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Resumo

Neste trabalho foram sintetizadas as resinas de N-metilolacrilamida e
uréia-formaldeido a partir da reagdo de condensagdo da acrilamida e uréia,
respectivamente, com o formaldeido.

Essas resinas € o mondmero de acrilamida foram utilizados na sintese
de macro esferas porosas através do gotejamento de suas respectivas solugdes
em oOleo de silicone quente. Foram sintetizadas esferas de poli (N-
metilolacrilamida), poli (uréia-formaldeido), poliacrilamida e poliacrilamidas
recobertas por N-metilolacrilamida,

As resinas assim como as esferas foram caracterizadas por
espectroscopia de infra-vermetho(I.V.). As esferas foram ainda caracterizadas
por microscopla eletronica de varredura(MEYV), porosimetria de mercirio e
area superficial (BET).

As esferas de poli (N-metilolacrilamida), poli (uréia-formaldeido) e
poliacrilamida apresentaram estruturas porosas como verificado por analises
microscopicas, por porosimetria € pela area superficial. Sua principal
utilizagdo foi  em imunoensaios do tipo ELISA(Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), onde as esferas serviram como suporte para
imobilizagdo de imunoglobulina(Ig) em analises de anti-imunoglobulina
(a-Ig) de camundongo, marcada com peroxidase. As respostas destes testes
foram analisadas em fun¢do da; variagdo da concentragdo de Ig e de a-Ig,
varia¢do do pH de imobilizagdo e variacido do polimero-suporte .

Os resultados obtidos mostraram que as esferas sintetizadas apresentam
boas respostas frente a imobilizagdo de imunoproteinas, com excegio da
poliacrilamida a qual ndo foi possivel analisar devido sua dissolu¢do no meio

reacional. Dentre as esferas testadas, as de N-metilolacrilamida apresentaram



melhores resultados dando respostas até diluigio de 1:64000 de a-Ig e 1 ug/ml
de solug¢do de Ig para imobilizagdo em pH 4,5.

As esferas foram também analisadas quanto a sua capacidade de
imobilizar a lipase para estudos posteriores de seu uso em reagdo de
esterificacdo catalizada por esta enzima.

A quantidade de lipase imobilizada foi maior em pH=4,0; porém as

melhores propriedades cataliticas foram observadas em pH=7.0.



Abstract

The work presented here concerns the synthesis of N-
Methylolacrylamide (NMA) and Urea-formaldehyde (UF) resins through the
polvcondensation reactions of the acrylamide and urea with formaldehyde.

Theses resins and the acrylamide monomers were used in the synthesis
of macrospheres. Their solutions were dropped in hot silicon oil; after that
macrospheres of poly (N-methylolacrylamide), poly (urea-acrylamide),
polyacrylamide and polyacrylamide coated with N-Methylolacrylamide were
obtained.

The resins and the macrospheres were characterized by using infrared
spectroscopy (FTIR). The macrospheres were analysed by scanning electron
microscopy (SEM), mercury porosimetry and superficial area(BET).

The macrospheres of poly (N-methylolacrilamide), poly (urea-
formaldehyde) and polyacrilamide showed porosity as verified by electronic
microscopy, mercury porosimetry and superficial area.

The macrospheres were used in immunoassay, fype ELISA(Enzime
Linked Immunosorbent Assay), as support to immobilizeé mouse
immunoglobulin(Ig) in assays using mouse anti-immunoglobulin(a-Ig) labeled
with horseradish peroxidase (HRP).

The parameters as the pH of the imobilization, the concentration of Ig
and a-Ig and the support were varied to analyse their influences in the ELISA
assays.

The polyacrylamide spheres were not analysed because they were
soluble n the reaction medium, but the other macrospheres showed excellents

results in the ELISA assays. The poly (N-metilolacrylamide) macrospheres
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showed the best results of all. Responses were obtained up to a diluition
1:64000 of a-Ig and 1ug/ml of Ig solution to immobilization in pH=4,5.

In preliminary studies the macrospheres were used to immobilize lipase
and then they were tested in the esterification reaction of the 3-Benzyloxy-
1,2-propenediol with vynil acetate.

It was observed that the best pH value for the lipase immobilization 1is

4.0 but its catalytic efficiency was observed at pH=7.0.
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Capitulo 1 Introdugio 2

Muitos diferentes métodos de imobilizacdo em diferentes supories tem
sido analisados, envolvendo niveis diferentes de complexibilidade e eficiéncia.
Muitos trabalhos tem usado diferentes matrizes poliméricas, como Amberlite
(XAD2 XAD4 , XAD7 ¢ XADS8), poli acido carboxilico, poliacrilonitrila,
vidro entre outros, em forma de esferas de diversos tamanhos V.

A possibilidade de sintetizar macro esferas porosas a partir de resinas
que apresentavam boas qualidades de imobilizagéo foi o marco inicial desta
dissertagdo. Alguns trabalhos realizados com a uréia-formaldeido e N-
metilolacrilamida, tanto no aspecto de imunoensaios, teste ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), como no aspecto de imobilizagdo de enzima ¢
utilizagdo em leito fluidizado levaram a escolha destas resinas. Esses suportes
apresentam baixo custo ¢ sdo de facil preparacdo, além de apresentarem
grupos funcionais N-metilol (-NH-CH,OH) em sua estrutura reticulada,
capazes de reagir com VAarios grupos nas proteinas, