

Derivados de celulose com diversos graus de substituicao sdo encontrados. A tabela 3

apresenta os valores de grau de substituicio médio de alguns derivados de celulose® ',
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Tabela 3 — Graus de substituicio de alguns derivados de celulose™

DERIVADO DE CELULOSE GRAU DE SUBSTITUICAO

Nitrato de celulose 1,9-2,8
Acetato de celulose . . 18-30
Xantato de celulose 0,2-1,2
Meticelulose - - 8-24
Etilcelulose 23 —-2,6
Carboximetilcelulose = = . 05612
Hidroxietilcelulose  13-30

Cianoetilcelulose 20

O grau de substituicdo médio nos fornece um valor geral do rendimento da reagao
para o polimero, porém nao nos fornece informagéo especifica da reatividade e substituicao
de cada tipo de hidroxila. Para cada um dos grupos hidroxila pode-se calcular o grau de
substituicdo médio <<f>>, (k= 2, 3 e 6)'°. A somatéria dos <<f>> fornece o grau de
substituicdo médio do polimero <<F>>. A partir de métodos fisicos como, a ressonancia
magnética nuclear (RMN), e métodos quimicos, que permitem reagédo seletiva com os
substituintes de uma determinada hidroxila, &€ possivel determinar os valores de <<fi>> e
<<F>>"51¢,

Métodos quimicos para diferenciar as hidroxilas tendem a ser morosos e apresentar
um erro experimental maior que aqueles determinados por RMN. A evolugdo dos
equipamentos de RMN e o avanco nas técnicas de andlise de sélidos tém auxiliado na

elucidacao e determinagao do grau de substituicdo de derivados de celulose.' '®

3.6 Xantato de celulose

O principal uso do xantato de celulose (esquema 5, pag. 14) esta no processo de
obtencao da viscose (celulose regenerada), em que o xantato é o intermediario chave para a
dissolugado da celulose, processo quimico desenvolvido no final do século XIX'". Neste
processo, utiliza-se uma concentragdo de NaOH de 4,5M, ocorrendo total solubilizacéo da
celulose & temperatura ambiente’’.

O xantato de celulose também ¢é utilizado na estabilizacao de solos, evitando erosoes
e fornecendo maior agregacdo as particulas do solo'’, como suporte na imobilizagdo de
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enzimas'® , como material de partida na sintese de ésteres xanticos'® , na complexacao com
metais® e eliminacdo de metais pesados de residuos quimicos.

A formagéao de ésteres xanticos de celulose é realizada por intermédio do tratamento
da celulose com dissulfeto de carbono (CS;) em meio alcalino, formando o xantato de
celulose (CelX) (esquema 5).

S

Cel—OH + CS, + NaOH

CeI-O-C{
S'Na*
Celulose CelX
ESQUEMA 5

Entretanto, ha alguma indicagéo de que o dissulfeto de carbono néo é propriamente
0 reagente mas, sim, a sua forma hidratada, CS,.H,O ou HOCSSH. Isto dificulta a xantacao
da celulose mercerizada a altas concentragdes de hidroxido de sddio, apesar da maioria dos
éteres de celulose ocorrer sob essa condigdo, pois havera pouca agua livre para a reagao.
Paralelamente, ocorre a hidrélise do agente de xantacdo nestas condigdes, levando a ions
biditiocarbonatos, que reagem novamente formando sulfeto, carbonato, tritiocarbonato, etc
11, 14.

Em contraste com os éteres de celulose, o xantato de celulose ndo é estavel em
solugbes alcalinas. A acetilagdo e a xantagdo sdo reagdes controladas por equilibrio,
enquanto as eterificagdes normais tém controle cinético. Portanto, no processo de obtencao
da viscose, ha hidrélise continua e rexantagdo, ambas causando uma distribuicdo mais
uniforme dos grupos xantato e diminuindo continuamente o grau de substituicdo devido as

reacbes paralelas'" .

Devido a essa instabilidade, os xantatos sao usados como
intermediarios na manufatura de diferentes tipos de celulose regenerada no processamento
da viscose. A regeneragao consiste na hidrdlise acida do éster xantico, catalisada por zinco,

obtendo-se celulose com menor peso molecular que aquele da inicial (esquema 6)'" ™.

S P Zn
CeI—O—C% + 2 —>» Cel-OH + CS; + Na*
o T
S'Na
CelX Celulose
ESQUEMA 6

Na sintese de ésteres xanticos de celulose, reage-se o xantato de celulose com
haletos (RX), obtendo-se desta forma esses ésteres (esquema 7)'® ™°.

S RX S
/ » Cel 0 C/ + Na® + X
CeI—O—-C\ N
S'Na* S R
CelX éster xantico

ESQUEMA 7
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3.7 Hidrolise e amindlise de ésteres xanticos de celulose

O método de imobilizagcdo de enzimas utilizado neste trabalho baseia-se na reacéo
de amindlise dos grupamentos amino livres da enzima. A reagdo de amindlise de um éster

xantico de celulose produz a celulose tionocarbamato (esquema 8), composto com boa

estabilidade quimica e térmica'®?'.
s S
CeI—O—-—-C< +  NH—R = Cel—0 c< + SH—R
S—R N—R
éster xantico amina tionocarbamato H tiol

ESQUEMA 8

A reacao de aminolise é realizada em meio aquoso e sofre a influéncia da reagao
paralela de hidrélise do éster xantico, produzindo celulose regenerada, sulfeto de carbonila e

tiol (esquema 9)'% 2!,

/

ce—0—07 + HO ——> Cel—OH + COS + SH—R
\ '

A o tiol

éster xantico Celulose

ESQUEMA 9

As constantes de velocidade de amindlise e hidrélise basica de ésteres derivados de
celulose sdo menores que as dos analogos etil derivados, provavelmente porque o
nucledfilo externo é fortemente solvatado e tem dificuldades energéticas e estéricas para
atingir o centro de reagéo por meio da rigida camada de solvatagao da celulose. Na reagao
de amindlise ndo foi observada diferenca de reatividade entre os isémeros C-2, C-3 e C-6'®
19, 21.

A hidrolise de ésteres xanticos de celulose apresenta diferentes reatividades para os
carbonos C-2, C-3 e C-6. A constante de velocidade de hidrdlise dos carbonos (C-2 + C-3) €
maior que a do carbono C-6. A hidrdlise lenta na posi¢ao C-6 foi comprovada por estudos de
RMN '*C, observando-se o sinal desse carbono apds 150 horas de reagéo'®. Esta diferenca
de reatividade sugere que deve haver uma organizagdo da regiao cibotatica da agua ao
redor dos carbonos C-2 e C-3, catalisando a hidrélise dos mesmos'® ' 2!,
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3.8 Métodos de imobilizagao de enzimas

Existem varias maneiras de classificar os varios tipos de enzimas imobilizadas. O
termo enzima imobilizada inclui os seguintes modos de imobilizagdo'? :

a) enzimas imobilizadas insollveis em agua;

b) enzimas sollveis usadas em reatores com uma membrana de ultrafiltracdo, pelo qual
ocorre a passagem dos produtos de reagdo da hidrélise de substratos de alto peso
molecular, mas com a retencao das moléculas de enzima dentro do reator;

¢) enzimas com mobilidade restrita a partir de ligagées com outras macromoléculas, porém a

enzima imobilizada permanece sollivel em agua.

A classificagao pode também estar baseada em uma combinagao da natureza da
interacao responsavel pela imobilizacdo de enzimas e a natureza do suporte. Ha varios
métodos de imobilizagao disponiveis na literatura, sempre surgindo novas metodologias
para alcancar objetivos especificos. A figura 10 mostra um esquema geral dos métodos de
imobilizagao baseado no sistema de classificagao descrito anteriormente®.

Métodos de Imobilizagéo
de Enzimas

Aprisionamento l Ligagoes I

Ligado ao Ligacoes
Suporte Cruzadas

Gel Fibras l Microencapsulamento I

Adsorcao Ligagao Ligacéo Ligacéo
Fisica I6nica Covalente com Metais

Figura 10 - Classificagdo dos métodos de imobilizacéo de enzimas?
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3.8.1 Aprisionamento de enzimas

O método de imobilizagao por aprisionamento de enzimas é baseado na localizacéo
da enzima dentro de lacunas de uma matriz polimérica ou de uma membrana. Isto é feito de
modo que a proteina fique retida enquanto ocorre a penetracdo do substrato. O
aprisionamento pode ser feito em lacunas ou em microcapsulas® #.

Este método difere dos métodos por ligagéo pois a enzima néao se liga a matriz ou a
membrana, resultando em uma grande aplicabilidade. As condigdes utilizadas na reagao
quimica de polimerizagdo séo relativamente severas e geram perda da atividade enzimatica.
Portanto, faz-se necessaria uma sele¢ao cuidadosa das condigdes mais apropriadas para a
imobilizacdo de cada enzima® %,

O formato em que a enzima é imobilizada pode ser classificado em quatro tipos:
particulas, membranas, tubos e filtros. O formato de particulas é o mais utilizado pois facilita
0 manuseio e a aplicacao®°.

Os suportes soélidos usados na imobilizagdo da enzima podem ser orgénicos ou
inorganicos. Alguns suportes organicos incluem: polissacarideos, proteinas, carbono,
poliestirenos, poliacrilatos, copolimeros de anidrido maleico, polipeptideos, polimeros

vinilicos, alilicos e poliamidas® °.

3.8.2 Ligado a um suporte

A imobilizagdo de uma enzima em um suporte insoltvel € o0 método mais antigo e o
que mais prevalece entre os métodos®. Ele pode ser subclassificado em adsorgéo fisica,
ligacdo ibnica, ligacdo com metais e ligacdo covalente®’. Os materiais utilizados como
suporte podem ser orgénicos ou inorganicos, naturais ou sintéticos, variando apenas a
metodologia e o tipo de ligagdo pela qual a enzima sera imobilizada. O suporte ideal para
uma dada aplicagdo é aquele que pode aumentar a interagdo com o substrato, diminuir a
inibicdo, alterar o pH aparente 6timo para um valor desejado, ndo propiciar crescimento
microbioldgico e ser facilmente recuperado para a reutilizagao® °.

Para uso em reator, o suporte deve ser estavel na solugdo e nao deteriorar sob as
condicdes de reacao. Para uso em reatores de leito fixo, deve ser mecanicamente rigido e
apresentar baixa compactagido em altas velocidades de fluxo. Em aplicacbes médicas, a

enzima imobilizada nao pode provocar respostas imunoldgicas, devendo ser biocompativel®.
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3.8.2.1 Adsorcao Fisica ao Suporte

Este método de imobilizagdo de enzimas é baseado na adsorcéo fisica das proteinas
da enzima na superficie de suportes insollveis em agua. Logo o método causa pequena ou
nenhuma alteragdo conformacional da enzima ou destruicdo do seu sitio ativo. Se um
suporte apropriado € encontrado, este método pode ser tanto simples como barato.
Entretanto existe a desvantagem que a enzima adsorvida pode escapar do suporte durante
o uso devido a fraca forca de ligagdo entre a enzima e o suporte® °. Os processos
disponiveis para adsorgao fisica de enzimas séo:

a) procedimento estatico: faz-se a imersdao do suporte na solugcdo da enzima,
retirando-se ap6s um tempo determinado.

b) eletrodeposicao: realiza-se a eletrodeposicao da enzima no suporte.

c) carregamento de reator: o suporte é carregado em um reator que sera usado em
um processo e a enzima € adicionada e recirculada por meio do reator. E 0 método
preferido comercialmente.

d) mistura ou agitacdo: o suporte e a enzima sao colocados na mesma solugéo e
misturados com um agitador. E 0 método preferido em laboratérios.

A maior vantagem da adsor¢ao como um método geral de imobilizagao de enzimas é
que geralmente independe do uso de reagentes e somente um minimo de etapas de
ativagdo sao necessarias. A adsorgdo tende a ser menos destrutiva para as proteinas
enzimaticas do que os métodos quimicos de fixagdo pois suas ligagbes mantém-se por meio
de ligagdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals. A este respeito, 0 método apresenta
grande semelhanga as situagdes encontradas nas membranas biolégicas e tem sido
utilizado como modelo para tais sistemas® °.

Devido as fracas ligagdes envolvidas, a dessorcao da proteina resulta das variagdes
de temperatura, pH, forca ibnica ou da mera presenca do substrato. Uma outra
desvantagem € a nao especificidade, além da adsor¢do de outras proteinas ou outras
substancias com a enzima imobilizada. Isto pode alterar as propriedades da enzima
imobilizada ou, se a substancia adsorvida € um substrato para a enzima, a velocidade
provavelmente diminuira dependendo da mobilidade superficial da enzima e do substrato®°.

A adsorcao da enzima pode ser necessaria para facilitar reagcdes covalentes
descritas posteriormente. A estabilizagao temporaria das enzimas adsorvidas sobre a matriz
tem sido conseguida por ligacbes cruzadas da proteina em uma reagdo quimica
subsequiente & adsorgao fisica®.
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3.8.2.2 Ligacao I6nica com o Suporte

O método consiste na ligagdo idnica da enzima a um suporte insolivel em agua
contendo grupamentos para troca iénica®. '

Polissacarideos e polimeros sintéticos que tém centros de troca i0Gnica sao
geralmente utilizados como suportes. A ligagdo de uma enzima com o suporte é facilmente
realizada e as condicbes sdo muito mais brandas do que as necessarias para o método de
ligacao covalente. Consequentemente, o0 método de ligagao idnica causa menos alteragoes
na conformacdo e no sitio ativo da enzima. Portanto este método leva a enzimas
imobilizadas com alta atividade em muitos casos®.

O desprendimento das enzimas do suporte pode ocorrer em solucdes de substrato
com forga ibnica muito alta ou com a variacdao do pH. Isto ocorre pois as forcas entre as
enzimas e o suporte sdo mais fracas do que as de uma ligagao covalente.

A diferenga principal entre ligacao idnica e adsorgao fisica € que no primeiro método
¢ mais dificil a enzima se soltar do suporte, devido a forca de ligacdo ser muito maior que
na adsorcdo. Comparando com a ligacao covalente, este método produz interagfes mais

fracas®.

3.8.2.3 Ligacao Covalente com o Suporte

A técnica mais intensamente estudada € a formagao de ligagoes covalentes entre a
enzima e a matriz suporte” °. Quando se tenta selecionar o tipo de reacdo pelo qual uma
dada proteina deve ser imobilizada, a escolha é limitada por duas caracteristicas:

a) a reacao deve ser realizada sob condicbes que nado causem perda da atividade
enzimatica;
b) o sitio ativo da enzima nao pode ser afetado pelos reagentes utilizados.
Os grupos funcionais das enzimas que tomam parte na ligagao podem ter os seguintes
grupos funcionais: amino, carboxila, sulfidrila, hidroxila, imidazol, fendlico, tiol, treonina e
indol > '°. A tabela 4 mostra a porcentagem de residuos reativos para imobilizagéo.

Tabela 4 - Composigao percentual média das proteinas (somente residuos reativos)?

RESIDUOS % RESIDUOS % RESIDUOS %
L-serina 7.8 L-acido glutamico 4.8 L-histidina 2,2
Lilisina = 70 L-arginina 38  L-metionina 16

" Ltreonina 6,5 L-tirosina 3,4' | L’-tri‘btofanggjm 9 2

| -4cido an}éﬁiCO 45 L~cisteina‘ - 3,4
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As condi¢cOes para imobilizagao por ligacdes covalentes sdo muito mais complicadas e
menos amenas do que nos casos de adsorgao fisica e ligagao idnica. Portanto, a ligagao
covalente pode alterar a estrutura conformacional e o centro ativo da enzima, resultando em
maior perda de atividade e/ou mudangas no substrato. Entretanto, a for¢a de ligagao entre a
enzima e o suporte € muito mais forte, ndo ocorrendo perda de enzima mesmo na presenca
de um substrato ou de uma solugéo com forca iénica alta®.

A fixagao covalente a uma matriz suporte deve envolver somente grupos funcionais
da enzima que nao sao essenciais na agao catalitica. O sitio ativo da enzima nao pode ser
impedido, de modo tal que exista um amplo espaco entre a enzima e o suporte. Altas
atividades resultam da prevencao de reagdes de inativagdo com residuos de aminoacidos

dos sitios ativos. Um nimero de métodos de protegéo tém sido planejados?, tais como:

a) Fixacao covalente da enzima na presenca de um inibidor competitivo ou de
substrato

b) Um complexo reversivel ligado covalentemente enzima — inibidor

¢) Uma enzima solldvel quimicamente modificada, cuja ligacdo covalente com a
matriz € obtida por meio de novos residuos incorporados.

d) Um precursor zimogeénio.

3.8.2.4 Ligado a um Metal ou Quelagao

Esta técnica envolve 0 uso de compostos com metais de transicdo como ativadores
da superficie do suporte seguido de acoplamento direto da enzima sem derivatizagdo do
suporte ativado por meio da formacao de quelatos. Suportes como vidro, quitina, acido
alginico, gelatina e celulose tém sido utilizados para imobilizar enzimas e antibidticos.
Também ¢é possivel formar hidroxidos ou Oxidos de metais de transicdo imediatamente
antes, ou na presenca da molécula a ser imobilizada®.

Apesar deste método ser descrito como quelagao ou por alguns pesquisadores como
parcialmente covalente, a dessor¢cao pode ocorrer assim como em outras imobilizagées sob
condicoes de uso intenso ou longo tempo de estocagem. Isto levou alguns autores a
classificar o método como adsorgdo, mas desenvolvimentos mais recentes da quelacao
mostram que o sucesso e altos graus de estabilidade operacional podem ser alcancados?.



Revisao da Literatura 21

3.8.3 Ligacdes Cruzadas

A imobilizacdo de enzimas também pode ser realizada por meio de ligagoes
cruzadas intermoleculares entre as proteinas ou entre grupos funcionais da matriz suporte
insoldvel e a enzima®. A ligacdo cruzada de uma enzima com ela mesma é mais cara e
ineficiente, pois alguma parte do material protéico ira inevitavelmente atuar principalmente
como suporte. Isto resultard em uma atividade enzimatica relativamente baixa. Geralmente,
ligacoes cruzadas sdo melhor utilizadas em conjunto com algum dos outros métodos de
imobilizagdo. E utilizado largamente como um meio de estabilizar enzimas adsorvidas e
também para prevenir a soltura dos géis de poliacrilamida®.

Ja que a enzima esta covalentemente ligada a matriz suporte, pouca dessorgao é
provavel usando esse método. O reagente mais comum usado como formador de ligagbes
cruzadas é o glutaraldeido. Reagdes de ligagdo cruzada sao realizadas sob condigoes
severas. Estas podem mudar a conformacgao do sitio ativo da enzima e podendo levar a uma

perda significativa da atividade enzimatica®.

3.9 Derivados de Celulose como Suporte para Imobilizagao de Enzimas

A celulose, devido as suas propriedades fisicas e quimicas, seu baixo custo e facil
acesso, tem sido utilizada com sucesso como suporte para imobilizacao de enzimas. Sao
citados na literatura diversos derivados de celulose que foram utilizados como suporte com
técnicas distintas de imobilizagdo®: Listam-se a seguir os derivados de celulose utilizados
nos diversos tipos de imobilizacao:

a) Aprisionamento em fibras: celulose, acetato de celulose, poli(alcool vinilico) e celulose;

b) Microencapsulamento: nitrocelulose, etil celulose;

c) Adsorcao Fisica: celulose, fendxi acetil celulose, palmitoil celulose, tanino-TEAE-
celulose, tanino-aminoexil-celulose;

d) Ligagao lénica: DEAE-celulose, AE-celulose, TEAE-celulose, CM-celulose;

e) Quelacao: celulose, DEAE-celulose;

f) Ligagdo covalente: as seguintes funcionalizagbes da celulose foram utilizadas em
imobilizagcdo — acoplamento por diazotizagao, derivados ciclicos imidocarbonatos,
derivados de isocianato e isotiocianato, ésteres xanticos, derivados de cloreto de acila,
derivados de carbonatos ciclicos, derivados de carbodiimidas, derivados acetil

halogenados, formacéao de base de Schiff.
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3.10 Fosfatase Alcalina Imobilizada

A fosfatase alcalina € uma enzima que promove a hidrélise das ligagoes fosfato de
diversos substratos (esquema 10), tais como, glicose 6-fosfato, grupos fosfato terminais de
DNA, p-nitrofenilfosfato dissddico, entre outros'®. Tem como co-fatores os ions Zn** e Mg®,

que aumentam a atividade enzimatica e sua estabilidade para 60°C em solugao e para 80°C
quando imobilizada®.

5. fosfatase alcalina 5
R—OPO3* 4 H20 » R—OH + HOPO;

ESQUEMA 10

A fosfatase alcalina tem sido utilizada no desenvolvimento de técnicas analiticas
para a deteccdo de pesticidas organofosforados, pois estes atuam como inibidor dessa
enzima®. O desenvolvimento de biossensores de fosfatase alcalina também estd sendo
pesquisado pois ha a possibilidade de desenvolvimento de sensores quimioluminescentes
com substratos fluorescentes® #*, eletroquimicos® e microcalorimétricos®. No seqiencia-
mento genético, a fosfatase alcalina imobilizada é utilizada na etapa inicial, promovendo a
hidrélise dos grupamentos fosfato terminais do DNA'™.
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4 - Parte Experimental

4.1 Equipamentos

As medidas cinéticas e os espectros de absorgdo foram obtidos mediante um
espectréfotometro UV/VIS HITACHI, modelo U-3000.

As cinéticas em fluxo continuo foram realizadas utilizando uma bomba peristéltica
MILAN modelo 204. A temperatura foi mantida constante com um banho termostatizado
TECNAL modelo TE-184.

Utilizou-se como agitador mecanico durante as reacbes uma Mesa Agitadora
Pendular TECNAL modelo TE-240.

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um espectrédmetro FTIR BOMEM
MB-SERIES.

Para as medidas de pH usou-se um pHmetro HANNA 8314 com eletrodo combinado
de vidro. As regressoes lineares foram realizadas empregando-se o software Microcal
Origin versao 3.0.

As curvas DSC foram obtidas em um equipamento SHIMADZU modelo DSC-50,
empregando-se cadinho de aluminio, com tampa perfurada e ar como atmosfera,

velocidade de fluxo de 100,0mL.min" e taxa de aquecimento de 20°C.min™".

4.2 Reagentes

Foram utilizados reagentes de grau analitico, sem purificagao prévia, com excecao
da n-butilamina (P.E.=78°C a 760mmHg), submetida a processo de destilacao.

A enzima fosfatase alcalina (E.C. 3.1.3.1) era da Sigma Chem. Co., cristalizada e
liofilizada. Substrato p-nitrofenilfosfato dissédico, na forma de pastilhas para cinética
otimizada de fosfatase alcalina, era da Merck.

Utilizaram-se, como tampao, fosfato de potassio, tri(hidroximetil) amino metano
(TRIS) e carbonato de sédio, todos da Merck. Os solventes, acetona e dimetilsulféxido
(DMSO) eram da Merck, o etanol, o dioxano e o éter etilico eram da Vetec. Os reagentes
dissulfeto de carbono, hidroxido de sodio, acido cloridrico, p-nitrofenol e brometo de p-
nitrobenzila eram todos da Merck.

A é&gua utilizada no preparo das solugoes foi destilada e, quando necessario,
desoxigenada.
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4.3 Sintese do xantato de celulose de p-nitrobenzila (CelXNB), variando as
condi¢coes experimentais

Cerca de 50g de tecido de algodao foram previamente agitados com uma solucao de
HCI 1M durante 3 horas e lavado vérias vezes com agua destilada, retirando-se impurezas
oriundas do processo de fabricagao do tecido. O material foi seco em estufa a temperatura
de 40°C durante 24 horas. Posteriormente, utilizou-se em cada sintese cerca de 1g de
algodéo, sendo o tecido cortado em quadrados de 10cm de lado. Na obtencdo da soda
celulose (esquema 11), em um Erlenmeyer de 250mL agitou-se o tecido mecanicamente
durante 4 horas a 250 oscilagbes por minuto (OPM) com 200mL de solugcao de NaOH,

variando-se a concentracao de acordo com a tabela 5.

Cel—m—OH —>» (el O'Na*
Celulose Soda Celulose
ESQUEMA 11

Tabela 5 — Condicoes de sintese utilizadas na obtencao de CelNa, CelX e CelXNB

Sintese CelNa CelX CelXNB
[NaOH], M [CSy), MM Solvente [NaOH], M  Maturagéo, h [BrCH29NO,], mM

Al 4,5 2,8 acetona 0,5 _ 77,1
A2 2,0 2,8 acetona 1,0 . 77,1
A3 2,0 2,8 dioxano 1,0 _ 77,1
M 20 2,2 _ 10 . 7.
B1 2,0 99 ~ 0,8 24 71,3
B2 - 99 - 0,8 24 713
B3 2,5 9,9 _ 08 24 71,3
B4 2,75 99 - 0.8 24 713
B5 3,0 9,9 a 0,8 24 71,3
B6 3,25 9.9 . 0,8 . 24 713
B7 3,5 9,9 _ 0,8 24 71,3
Ci 2,0 2.5 acetona . |0 o 46,4
C2 2,5 2,5 acetona 125 46,4

c3 3,0 25 acetona 15 46,4
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Para a obtencdo do xantato de celulose (esquema 12), retiraram-se
aproximadamente 100mL de solucdo de NaOH e se adicionou dissulfeto de carbono
dissolvido em solvente, ou ndo, de acordo com a tabela 5. Agitou-se mecanicamente
durante 3 horas a 250 OPM, obtendo-se uma solucao de coloracao laranjada. Os CelX das
sinteses B1 a B7 foram separados ap6s 24 horas do término da reagdo (maturacao). O
produto da reacao obtido foi separado por filtragdo a vacuo e lavado varias vezes com
tamp&o fosfato (0,1M) pH 8,0, com etanol gelado e éter etilico gelado. O produto foi seco a

pressao reduzida, sob silica gel dessecante, apresentando coloragdo amarelo palido.

S

Cel—ONa" 5 Cel—0——C
Noanipat
S'Na
Soda Celulose CelX

| ESQUEMA 12

Em um Erlenmeyer de 250mL, o CelX foi tratado sob agitagao mecénica durante 15
horas a 250 OPM com brometo de p-nitrobenzila (BrCH.¢NO,) dissolvido em 100mL de
acetona nas concentracdes apresentadas na tabela 5 (esquema 13). Na sintese A3 foi
utilizado dioxano como solvente no lugar da acetona. O produto obtido foi filtrado, lavado
com agua desoxigenada pH 5,0 (adicdo de algumas gotas HCI 0,1M), para eliminar grupos
xantato que néao foram esterificados, com &dgua desoxigenada gelada, etanol gelado e éter
etilico gelado. O xantato de celulose de p-nitrobenzila (CelXNB) foi seco a pressao
reduzida, sob silica gel dessecante. Os produtos obtidos da sintese B4 em forma de p6
possibilitaram a formacgao de pastilhas de KBr e foram caracterizados por espectroscopia na
regido do infravermelho. O CelXNB foi caracterizado pelo grau de substituicao (GS).
Realizou-se andlise térmica por DSC de amostras de celulose, soda celulose, xantato de
celulose e xantato de celulose de p-nitrobenzila da sintese C3 para caracterizagcdo do

material de partida e dos produtos obtidos.

N\

S
CeI—O——C/
S'Na* ™~

CelX CelXNB

Cel—0O0——~C

/

S_CH2 N02

ESQUEMA 13
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4.4 Determinacao do grau de substituicao (GS) do CelXNB

O grau de substituicio (GS) é definido como o numero de grupos xantato
introduzidos em cada 100 unidades anidroglucopirandsicas da celulose. O GS é obtido a
partr da equacdo 1, em que 1,62.10° é o peso molecular de 100 unidades
anidroglucopirandsicas e nygr € 0 niumero de mols de p-nitrobenziltiol (NBT) liberados por

grama de CelXNB na reagao de aminoélise (esquema 2, pag. 3).

GS =1,62.10% nysr (1)

Quantidades pesadas de CelXNB foram colocadas em tubos de vidro. Adicionaram-
se a cada amostra 5,0mL de tampao carbonato (0,05M) pH 11,0 10% (V/V) de
etanol/aquoso e 1,0mL de solugdo aquosa de n-butilamina 1,0M. Os tubos eram selados
com septum de borracha, borbulhando-se nitrogénio por meio deste durante 10 minutos.
Agitaram-se mecanicamente os tubos a temperatura ambiente, retirando-se amostras
periodicamente com auxilio de uma microsseringa e as absorbancias foram lidas até o valor
constante a 285nm. A absortividade molar do NBT, liberado a pH 11,0 em carbonato
(0,05M) 10% (V/V) etanol/aquoso (exss) € 8,15x10°L.mol™.cm™ 6. O valor de nygr foi obtido
a partir de cada grafico do valor da absorbancia constante em 285nm versus massa de
CelXNB (anexo).

4.5 Cinética de hidrolise do CelXNB

Durante a imobilizacao de enzimas em CelXNB ocorre paralelamente o processo de
hidrélise do suporte (esquema 14). Para melhor compreensao desta reagcdo competitiva
realizaram-se cinéticas de hidrolise do CelXNB, verificando-se a influéncia da concentracéo

do tampao carbonato e a ocorréncia de hidrélise espontanea do CelXNB.

S

Y
cel-0—cZ
S—CH2—<j>rNo2 + HLO ——» Cel—OH + COS + HS—CH, NO,
Celulose
NBT
CelXNB
ESQUEMA 14

Cerca de 20mg de CelXNB C3 (GS=13,20) foram colocados em tubos de vidro.
Adicionaram-se a cada amostra 5,0mL de tampao carbonato pH 11,0 10% (V/V) de etanol,
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a concentracdes de carbonato de 0,001M, 0,01M, 0,025M e 0,05M. Os tubos eram selados
com septum de borracha, borbulhando-se nitrogénio por meio deste durante 10 minutos.
Agitaram-se mecanicamente os tubos a temperatura ambiente a 250 OPM, retirando-se
amostras de 100uL periodicamente com auxilio de uma microsseringa e as absorbancias,
A,, foram lidas a 285nm até o tempo de 9000 segundos (2,5 horas). O valor da absorbancia
apos o término da reagao, A.., foi lido a 285nm apés adi¢céo de 1,0mL de n-butilamina 1,0M
e agitacdo mecanica, até a absorbancia atingir valor constante. As constantes de pseudo
primeira ordem, k, foram calculadas a partir dos graficos de In(A. - A) versus tempo

(anexo), em que o coeficiente angular é igual a -k.

4.6 Cinética de imobilizacao da fosfatase alcalina em CelXNB

A reacao de imobilizacdo da fosfatase alcalina em CelXNB foi acompanhada
cineticamente pelo aparecimento do produto p-nitrobenziltiol (NBT) em 285nm (esquema
15).

S
Cel—o—cf /S
S—CHQONOZ + NH—Enz ——— Cel—=0—C_ + HS—CH, NO,
NH—Enz
enzima
CelXNB enzima imobilizada NBT

ESQUEMA 15

Uma massa de 50,55mg de CelXNB C3 (GS=13,20) e uma solugao de 20,47mg de
fosfatase alcalina em 50,0mL de tampao carbonato pH 11,0 (0,05M) 10% (V/V) de
etanol/aquoso foram colocadas em um tubo de vidro selado com um septum. Borbulhou-se
nitrogénio durante 10 minutos e colocou-se o tubo sob agitagdo mecanica a 250 OPM, a
temperatura ambiente. Amostras de 100uL foram retiradas com auxilio de uma
microsseringa periodicamente e a absorbancia A; medida a 285nm. Apds 14 horas
adicionou-se 10mL de n-butilamina 1,0M, acompanhando-se a absorbancia até valor
constante. Este valor foi considerado como A.. O produto da reacdo foi separado por
filtracdo, lavado em abundéncia com tampéao TRIS-HCI pH 8,0 (0,01M), seco com auxilio de

secador e a vacuo sob silica gel dessecante. A enzima imobilizada foi armazenada sob
refrigeragao a -20°C.
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4.7 Imobilizacao da fosfatase alcalina

Massas previamente pesadas de CelXNB C3 foram colocadas em tubos de vidro,
adicionando-se 5,0mL de solugdo de fosfatase alcalina 1,0g.L™" em tampéo carbonato pH
11,0 (0,05M) 10% (V/V) etanol/aquoso. Vedaram-se os tubos de reacdo com septo de
borracha, borbulhando-se nitrogénio gasoso no meio reacional durante 10 minutos. A
reacao (esquema 15, pag. 27) durou 15 horas sob agitagdo mecanica a 250 OPM. Apds
este periodo, observou-se a absorbancia da solucdo em 285nm, verificando-se a
concentracdo de NBT liberado durante a imobilizacdo. Adicionou-se ao tubo reacional
1,0mL de solugéo aquosa de n-butilamina. 1,0M, reagindo os grupos éster restantes do
CelXNB, e acompanhando a absorbancia até valor constante. Este valor foi considerado
como A.. A enzima imobilizada foi lavada com tampao TRIS-HCI pH 8,0 (0,01M) em

abundancia, seca com secador e a vacuo sob silica gel dessecante.

4.8 Determinagao da absortividade molar do p-nitrofenol em tampao TRIS-HCI
pH 8,0 (0,01M)

O acompanhamento das cinéticas enzimaticas da fosfatase alcalina foi realizado em
tampao TRIS-HCI pH 8,0 (0,01M) por meio do aparecimento do p-nitrofenol em 400nm
(esquema 4, pag.3). Para estas condigcdes experimentais, primeiramente determinou-se a
absortividade molar do p-nitrofenol, de forma a permitir a quantificacdo das cinéticas
enzimaticas.

Assim, em um balao volumétrico de 100mL, preparou-se uma solucao estoque de p-
nitrofenol com concentragao igual a 1,0.10*M em tampéo TRIS-HCI pH 8,0 (0,01M).

Diluicbes para as seguintes concentragdes foram realizadas: 1,0.10°M, 3,0.10°M,
5,0.10°M, 7,0.10°M, 1,0.10°M, 3,0.10°M, 5,0.10°M, 7,0.10°M e 1,0.10*M. A absorbancia
em 400nm para cada uma das diluicdes foi medida em triplicata. A absortividade molar do

p-nitrofenol, €400, foi calculada a partir do grafico de absorbancia em 400nm versus

concentracao de p-nitrofenol, em que &40 € 0 coeficiente angular, a pag. 49.

4.9 Influéncia da concentracao do substrato na atividade enzimatica (v,) para a
fosfatase alcalina em solugao
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Para caracterizagao da cinética enzimatica da fosfatase alcalina em solugao obteve-
* seacurva de atividade enzimatica, v,, versus concentragao do substrato, a 25°C.

Preparou-se uma solugéo estoque de fosfatase alcalina de 2,50.10'mg.mL" em
tampao TRIS-HCI pH 8,0 (0,01M) e uma solugcao estoque do substrato p-nitrofenilfosfato
dissdico de 2,95.10°M em tampao TRIS-HCI pH 8,0 (0,01M). As demais concentracoes de
substrato foram obtidas por diluicdo da solugao estoque.

As concentracbes finais de substrato na cubeta foram de: 2,36.10°M, 4,73.10"M,
1,18.10°M, 1,66.10°M, 2,36.10°M, 7,09.10°M, 1,18.10°M, 1,66.10°M, 2,36.10°M,
1,18.10*M e 2,36.10™M. A concentracéo final de enzima na cubeta foi de 5,00.10°mg.mL".

Acompanhou-se espectrofotometricamente a cinética enzimatica por intermédio do
aparecimento do p-nitrofenol em 400nm. Foram colocados na cubeta 2,0mL de substrato e
500uL de solugao estoque da enzima. As velocidades iniciais foram medidas pelo
coeficiente angular da curva absorbancia em 400nm versus tempo durante os 10 segundos
iniciais da cinética, equivalente a um tempo na qual o consumo do substrato € inferior a 5%
da concentracao inicial. Todas as cinéticas forneceram linhas retas nesse periodo inicial. As
medidas foram realizadas em ftriplicata, sendo a média o valor da velocidade inicial v,. Os
valores da constante de Michaelis-Menten, Ky, e da velocidade maxima, vmsx, foram obtidos
a partir do grafico do reciproco de v, versus reciproco da concentragao de substrato, a pag.

o1,

4.10 Influéncia da concentracao de fosfatase alcalina em solucao na atividade

enzimatica

Continuando a caracterizacao da fosfatase alcalina em solugdo, obteve-se a curva
de atividade enzimatica, v,, versus concentracao de fosfatase alcalina, com as medidas
realizadas a 25°C.

Preparou-se uma solucdo estoque de fosfatase alcalina de 1,04.10"g.L"" em tampéo
TRIS-HCI pH 8,0 (0,01M) e uma solucao estoque do substrato p-nitrofenilfosfato dissédico
de 2,5.10% M em tampéo TRIS-HCI pH 8,0 (0,01M). As demais concentragdes de enzima
foram obtidas por diluicdo da solucéo estoque.

As concentracbes finais de fosfatase alcalina na cubeta foram de 2,08.10%g.L",
8,32.10%g.L", 1,25.10%g.L", 2,08.10°%g.L", 8,32.10°%g.L", 1,25.10%g.L", 1,66.10%g.L" e
2,08.10%g.L™". A concentragéo final de substrato foi de 2.10™ M.

As cinéticas enzimaticas foram acompanhadas espectrofotometricamente por meio
do aparecimento do p-nitrofenol em 400nm. Foram colocados na cubeta 2,0mL da solugao
estoque de substrato e 500uL de solugao da enzima. As velocidades iniciais foram medidas
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pelo coeficiente angular da curva absorbancia em 400nm versus tempo durante os 10
segundos iniciais da cinética, equivalente a um tempo em que o consumo do substrato é
inferior a 5% da concentracao inicial. Todas as cinéticas forneceram linhas retas nesse
periodo inicial. As medidas foram realizadas em triplicata, sendo a média o valor da
velocidade inicial v,. Obteve-se a curva v, versus concentracdo de fosfatase alcalina, a pag.
54,

4.11 Influéncia da concentragao de fosfatase alcalina imobilizada na atividade
enzimatica

Em um sistema de fluxo continuo (figura 11), 20,0mL de substrato em uma
concentracdo de 2,0.10™*M foram colocados no tubo de reacdo. A temperatura durante a
reacao foi mantida foi mantida a 25°C. Massas previamente pesadas de enzima imobilizada
foram adicionadas ao tubo de reacéo, seguindo-se de agitagao e registro da absorbancia
em 400nm. As velocidades iniciais foram medidas pelo coeficiente angular da curva
absorbancia em 400nm versus tempo durante os 10 segundos iniciais da cinética,
equivalente ao tempo em que o consumo do substrato é inferior a 5% da concentragéo

inicial. Todas as cinéticas forneceram linhas retas nesse periodo inicial.

— 1
1

BP |7

E e

BT

——

) =

Figura 11 - Esquema experimental do sistema de fluxo continuo para acompanhamento das
cinéticas de reagdo. A: agitador mecanico, BP: bomba peristaltica, BT: banho
termostatizado, C: computador, E: espectrofotbmetro e R: vidraria de dupla
parede para reagao.
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4.12 Influéncia da reutilizagao da enzima imobilizada na atividade enzimatica

Em um sistema de fluxo continuo (figura 11, pag. 30), 20,0mL de substrato em uma
concentragdo de 2,0.10*M foram colocados no tubo de reacdo. A temperatura durante a
reacao foi mantida a 25°C. Uma amostra de 21,52mg de enzima imobilizada foi adicionada
a reagao, registrando-se o aparecimento do p-nitrofenol continuamente em 400nm. Apés
uma determinacgao, filirava-se a enzima imobilizada lavando-a com tampao TRIS-HCI pH
8,0 (0,01M) em abundancia. A amostra era secada e realizava-se uma nova determinagao
de atividade. Entre duas determinagbes consecutivas, limpava-se e secava-se 0 sistema
experimental (mangueiras, vidraria e cubeta de fluxo). Apds a sexta determinagao, a enzima
imobilizada permaneceu guardada sob refrigeragao a —20°C durante 12h. As velocidades
iniciais foram medidas pelo coeficiente angular da curva absorbancia em 400nm versus
tempo durante os 10 segundos iniciais da cinética. Realizaram-se doze determinagoes,

verificando-se a influéncia da reutilizagcao da enzima (Fig. 24, pag. 53).

4.13 Influéncia da concentracao do substrato na atividade enzimatica (v,) para
a fosfatase alcalina imobilizada

Em um sistema de fluxo continuo (figura 11), 20,0mL de substrato em tampao TRIS-
HCI pH 8,0 (0,01M) nas seguintes concentragdes foram utilizados no tubo de reagao:
1,18.10°M, 1,66.10°M, 1,18.10°M, 1,66.10°M, 1,18.10*M e 2,36.10*M. A temperatura
durante a reagao foi mantida a 25°C. Uma amostra de 30,56mg de enzima imobilizada foi
adicionada a reacao, registrando-se o aparecimento do p-nitrofenol continuamente em
400nm. Entre duas determinagcbes consecutivas, limpava-se e secava-se 0 sistema
experimental (mangueiras, vidraria e cubeta de fluxo), filirava-se a enzima imobilizada
lavando-a com tampao TRIS-HCI pH 8,0 (0,01M) em abundancia. A amostra era secada e
realizava-se a determinagcdo seguinte. As velocidades iniciais foram medidas pelo
coeficiente angular da curva absorbancia em 400nm versus tempo durante os 10 segundos
iniciais da cinética.

Todas as cinéticas forneceram linhas retas neste periodo inicial. O valor da
constante de Michaelis-Menten, Ky, e da velocidade maxima, vns, para enzima imobilizada
foram obtidos a partir do grafico do reciproco de v, versus reciproco da concentragéo de
substrato, a pag. 51.
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5 - Resultados e Discussao

5.1 Calculo do grau de substituicao (GS) do CelXNB

Para caracterizagao do éster xantico de celulose e avaliagao das sinteses realizadas
calculou-se o grau de substituicdo dos CelXNB das sinteses A1, A2, A3, A4, B1, B2, B3, B4,
B5, B6, B7, C1, C2 e C3.

A reacao entre CelXNB e n-butilamina da origem ao sélido celulose tionocarbamato
(CelTCB) e liberam em solugéo p-nitrobenziltiol (NBT) (esquema 2, pag. 3). Logo, pode-se
calcular o GS do CelXNB determinando-se o nimero de moléculas de NBT liberadas por
100 unidades anidroglucopirandsicas de celulose (equagdo 1, pag. 26). Teoricamente, o
valor maximo de GS é 300, que ocorre em caso de substituicao total das trés hidroxilas de
cada uma das 100 unidades anidroglucopirandsicas.

Determinou-se espectrofotometricamente a concentragdo de p-nitrobenziltiol (NBT),
pois este composto apresenta absortividade molar, &g, de 8,15.10°L.mol".cm™ em 285nm
(figura 12), em solugao pH 11,0 tampéao carbonato (0,05M) 10% (V/V) etanol/aquoso®.

O método de determinagdo do GS através da reacdo de amindlise apresenta
concordancia com os métodos de determinagdo de GS por espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear e por analise do teor de enxofre'®.

1,5 T T M 1

1,0

Absorbéancia
=
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T
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L 1 "
300 350 400
Comprimento de onda, nm

Figura 12 — Espectro na regiao do UV do p-nitrobenziltiol em solugdo pH 11,0 tampéao
carbonato (0,05M) 10% (V/V) etanol/aquoso



- Resultados e Discussao 33

Para uma amostra de CelXNB de massa m reagindo com n-butilamina séo liberados
nr mols de NBT no tubo de reagao. Obtendo-se valores de n; para diversas amostras de
CelXNB de diferentes massas m calcula-se nygr, pois nygr=Ant/Am. Pela lei de Lambert-

Beer, a absorbancia Ar no tubo de reagao é

A =D.6,55.[NBT] = D5 1T @
z
onde,
Ar = absorbancia no tubo de reacao
b = caminho 6tico
€085 = absortividade molar do p-nitrobenziltiol em 285nm
[NBT] = concentracao de p-nitrobenziltiol no tubo de reagéao
Vr = volume no tubo de reagao

Das condicOes experimentais, Ar=An=Azss.Vo/ Vm. Substituindo esta relagdo em (2) e

isolando-se nt obtém-se a equacao 3.

V..V,
Ny =|—1Ye A, (3)
D.62g5-Vin

onde,
An = absorbancia na microsseringa
Asgs = absorbancia em 285nm
Ve = volume na cubeta
Vi = volume na microsseringa

Substituindo a equagéo 3 na definicao de nysr obtém-se a equacéo 4.

Ngr = Any _(_V7V, . AA 5 ()
Am | D&V, )\ AM

em que,
AAsggs - . - L

= coeficiente angular do grafico absorbancia em 285nm versus variacdo de massa

Am

de CelXNB

A partir da regresséo linear dos graficos de absorbancia em 285nm versus massa de
CelXNB foram obtidos os valores de AAsgs/Am, calculando-se nygr € GS. Em todos os
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experimentos b=1,0cm, eg5=8,15.10°L.mol".cm™ e V1=6,0mL. Na figura 13, apresenta-se o
gréfico de absorbancia em 285nm versus massa de CelXNB da sintese A1. Os demais
gréficos de absorbancia em 285nm versus massa de CelXNB para cada uma das sinteses
realizadas estao apresentados no anexo (graficos 1 a 14).

Considerando a definicdo de grau de substituicdo da literatura'®, GS=1 para uma
hidroxila substituida por unidade anidroglucopiranésica de celulose, GS=2 para 2 hidroxilas
substituidas e GS=3 para todas as 3 hidroxilas substituidas, e que os valores de GS na
literatura obtidos para xantato de celulose variam entre 0,2 e 1,2 (tabela 3, pag. 13)"*, o
rendimento maximo esperado para a sintese do CelXNB é de GS=1,2. Isto corresponde a
1,2 hidroxila substituida por unidade monomérica da celulose. Utilizando a definicao de GS
do CelXNB, este valor de GS é de 120, isto é, em cada 100 unidades monoméricas de
celulose ha 120 grupos xantato introduzidos na celulose. Neste trabalho, o valor maximo
obtido de GS do CelXNB foi de 13,20 (tabela 6, pag. 35), encontrando-se na literatura o
valor maximo GS do CelXNB de 22 *°.

15 s — — . T . 7
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0 5 10 15 20 25 30 35
nassa, Ny

Figura 13 - Diagrama de absorbancia em 285nm versus massa de CelXNB da sintese A1
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A tabela 6 apresenta GS, nngr, AAsss/Am, V; e Vp, para as sinteses realizadas.

' Tabela 6 - Valores de GS, nygt, AAsgs/Am, V; e V,,, de CelXNB das sinteses realizadas

Sintese GS 10°.nNgT, moOl.g”  AAggs/Am, g V,, mL Vi, uL

= Al 354 21849 49,464 3,0 — 500

| 7,09 49797 o VERRESRT e ol 300
B A3 0,95 5,8589 10,977 2.9 400
T T 500

076 47206 10687 30 500

i0j58: 1 0 SRR 00

072 10029 30 500
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5.2 Variagcao das condicoes de sintese do CelXNB

Estudou-se a variacao das condi¢oes de sintese do suporte CelXNB no intuito de
obté-lo com diferentes morfologias e graus de substituicao (GS). Na tabela 7, pag. 36,
apresentam-se as condi¢cOes experimentais de concentracdo de NaOH na obtencdo do
CelNa, solvente e tempo de maturagcdo na obtencdo do CelX, e os resultados de grau de
substituicdo e morfologia do CelXNB.
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Tabela 7 — Concentragao de NaOH na obtencao do CelNa, solvente e tempo de maturagdo
na obtengéo do CelX, GS e morfologia do CelXNB das sinteses realizadas

Sintese CelNa CelX GS Morfologia do
[NaOH], Solvente Maturagao, h CelXNB
M (% m/V)
A1l 45 18 acetona fibras pulverizadas
20 8 .
N 2,0 | 8 tecido
PA gy 5 tecido
B1 2,0 8 B tecido
2,25 9 o Ieqde.
25 10 _ tecido e fibras -
275 11 ;_ fibras
3,0 12 _ fibras e fibras
pulverizadas
13 24 . fibras pulverizadas
| 14 _ 24 fibras pulverizgaés

. 8. acelona = bt tecido

acetona 9,83 tecido e fibrés

5.2.1 Influéncia da concentracdo de NaOH da reagdo de mercerizacdo na
morfologia do CelXNB

As morfologias obtidas dos CelX e dos CelXNB sintetizados foram iguais, sofrendo
influéncia da reacdo de mercerizagdo, etapa i (esquema 1, pag. 2), e da reacao de
xantacao, etapa ii (esquema 1). Comparando-se as sinteses, observou-se uma mudanca
significativa quanto a morfologia do produto (tabela 7, pag. 36 e figura 14, pag. ), passando
de tecido a fibras pulverizadas com o aumento da concentracao de NaOH na etapa i do

esquema 1, a pag. 2.
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Para as sinteses realizadas sob as mesmas concentragées de NaOH na etapa i do
‘esquema 1 (pag. 2), observa-se a mesma morfologia, como, por exemplo, em A2, A3, A4,
Bl1e C1a2,0M de NaOH com o CelXNB na forma de tecido, B3 e C2 a 2,5M de NaOH, na
forma de tecido e fibras, e BS e C3 a 3,0M de NaOH, na forma de fibras e fibras
pulverizadas (tabela 7, pag. 36).

A medida que se aumenta a concentracdo de NaOH na reagdo de mercerizagdo
(etapa i, esquema 1, pag. 2), passa-se de tecido a fibras soltas do tecido, com comprimento
das fibras da ordem de centimetros. Aumentando-se mais a concentracédo de NaOH, passa-
- se de fibras a fibras pulverizadas, com comprimento das fibras da ordem de milimetros. Na
figura 14, apresenta-se o grafico do grau de substituicdo do CelXNB versus concentragdo
de NaOH na obtencdo da soda celulose para as sinteses realizadas, com as diferentes
morfologias obtidas.

‘ As concentragdes nas quais houve uma mistura de morfologia de produto (2,5 e
3,0M) foram consideradas como limites das transi¢des de morfologia. Observa-se que esta
transicdo é gradual & medida que se aumenta a concentragdo de NaOH, n&o ocorrendo de

maneira abrupta.

[NaOH], % m/V

8 10 12 14 16 18
15 g T . T s T v T E T : T
A
Grau de l 'l v :;
Substituicio ] | | ¢ A3
+ A4
| B1aB7
10 - .} ‘ ® C1acC3 |
l | ]
®
| |
57 -
TEC 1DO ) FIBRAS | FIBRAS &
PUL VERIZADAS
ﬁ | | - " L = -
0 ¥ T L T i T E T i T
1:5 20 2.5 3,0 3.5 4,0 4,5

[NaOHL M

Figura 14 - Diagrama GS versus concentracdo molar de NaOH na obtengdo de soda

celulose para as sinteses realizadas

Comparando os resultados (figura 14) com a literatura (figura 6, pag. 9)"", nota-se

que a transi¢do de morfologias encontradas para o CelXNB apresenta concordancia com a
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transicao de fases para a mercerizacao da celulose. Abaixo de 2,5M, o tecido mantém suas
caracteristicas originais, pois a concentragdo de NaOH é suficiente apenas para que haja
expansao intermicelar da celulose, afetando majoritariamente as regides amorfas da
celulose. Portanto, na reacdo de xantagao (etapa ii, esquema 1, pag. 2), praticamente
apenas as regides amorfas do polimero estardo disponiveis para a reagao, nao alterando
significavamente a morfologia do produto.

Na faixa entre 2,5 e 3,0M de NaOH, ocorre a transicao de celulose | para celulose I,
provocando mudancas na fase cristalina do polimero e resultando em mudangas na
morfologia do produto final ' '°. Nesta faixa, & medida em que se aumenta a concentracao
de NaOH, ocorre um aumento de celulose |l, que apresenta maior reatividade que a
celulose | por causa de sua estrutura cristalina expandida (figura 7, pag. 10)".
Consequientemente, a reagdo de xantagdo ocorrera em uma porgdo maior de celulose,
provocando diminuigdo do peso molecular médio do polimero e mudanc¢as de morfologia do
produto.

Acima de 3,0M, as regides cristalinas que tiveram acesso ao reagente transformam-
se em celulose Il, disponibilizando maior quantidade de celulose para a reagao de xantagéao.
Com o decréscimo do peso molecular ocasionado pela reagédo de xantagao, o produto
obtido torna-se cada vez mais pulverizado quando se aumenta a concentragédo de NaOH "
13-

Na sintese A1, a concentragdo de 4,5M, a celulose foi totalmente solubilizada
durante a reagdo de xantacéo, formando viscose. Para reprecipitagao da celulose, o meio
reacional foi acidificado a pH 6,0 com algumas gotas de HCI 0,1M. O produto na forma de
fioras pulverizadas foi separado por filtragdo a vacuo, lavado com tampéao fosfato pH 8,0,

etanol e éter etilico. Nas demais sinteses nao houve solubilizagéo total da celulose.

5.2.2 Influéncia do solvente no grau de substituicdo do CelXNB

O grau de substituicdo do CelXNB é uma estimativa da eficiéncia global da sintese
do CelXNB e depende dos rendimentos de cada uma das trés etapas da sintese deste
composto. Portanto, as condigdes de cada uma das reagoes influenciam diretamente no GS
do CelXNB'",

Variou-se 0 solvente nas sinteses, observando-se diferengas significativas de GS.
Quando dissulfeto de carbono foi adicionado a reacéo sem a presenga de solvente organico
observou-se um sistema trifAsico composto pela soda celulose (s6lido), a solugdo aquosa
de NaOH (liquido) e o dissulfeto de carbono (liquido), que é imiscivel com a agua. Ao se
agitar mecanicamente o meio reacional, ocorre a formagao de uma emulsao entre a solugao
aquosa de NaOH e CS,, seguida de reagado com o sélido.
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Ao se dissolver dissulfeto de carbono em acetona ou dioxano e, em seguida,
adicionar ao meio reacional, observou-se a formagao de somente duas fases, a fase liquida
constituida pela solugdo de NaOH, solvente e CS,, e a fase sélida, a soda celulose. Ocorre
portanto maior contato do CS, com a soda celulose quando o reagente € dissolvido em um
solvente organico.

As sinteses realizadas sem dissolugdo do CS, em solvente organico (A4, B1 a B7)
apresentaram menores valores de GS (GS<1) comparando-se com as sinteses realizadas
com acetona (A1, A2, C1 a C3) na reagdo de xantagdo (GS>1) (tabela 7, pag. 36 e figura
14, pag. 37). Esta diferenga € influenciada pela diminuigdo da interacdo do reagente CS,
com a soda celulose na auséncia de solvente organico.

Comparando-se A2 (acetona, GS=7,09) com A3 (dioxano, GS=0,95), apesar de
apresentarem na reacao de xantacao apenas duas fases, houve diferenca significativa de
GS. Esta diferenga surge da influéncia do solvente nas reacbes de xantacao (etapa ii,
esquema 1, pag. 2) e esterificagdo (etapa iii, esquema 1, pag. 2) em que a polaridade do
solvente é importante. Solventes apréticos com maior polaridade tém maior capacidade de
solvatacdo de céations, catalisando reacdes de substituicdo nucleofilica Sy2%°. A reacéo de
esterificagdo (etapa iii, esquema 1, pag. 2) apresenta carater Sy2, sendo influenciada pela
polaridade do solvente®. Como a acetona & um solvente polar aprético de maior polaridade

que o dioxano, a diferenga de GS entre as sinteses A2 e A3 sofre influéncia do solvente®.

5.2.3 Influéncia da maturagdo no grau de substituicdo do CelXNB

O processo de maturagao apos a sintese do xantato de celulose (CelX) constitui-se
em manter o meio reacional sem agitacdo por um periodo de tempo apés o término da
reacdo. Utiliza-se este processo na industria para se obter maior homogeneidade do
produto com relagdo a distribuicdo de peso molecular médio e tamanho de fibra'. Durante
este periodo, as reagbes de xantagdo e desxantacdo acontecem devido a reacdo de
equilibrio, conforme o esquema 5, a pag. 14.

Como o agente de xantagdo CS,.H,O sofre hidrélise, formando ions
biditiocarbonatos, sua concentragdo diminui com o tempo, deslocando o equilibrio no
sentido da desxantagéo'" '*. Portanto, nas sinteses em que houve maturacédo do CelX (B1 a
B7), houve tempo para que ocorresse desxantacéo, além de sofrer a influéncia de um meio
reacional com trés fases, resultando em um menor GS em comparagdo com as sinteses
que nao sofreram processo de maturagao.

Observa-se que, mesmo havendo diferengas na concentragdo de NaOH na reagao
de mercerizagao, ndo houve diferengas significativas de GS entre as sinteses de B1 a B7,
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obtendo-se GS na faixa de 0,4 a 1 (tabela 7, pag. 36 e figura 14, pag. 37), evidenciando um
resultado da desxantacao do CelX.

5.2.4 Influéncia da concentracdo de NaOH da reacao de mercerizagao no grau de
substituicao do CelXNB

A reacao de mercerizagao (etapa i, esquema 1, pag. 2) depende da concentragao de
NaOH como se observa na figura 6, a pag. 9, e determina a morfologia do produto final.
Evitando-se a desxantacao na reacdo de xantagcdo e otimizando-se a reagdo de
esterificagdo, o passo fundamental para obtengdo de CelXNB com maior GS é o controle da
reacao de mercerizacao.

Acima das concentragbes de NaOH na reagdo de mercerizagdo que levam a
solubilizagdo da celulose na reacdo de xantagdo (etapa ii, esquema 1, pag. 2), ha a
necessidade de reprecipitacdo da celulose por meio de acidificacdo do meio reacional para
se separar 0 CelX, acontecendo desxantagao do produto e ocasionando uma diminuigao do
rendimento da reagdo. Comparando-se A1 ([NaOH]=4,5M e GS=3,54), onde houve
formacéo de viscose, com A2 ([NaOH]=2,0M e GS=7,09) observa-se menor valor de GS
para A1 devido a necessidade de se acidificar o meio reacional para a obtengao do produto.

Ha portanto uma concentracao limite de NaOH em que o rendimento da reagao de
xantagao diminui, pois ocorre formagao de viscose e, para se isolar o produto, acidifica-se o
meio reacional levando a desxantagao do CelX.

Comparando-se sinteses realizadas sob condicdbes semelhantes, obteve-se GS
muito préximos. Este é o caso das sinteses A2 (GS=7,09) e C1 (GS=6,11), e de A4
(GS=0,65) e B1 (GS=0,76) (tabela 7, pag. 36).

Abaixo da concentragdo em que ocorre a formacao de viscose, evitando-se a
desxantacao do CelX e realizando-se a sintese com acetona, verificou-se que o grau de
substituicdo apresenta uma relagdo com o diagrama de transicdo de fases da celulose de
algodao (figura 6, pag. 9). Nas sinteses C1, C2 e C3, com o aumento da concentracéo de
NaOH observou-se um aumento linear do GS na regiao entre 2,0 e 3,0M de NaOH (figura
14, pag. 37) com a relagao (5) entre GS e concentragao molar de NaOH.

GS = -8,01+7,09.[NaOH],  se 2,0M = [NaOH] = 3,0M (5)

Na regiao entre 2,0 e 3,0M ocorre a transicéo de fases da celulose | para celulose I
e quanto maior a concentragdo de NaOH maior a quantidade de celulose Il e maior 0
rendimento da regiao de xantagao.
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Nao ocorrendo desxantagdo, o rendimento da reagdo de esterificagéo (etapa iii,

esquema 1, pag. 2) é diretamente proporcional a quantidade de grupos xantato inseridos na
reacdo de xantacgao.

5.3 Caracterizacao das modificacoes estruturais por espectroscopia na regiao
do infravermelho

Foram obtidos espectros de infravermelho para amostras de celulose, soda celulose,
xantato de celulose, xantato de celulose de p-nitrobenzila e celulose tionocarbamato da
sintese B4 (figura 15, pag. 42). Os compostos analisados apresentaram espectros distintos
entre si, caracterizando que ocorreu modificagao estrutural apds as reagoes.

A celulose e seus derivados apresentam bandas largas entre 3700 e 3100cm™’,
regiao de estiramento O—H. Nao se definem picos estreitos de hidroxilas devido a natureza
polimérica da celulose e das ligagdes de hidrogénio intermoleculares e intramoleculares '
'®. Ao se transformar a celulose em soda celulose (CelNa), ocorre uma alteragéo
significativa nesta regiao do espectro, devido a substituicdo de parte das ligagcoes
covalentes O—H pela ligacao i6nica O'Na".

Apoés a reacao de xantacdo, observa-se no espectro do xantato de celulose (CelX),
na regido entre 3700 e 3100cm™, um padrao semelhante ao espectro da celulose. Isto se
deve a volta das hidroxilas nas posi¢des ndo substituidas pelos grupos xantato.

Os compostos que contém C=S nao sao faciimente identificados por infravermelho
como os compostos carbonilicos (C=0). Em muitos casos, a ligagdo C=S ocorre na regiao
de 1200 a 1000cm™, ficando muito dificil de se diferenciar das ligagdes C—O e C-C. Um
ndmero muito pequeno desses compostos foi estudado de maneira sistematica por
infravermelho.

A freqiéncia C=S assinalada para varios compostos deve ser aceita com alguma
reserva, pois varias alteragdes podem ocorrer com a mudancga do substituinte® ?’. Para a
tiobenzofenona, o dimetiltiocarbonato e o acido ditioacético, C=S aparece com um sinal
forte em 1230cm™. Para o tiofosgénio, este valor cai para 1121cm™, devido a substituicio
por dois cloros e na tioacetamida esse sinal surge em 1310cm™. %27

No caso das tioamidas, 8 C=S tem sido assinalada na vasta regido de 1400 a
1000cm™, dependendo dos substituintes. No etilxantato de etila, aparece uma banda forte
em 1220cm’, para o etilxantato de fenila em 1270cm™, para o etilxantato de p-nitrobenzila
em 1450cm™, e para o etilxantato de 2,4-dinitrofenila em 1520cm™. 6%’

Para os ésteres xanticos de celulose, o sinal C=S aparece junto aos sinais C-O do

anel da anidroglucopiranose, dificultando sua melhor identificagdo. Para caracterizagao
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inequivoca dessa ligacdo faz-se necessario o uso de técnicas de RMN °C de soélidos

CP/MASS/TOSS'™.

~ AN
o ~—”
B Cel
B s G @IN 2
e G @ 1X
B CelXNB .
----------- CelTCB
s i | L 1 L i i | L 1 L |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Nimero de onda, cm™

Figura 15 - Espectros de infravermelho da celulose, soda celulose, xantato de celulose,

Xantato de

celulose de p-nitrobenzila e celulose tionocarbamato da sintese B4
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5.4 Analise térmica de celulose e derivados por calorimetria exploratéria
diferencial (DSC)*

Foram obtidas curvas DSC para amostras de celulose, soda celulose, xantato de
celulose, xantato de celulose de p-nitrobenzila e celulose tionocarbamato da sintese C3
(figura 16). Essas curvas apresentaram conformacgdes distintas entre si, caracterizando as
modificagdes estruturais dos compostos analisados.

N&o se observa transicao vitrea nem fusdo polimérica para as amostras analisadas,
caracterizando que as amostras de tecido (celulose) ndo apresentaram misturas com outras
fibras poliméricas tais como polietileno tereftalato (poliéster) ou nailons.

Verifica-se estabilidade térmica até 270°C para os compostos Cel e CelXNB, 230°C
para CelNa e CelTCB e 210°C para CelX, caracterizando intervalos de temperatura para
utilizacdo dos materiais sintetizados.

Para valores maiores de temperatura, as curvas DSC apresentam picos exotérmicos

originados pela decomposi¢do oxidativa dos compostos analisados.

50 T T ' ! ’ I l I
DSC,
mW
Cel
e G eIN a
p11 3 E— — G elX
CelXNB
—— CellCB
A I
o
<
=
10
0 L
: 100 4 200 e

Temperatura, °C

Figura 16 — Curvas DSC das amostras de Cel, CelNa, CelX, CelXNB e CelTCB da sintese
C3
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5.5 Cinética de hidrélise do CelXNB

A reacao de hidrélise do CelXNB (esquema 14, pag. 26) compete com a
imobilizacao de enzimas neste suporte (esquema 15, pag. 27).

Para melhor entendimento da imobilizagdo da fosfatase alcalina estudou-se a reagéao
de hidrélise do suporte CelXNB C3, com o maior GS obtido (GS=13,20). A reacao foi
realizada em 4 concentragbes diferentes de tampao carbonato pH 11,0 10% (V/ V)
etanol/aquoso, com acompanhamento cinético por intermédio do aparecimento do NBT em
285nm.

As constantes de pseudo primeira ordem (k") foram calculadas dos graficos
In(A.—A;) versus tempo, em que A, e A; sdo as absorbancias nos tempos infinito e t
qualquer, respectivamente. Na figura 17, mostra-se o grafico In(A.— A;) versus tempo para
a concentragao de 0,050M de tampéao, encontrado-se anexos os demais graficos (graficos
15 a 18). As hidrélises espontaneas do CelXNB nao foram estritamente de primeira ordem,

resultado semelhante a literatura' 2.

0,49

* [Na,C0,]=0,050M

1=0,9942

In(A= — Ay

0 2000 4000 6000 8000 10000
tempo, S

Figura 17 - Diagrama In(A.—A,) versus tempo, em segundos, da hidrélise do CelXNB C3 em
tampao carbonato pH 11,0 (50,0mM) 10% (V/V) etanol/aquoso
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Apbs um rapido aumento inicial da absorbancia (até 1000s), ocorre um processo
mais lento comparando-se com o valor da absorbancia tedrica calculada do GS.
Cineticamente, o processo pode ser descrito por meio do esquema 16, onde k'>>k”, A’ e A”

sao dois grupos xantato com reatividades diferentes.

k'
Al —
CelXNB ——— ——pe: NBT
K"
A" 3

ESQUEMA 16

A absorbancia observada A; em um dado tempo é dada pela equacao 6. O termo
A = A, . e*! decresce muito mais rapido do que A” = A”, . ¥, Do gréfico de In(A.. - A)
versus tempo obteve-se k” e A”,. Calculando-se o termo A” = A”, . €', pode ser
construido um grafico de InA’ versus tempo, obtendo-se k’ da inclinacdo e InA’, do

intercepto’® '°.

At = Aoo- A1 _ Au = At — Aoo‘ A’o ) e-k’.t _ A”o ) e~k".t (6)

Devido a pequena quantidade de medidas na regido inicial da cinética (até 1000s),
nao foi possivel calcular o valor de A’ para se obter k' e A’,.

Na tabela 8, apresentam-se os valores experimentais de k” e A”, / A. para cada
concentracao de tampao carbonato. Observou-se a partir da relagdo A’ / A. que a reagao

mais lenta corresponde em média a 99,2% da absorbancia infinita.

Tabela 8 - Valores experimentais da constante velocidade de hidrolise observada (k”) e
relacado A”, / A, do CelXNB C3 em tampao carbonato pH 11,0 10% (V/V)

etanol/aquoso a varias concentracoes de carbonato

[Na,CO3J, M 05K, 5 A TA
0,001 1,6306 0,9950
oolg . ' 0,9908
0,025 30832 0,910

10,050 7,5029

913
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Figura 18 - Diagrama da constante de velocidade de hidrélise observada (k) do CelXNB C3
versus concentracao de tampao carbonato pH 11,0 10% (V/V) etanol/aquoso

Observa-se na figura 18 que existe uma relagao linear entre k” e [Na,CO;] na regiao
estudada, sob a forma da equagao 7, com o tampao atuando como catalisador da reacao
de hidrélise do CelXNB.

K” = Kesp + Ktampao- [Na2COs] 4]

A inclinagdo do gréfico da figura 18 fornece a constante de catalise do tampao,
kiampzo, € €Xtrapolando a concentragdo zero de tampao, obtém-se a constante de hidrélise
espontanea do CelXNB, k.sp, Nessas condigdes experimentais.

Os valores experimentais obtidos para estas constantes foram kesp = 1,41.1 0%'e

kiampao = 1,18.10%.s".M", e, substituindo-os na equagéo 7, obtém-se a equagéo 8.

k'"'=1,41.10"° +1,18.10™.[Na,CO,] 8)

Comparando com resultados da literatura, os etil xantatos apresentam hidrélise de
primeira ordem, o que indica apenas um mecanismo de hidrélise, enquanto os xantatos
derivados de celulose, tais como, xantato de celulose de p-nitrobenzila (CelXNB) e xantato
de celulose de 3,5-dinitrofenila (CelXDNF), apresentam estes dois processos paralelos de
hidrélise, um mais rapido e outro mais lento. Medidas de constante de velocidade mostram
que a reatividade dos ésteres xanticos de celulose com a agua é maior que a dos etil
xantatos'® %',

Estudos de RMN '*C de sélidos indicam que a hidrélise do CelXNB é muito mais

rapida nas posicoes dos carbonos 2 e 3, com constante de velocidade k', do que no
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carbono 6, com constante de velocidade k” (esquema 16, pag. 45), do anel
anidroglucopiranosico da celulose. Esta diferenca pode ser explicada pela organizagcao da
regido cibotatica da agua ao redor da celulose, em que as moléculas de agua estao
orientadas aos carbonos 2 e 3, diminuindo a entropia no estado de transicao'® ?'. Como a
hidrélise rapida ocorre nos carbonos 2 e 3, a imobilizagao de enzimas, que é uma reagao
lenta, deve acontecer preferencialmente na posicao 6 do anel.

5.6 Cinética de imobilizagao da fosfatase alcalina em CelXNB

A reacao de imobilizacao de enzimas foi acompanhada espectrofotometricamente
pelo aparecimento do NBT em 285nm (esquema 3, pag. 3). Durante esta reacdo, ocorre
paralelamente a reacdo de hidrélise do CelXNB (esquema 3, pag. 3), portanto, a
concentragao de NBT determinada € influenciada por essas duas reacoes paralelas.

A figura 19, a pag. 48, mostra-se o grafico In(A. — A, versus tempo, em tampao
carbonato pH 11,0 (0,05M) 10% (V/V) etanol/aquoso. As constantes de pseudo primeira
ordem da reagado de imobilizagcdo de enzimas foram calculadas a partir das inclinagoes
deste grafico por intermédio de regressao linear.

Observou-se nesta reagao trés comportamentos distintos. De 0 a 5min (900s), houve
um rapido aumento da concentragao de NBT, semelhante a reagao de hidrolise. Devido a
auséncia de medidas nessa regiao inicial, a constante de velocidade nao foi determinada.
Entre 5min e 2,5h (900 a 9000s, respectivamente), ocorreu uma queda de velocidade em
relagdo ao periodo inicial, de modo similar a reagao de hidrélise, apresentando constante de
velocidade kg = 5,49.10%'. Entre os instantes 2,5h e 5,5h (9000s e 19800s,
respectivamente), houve um aumento da velocidade de reacao, apresentando a constante
de velocidade kopsp = 1,89.10°s™.

Devido a caracteristica lenta tanto da reagao de hidrdlise quanto de imobilizagao, os
tempos de acompanhamento das cinéticas tornam-se demasiadamente longos. Para melhor
estudo da reacao de imobilizagao, faz-se necessario aprofundar os estudos da hidrélise do
suporte em tempos maiores de reagao e por meio de sistema de acompanhamento cinético
em fluxo.

A partir de um estudo mais aprofundado da hidrélise, poder-se-a verificar se a
catalise observada a partir de 2,5h (9000s) ocorre devido a hidrélise ou a imobilizacao da
enzima, ou a uma outra reagao paralela, como uma tidlise. A reacédo de imobilizagao
também pode ser melhor estudada por meio da variagdo da concentracdao de enzima, pela
dependéncia da constante de velocidade observada com a concentracéo de enzima.
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Figura 19 - Diagrama In(A.—A;) versus tempo, em segundos, da reagdo de imobilizagdo da
fosfatase alcalina em CelXNB C3 (GS=13,20), em tamp&o carbonato pH 11,0
(0,05M) 10% (V/V) etanol/aquoso

5.7 Determinacgao da absortividade molar do p-nitrofenol em tampao TRIS-HCI
pH 8,0 (0,01M)

A  atividade enzimatica da fosfatase alcalina foi acompanhada
espectrofotometricamente pela transformacdo do p-nitrofenilfosfato dissdédico em p-
nitrofenol, em tampao TRIS-HCI pH 8,0 (0,01M) (esquema 4, pag. 3).

Estas duas substancias apresentam espectros UV / VIS distintos (figura 20, pag. 49),
possibilitando o acompanhamento das cinéticas enzimaticas em 400nm pelo aparecimento
do p-nitrofenol.

Para quantificagdo das concentragbes de p-nitrofenol determinou-se, em 400nm
(Amaximo), O Vvalor da absortividade molar e490 do p-nitrofenol nas condicées da reagdo. Na
figura 21, a pag. 49, apresenta-se o grafico absorbancia em 400nm versus concentragdo de
p-nitrofenol. O valor do coeficiente angular deste grafico foi obtido por regresséo linear,
fornecendo o valor experimental de e400 = 1,72.10%L.mol™.cm™ em tamp&o TRIS-HCI pH 8,0
(0,01M), com linearidade entre absorbancia 0,0010 e 1,7500.
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Figura 20 - Espectros UV / VIS do p-nitrofenilfosfato dissédico e do p-nitrofenol em tampao
TRIS-HCI pH 8,0 (0,01M)
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Figura 21 - Diagrama absorbancia em 400nm versus concentragdo molar de p-nitrofenol em
tampé&o TRIS-HCI pH 8,0 (0,01M)
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5.8 Influéncia da concentragdao do substrato na atividade enzimatica da

fosfatase alcalina em solugao e imobilizada

A fim de se determinar a concentracdo de substrato em que a fosfatase alcalina
atinge a velocidade maxima de transformagdo de substrato em produto, variou-se a
concentragdo de substrato, mantendo-se constante a concentragdo de enzima na reagdo. A
figura 22 apresenta o grafico da atividade enzimatica v, versus concentragdo de p-
nitrofenilfosfato dissédico para a enzima em solugdo e imobilizada. A figura 23, a pag. 51,
apresenta o grafico do reciproco da atividade enzimatica v, versus reciproco da
concentragdo de p-nitrofenilfosfato dissodico para a enzima em solugéo e imobilizada, que

foi utilizado na determinacéo da constante de Michaelis Ky e da velocidade maxima Vmay.
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Figura 22 - Diagrama da atividade enzimatica, v,, versus concentragdo do substrato p-
nitrofenilfosfato dissodico, para fosfatase alcalina em solucdo (50,0 mg.L™

(quadrados pretos) e fosfatase alcalina imobilizada (circulos vermelhos)
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Figura 23 - Diagrama do reciproco da atividade enzimatica versus reciproco da concentra-
céo de p-nitrofenilfosfato dissodico, da fosfatase alcalina em solugdo 50,0mg.L™

(quadrados pretos) e fosfatase alcalina imobilizada (circulos vermelhos)

Observando-se os resultados da figura 22 (pag. 50), houve uma queda de atividade
enzimatica apos a imobilizagdo da enzima em CelXNB. Obteve-se uma relacgao linear entre
o reciproco da atividade enzimatica e o reciproco da concentragdo de substrato, utilizando-
se portanto o modelo de Michaelis-Menten' (equacgéo 9) para a relacdo entre atividade
enzimatica e concentragdo de substrato e a relacdo de Lineweaver-Burk' (equacdo 10)
para determinacgdo de Ky € Vmax.

_ ke [€N2][S]

_ Vméx

Vo S] .
° T T Ky+[S] Ky +IS] ©)

— (10)

em que,
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Vo = velocidade inicial de transformacdo do substrato em produto (atividade
enzimatica)

Keat = constante de velocidade de catalise da enzima

[enz] = concentracdo de enzima

[S] = concentragao do substrato

Vmsx = velocidade maxima de transformagéo do substrato em produto

Ku = constante de Michaelis

A partir da regressao linear dos graficos da figura 23 (pag. 51) obteve-se, do
coeficiente angular, o valor de Ky/vims €, do intercepto com o eixo das ordenadas, o valor de
1/Vmax- A equacao 11 expressa a equacgao obtida para a enzima em solugéo e a equagéo 12
para a enzima imobilizada.

1 1

— =1,57.10" +68,55.— 1

" + 51 (11)
1 8 1

—=1,05.10" +512,21.— (12)
v, [S]

Na tabela 9 apresenta-se os resultados obtidos de Ky e vmsx para fosfatase alcalina

em solugao e imobilizada.

Tabela 9 - Valores obtidos para vims € Ky para a fosfatase alcalina em solugéo e imobilizada

10°.Vimax, M.S™ 10°.Ky, M
Fosfatase Alcalina em Solugéao 63,54 4,36
Fosfatase Alcalina Imobilizada 9,56 4,90

A partir de concentracoes de substrato maiores que 19.Ky, obtém-se valores de v,
acima de 95% de vns. Acima deste valor, a variagdo da atividade enzimatica é pequena
quando se varia a concentracido'. Devido & concentracdo de substrato de 2,0.10*M
corresponder a 97,8% de vma, esta foi escolhida para as determinagbes de atividade
enzimatica da fosfatase alcalina.
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Comparando as velocidades maximas da fosfatase alcalina em solugcao e
imobilizada, houve uma diminuigao de 85,0% da velocidade maxima apés a imobilizagao da
enzima. Esta diminuicao da velocidade maxima ocorre devido a menor concentragao de
enzima imobilizada comparando-se com a enzima em solugdo e as perdas de atividade
enzimatica provenientes da imobilizagao.

Ao se comparar as constantes de Michaelis, houve um aumento de 12,4% de Ky
apés a imobilizagdo, o que indica uma perda de 12,4% da atividade enzimatica apds a

imobilizacao da enzima.

5.9 Influéncia da reutilizagao da enzima imobilizada na atividade enzimatica

A reutilizacdo da enzima imobilizada é uma das vantagens em relagcdo a enzima em
solucdo'?. Na figura 24, apresenta-se o resultado obtido da porcentagem da atividade
enzimatica inicial versus numero de ciclos de reutilizagdo. Observa-se que a atividade
enzimatica da enzima imobilizada mantém-se acima de 95% até o sétimo ciclo de reuso,
considerando-se que o sétimo ciclo foi realizado apds a enzima ser mantida sob
refrigeracao (-20°C) por 12h.
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Figura 24 - Diagrama da porcentagem da atividade enzimatica inicial da fosfatase alcalina

imobilizada em CelXNB C3 versus nimero de ciclos de reutilizagao da enzima
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Apdbs o oitavo ciclo de reutilizagdo, o tecido com enzima imobilizada comegou a
desfibrar, ocorrendo perda de massa e contribuindo com a queda acentuada da atividade
enzimatica.

Na determinacdo da constante de Michaelis para a enzima imobilizada, utilizou-se
seis vezes a mesma porcdo de enzima imobilizada, procurando-se manter o nimero de

cinéticas inferior a sete para a mesma amostra.

5.10 Influéncia da concentracao de fosfatase alcalina em solugao na atividade
enzimatica

De acordo com a equacgao 9 (pag. 52), conhecendo-se o valor de Ky e, mantendo-se
a concentragao de substrato constante, pode-se determinar a constante catalitica k. da
enzima a partir da inclinacdo (Av, / Alenz]) do grafico de atividade enzimatica versus
concentracao de enzima.

Na figura 25, apresenta-se o grafico da atividade enzimatica versus concentracéo de
fosfatase alcalina em solugdo. Obteve-se uma relagéo linear entre a atividade e a
concentracdo de enzima na faixa estudada, estando os resultados em concordancia com o
modelo de Michaelis-Menten. O valor da inclinagdo do grafico foi obtido através de
regresséo linear, e é igual a 1,52.10°M.s".L.g™".

35

10%v,, M.s™’
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Figura 25 - Diagrama atividade enzimatica versus concentragcao de fosfatase alcalina em

solugao
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Substituindo na equacéo 13 os valores de [S] = 2,0.10™*M e Ky = 4,36.10°M obtém-
se o0 valor da constante catalitica k. para a fosfatase alcalina em solugéo.

Av k t[S] -6 -1 -1
L == =1,52.10"M.s"".L.
Alenz] K, +[S] 9 (13}

Keat = 1,55.10°M.s".L.g"

5.11 Influéncia da concentragcao de fosfatase alcalina imobilizada na atividade
enzimatica

Determinou-se a atividade enzimatica para quatro amostras de enzima imobilizada
de massas diferentes. Verificou-se uma relagao linear entre a atividade da enzima
imobilizada e a massa de CelXNB com enzima imobilizada, calculando-se a relagao
(Avo / Amcexneenz) @ partir da regressdo linear do grafico da figura 26. O valor para
AV, /| AMcexnaenz cOrresponde a 3,75.10’M.s™.g™' e obteve-se a equagéo 14, abaixo, com a

massa em gramas.

Vo = -2,26.1 0° + 3,75.107 .massaceixngenz (14)
15 T T T T L2 T
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Figura 26 - Diagrama da atividade enzimatica versus massa de CelXNB C3 com fosfatase

alcalina imobilizada
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Corrigindo-se os valores de v, para enzima imobilizada do valor da perda de
atividade enzimatica (12,4%), obtiveram-se os valores de v,* , considerando-se que a
enzima imobilizada se comportasse como em solugédo. A partir do resultado de Av, / Alenz]
da figura 25, obtiveram-se os valores de concentracdo de fosfatase alcalina para as
enzimas imobilizadas. Com o volume de 20,0mL de substrato utilizado nas determinagdes
de atividade da enzima imobilizada calcularam-se os valores da massa de fosfatase alcalina
imobilizada no CelXNB (tabela 10).

Tabela 10 - Massa de CelXNB com fosfatase alcalina imobilizada, atividade enzimatica v,
da enzima imobilizada, atividade enzimatica corrigida v.,* , concentracao de

fosfatase alcalina e massa de fosfatase alcalina imobilizada.

Massa de CeIXNB com  10°.v,, M.s”  10°.vo*, M.s”  10°.[fosfatase Massa de
fosfatase alcalina alcalina], g.L™ fosfatase
imobilizada, mg imobilizada, mg
6,74 0,12872 0,14468 0,095187 0,001904
12,32 3,2247 3,6246 2,3846 0,04769
21,53 45176 5,0778 3,3406 0,06681
31,30 10,0781 11,3280 7,4524 0,14905

Pode - se obter portanto uma estimativa da massa de fosfatase alcalina imobilizada
por grama de suporte com enzima imobilizada. A partir dos dados da tabela 10, construiu-se
um grafico de massa de fosfatase alcalina imobilizada versus massa de CelXNB C3 com
fosfatase alcalina imobilizada, apresentado na figura 27.
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Figura 27 - Diagrama massa de fosfatase alcalina imobilizada versus massa de CelXNB

com fosfatase alcalina imobilizada
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Obteve-se o valor da inclinagcdo da reta por regressao linear, que correspondeu a

5,55MQEnz- 9" ceixNBENZ-

5.12 Estimativa do peso molecular da fosfatase alcalina

Tendo a estimativa de massa de fosfatase alcalina imobilizada e o nimero de mols
liberados de NBT somente pela reacao de imobilizacdo da enzima, pode-se estimar 0 peso
molecular da enzima imobilizada.

Considerando-se a reagdo de imobilizagdo, tem-se que a absorbancia A; em um

dado tempo t é dada pela equacgéao 15.

At = A - Aup - Aivos (15)
em que,
A. = absorbancia no tempo t infinito
Aup = absorbancia da reacao de hidrélise
Amoe = absorbancia da reacao de imobilizagao

Considerando que a reacao de hidrélise dependa essencialmente da etapa lenta de
hidrélise A”, da tabela 8 (pag. 46) temos que A”, = 0,992.A.,, e isolando-se Amos, Obtém-se

a equacao (16).
Avos = Ax - A - 0,992.Am.e'k"'t (16)

A partir do valor de Ajos Obtém-se o valor do nimero de mols de NBT liberados
somente pela reacdo de imobilizagdo. Realizando-se este experimento para diversas
amostras, obtém-se um grafico da massa da enzima imobilizada versus nimero de mols
liberados somente pela reacao de imobilizagdo, onde a inclinagao é o peso molecular da
enzima imobilizada.

Para se realizar esta estimativa de peso molecular da enzima imobilizada, deve-se
aprimorar o estudo da reacao de hidrélise do suporte CelXNB, calculando-se as constantes
k’ e k” nas condicdes de reacao e para um periodo de tempo da mesma ordem de grandeza
desta reacao.

A prépria reagcao de imobilizagdo de enzimas deve ser melhor estudada, com
acompanhamento cinético durante todo o tempo de reagdo. A catalise observada ap6s 2,5h
(9000s) de reacao deve ser estudada, verificando se 0 aumento da concentracéo de NBT
ocorre devido a hidrélise, a imobilizagao ou a outras reagdes paralelas, como, por exemplo,

uma tidlise, pois ha aumento da concentragao de tiol no decorrer da reagéao.
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Estimou-se o peso molecular, como exemplo, para a amostra de 21,53mg de
CelXNB com enzima imobilizada. Obteve-se uma massa estimada de fosfatase alcalina
imobilizada de 0,06681mg (tabela 10) e nimero de mols calculado a partir da equagao 16
de 5,31.10"mol, resultando em um peso molecular estimado da fosfatase alcalina da
ordem de 130.000g.mol™.

E necessario também um estudo da caracterizagio através de '*C RMN do sélido
obtido formado a partir da reacao de imobilizagao, possibilitando a compreenséao em qual
posicao do anel anidroglucopiranosico da celulose ocorre a imobilizagcao, estimar o grau de
substituicao da enzima imobilizada e o entendimento das ligagoes formadas entre suporte e
enzima imobilizada.
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6 — Conclusao

O xantato de celulose de p-nitrobenzila (CelXNB) € um suporte sintetizado a partir
de matérias primas acessiveis, apresentando boa estabilidade térmica para imobilizagdo de
enzimas.

O CelXNB foi sintetizado com diferentes graus de substituicido e diferentes
morfologias. Observou-se que a concentracdo de hidréxido de sodio na reacdo de
mercerizagao influencia na morfologia do produto obtido, aumentando a degradagao do
tecido original com o aumento da concentracdo de NaOH, de acordo com a transicao da
celulose | para celulose |II.

O grau de substituicdo do CelXNB apresentou aumento linear com o aumento da
concentragdo de hidroxido de sédio na regiao de transicdo de fases de celulose | para
celulose Il, na reagao de mercerizagéo, quando nao ocorre desxantagao do CelX.

A reacao de hidrélise do CelXNB é composta por duas reagbes, uma rapida,
minoritaria, e outra lenta, majoritaria, a qual compete com a imobilizacdo de enzimas. A
hidrélise do CelXNB é catalisada pelo tampao, podendo-se minimizar a hidrdlise do suporte
por diminuigao da concentragéo do tampao.

A fosfatase alcalina € uma enzima de baixo custo encontrada comercialmente e de
facil acompanhamento cinético, podendo ser acompanhada na regido visivel do espectro, o
que possibilita sua utilizagdo como enzima modelo no estudo da reagéao de imobilizagéo.

A fosfatase alcalina imobilizada apresentou atividade enzimatica superior a 95% da
original até o sétimo ciclo de reutilizagédo. Isto indica que a reagdo de imobilizacdo de
enzimas no CelXNB ocorreu por meio de ligacdo covalente e nao por adsorgdo. A
imobilizagao de enzimas em CelXNB parece geral para qualquer tipo de enzima.

A imobilizacdo da fosfatase alcalina ocasionou perda de 12,4% de atividade
enzimatica da enzima imobilizada comparando-se com a enzima em solugao. As atividades
enzimaticas da fosfatase alcalina imobilizada em CelXNB sdo comparaveis a da enzima em
solugéo, proporcionando a sua utilizagdo na forma imobilizada em CelXNB em técnicas de
determinagéo analitica e na construgao de biossensores.

E possivel estimar o peso molecular da enzima imobilizada a partir de resultados da

cinética de imobilizagao e da cinética enzimatica da enzima imobilizada.



Referéncias Bibliograficas 60

7 - Referéncias Bibliograficas

1—-ZABORSKY, R., Immobilized enzymes, Chemical Rubler, 1974.

2 — WISEMAN, A., Handbook of enzyme technology, 2™ edition, John Wiley & Sons, USA,
1985.

3 — LICKLIDER, L., KUHR, W. G., Characterization of reaction dynamics in a trypsin-
modified capillary microreactor, Analytical Chemistry, 70, 9, 1902-1908, 1998.

4 — LICKLIDER, L., KUHR, W. G., LACEY, M. P., KEOUGH, T., PURDON, M. P,
TAKIGIKU, R., On-line microreactors/capillary electrophoresis/mass spectrometry
for the analysis of proteins and peptides, Analytical Chemistry, 67, 22, 4170-4177,
1995.

5 — AYYAGARI, M. S., PANDE, R., KAMTEKAR, S., GAO, H., MARX, K. A., KUMAR, J.,
TRIPATHY, S. K., AKKARA, J. A., KAPLAN, D. L., Molecular assembly of proteins
and conjugated polymers - toward development of biosensors, Biotechnology and
Bioengineering, 45, 2, 116-121, 1995.

6 — ADACHI, M., YAMAZAKI, M., HARADA, M., SHIOI, A., KATCH, S., Bioaffinity
separation of trypsin inhibitor immobilized in reverse micelles composed of a

nonionic surfactante, Biotechnology and Bioengineering, 53, 4, 406-408, 1997.

7 — KULIK, E. A., KATO, K., IVANCHENKO, M. |, IKADA, Y., Trypsin immobilization on to
polymer surface throught grafted layer and its reaction with inhibitors, Biomaterials,
14, 10, 763-769, 1993.

8 — LABROU, N. E., CLONIS, Y. D., Biomimetic dye affinity chromatography for the
purification of bovine heart lactate dehydrogenase, Journal of Chromatography A,

718, 35-44, 1995.

9 — YOUNG, R. A, ROWELL, R. M., Cellulose — Structure, modification and hydrolysis, 1
edition, John Wiley & Sons, USA, 1986.

10 — VOET, D., VOET, J. G., Biochemistry, 2" edition, John Wiley & Sons, USA, 1995.



Referéncias Bibliogréficas 61

11 —RYDHOLM, S. A, Pulping Process, Reprinted, John Wiley & Sons, USA, 1985.
12 - BILMEYER, F. W., Textbook of polymer science, John Wiley & Sons, USA, 1984.

13 — YAMASHIKI, T., MATSUI, T., SAITOH, M., OKAJIMA, K., KAMIDE, K., SAWADA, T.,
Characterisation of cellulose treated by the steam explosion method. Part 1:
Influence of cellulose resources on changes in morphology, degree of
polymerization, solubility and solid structure, British Polymer Journal, 22, 73-83,
1990.

14 — SJOSTRON, E., Wood Chemistry: fundamentals and aplications, 1** edition, Academic
Press, USA, 1981.

15 — KAMIDE, K., OKAJIMA, K., Determination of distribution of o-acetyl group in trihydric
alcohol units of cellulose-acetate by C-13 nuclear magnetic-resonance analysis,
Polymer Journal, 13, 2, 127-133, 1981

16 — OLIVEIRA, C. M. S. Mecanismo de amindlise de ésteres xanticos de celulose e
analogos, Tese de Doutorado, UFMG, 1995.

17 — MENEFEE, E., HAUTALA, E., Soil stabilization by cellulose xanthate, Nature, 275, 530-
532, 1978

18 — KENNEDY, J. F., ZAMIR, A., The use of cellulose xanthate for the immobilisation of
biological molecules, Carbohydrate Research, 41, 227-233, 1975

19 — HUMERES, E., SOLDI, V., KING, M., NUNES, M., OLIVEIRA, C. M. S., BARRIE, P. J.,
Hydrolysis and aminolysis of alkyl xanthate esters and cellulose analogues,
Canadian Journal of Chemistry, 77, 5-6, 1050-1056, 1999

20 — KIM, H. T., LEE K., Application of insoluble cellulose xanthate for the removal of heavy
metals from aqueous solution, Korean Journal of Chemical Engineering, 16, 3, 298-
1999



Referéncias Bibliogréficas 62

21 - HUMERES, E., SEQUINEL, L. F., NUNES, M., OLIVEIRA, C. M. S,, BARRIE, P. J.,
Kinetic effects induced by cellulose on water-catalyzed reactions. Hydrolysis of 2,4-
dinitrophenyl cellulose xanthate and some sugar xanthate ester analogues,
Canadian Journal of Chemistry, 76, 6, 960-965, 1998

22 — PIZARRO, C., FERNANDEZ-TORROBA, M. A., BENITO, C., GONZALEZ-SAIZ, J. M.,
Optimization by experimental design of polyacrylamide gel composition as support
for enzyme immobilization by entrapment, Biotechnology and Bioengineering, 53, 5,
497-506, 1997.

23 — SURINENAITE, B. R., BENDIKENE, V. G., JUODKA, B. A., Immobilization of enzymes
on magnetic carriers: Optimization of immobilization conditions for chicken intestine
alkaline phosphatase, Applied Biochemistry and Microbiology, 32, 6, 547-551, 1996

24 — GAOQO, H. H., CHEN, Z. P, KUMAR, J., TRIPATHY, S. K., KAPLAN, D. L., Tapered fiber
tips for fiber optic biosensors, Optical Engineering, 34, 12, 3465-3470, 1995

25 — MORRISON, R., BOYD, R., Quimica Organica, 8% edicdo, Fundagao Calouste
Gulbenkian, Lisboa, 1983.

26 — KATADA, T., TSUJI, S., SUGYAMA, T., KATO, S., MIYUTA, M., Preparation and
reactions of unsymmetrical thiocarbonyl disulfides, Chemistry Letters, 5, 441 -
444 .1976.

27 — KATO, S. HORI, A., SHIOTANI, H., MIZUTA, M., Infrared and raman-spectra of
(thioacetoxythio)triorgano derivatives of silicon, germanium, tin and lead, Journal
of Organometallic Chemistry , 82, 2, 223-230, 1974.

28 — WENDLANDT, W. W., Thermal Methods of analysis, 3 ed., John Wiley & Sons, New
York, 1986.




Anexo

1'5 " I 4 ] H 1 b 1 2 1 L4 1
A1 .

1,04 .
o ®
-
o]
g
< 0,54 .

[
r=0993 -
0.0 T T T T ¥ T r T ¥ T ¥ T T
0 5 10 15 20 25 30 35
nassa, Ny

Gréfico 1 - Diagrama de absorbancia em 285nm versus massa de CelXNB da sintese A1

1.5 T T T T T T T T ¥ T T T
A2 .
1,0 - i
8
)
<§
g 054 .
r=0,955%
0'0 1 1 1 1 * T K 1
0 5 10 15 20 25 30 35

nassa, Ny

Grafico 2 - Diagrama de absorbancia em 285nm versus massa de CelXNB da sintese A2
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Gréfico 5 - Diagrama de absorbancia em 285nm versus massa de CelXNB da sintese B1
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Gréfico 6 - Diagrama de absorbancia em 285nm versus massa de CelXNB da sintese B2
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Grafico 8 - Diagrama de absorbancia em 285nm versus massa de CelXNB da sintese B4
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Gréfico 11 - Diagrama de absorbancia em 285nm versus massa de CelXNB da sintese B7
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Gréfico 13 - Diagrama de absorbancia em 285nm versus massa de CelXNB da sintese C2
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Grafico 14 - Diagrama de absorbancia em 285nm versus massa de CelXNB da sintese C3
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Grafico 15 - Diagrama In (A. - A ;) versus tempo, em segundos, da hidrdlise do CelXNB C3
em tampéo carbonato pH 11,0 (1,0mM) 10% (V/V) etanol/aquoso
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Grafico 16 - Diagrama In (A - A y)versus tempo, em segundos, da hidrélise do CelXNB C3
em tampéo carbonato pH 11,0 (10,0mM) 10% (V/V) etanol/aquoso
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Grafico 17 - Diagrama In (A. - A ;) versus tempo, em segundos, da hidrélise do CelXNB C3

em tampao carbonato pH 11,0 (25,0mM) 10% (V/V) etanol/aquoso
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Grafico 18 - Diagrama In (A. - A y)versus tempo, em segundos, da hidrolise do CelXNB C3

em tampao carbonato pH 11,0 (50,0mM) 10% (V/V) etanol/aquoso





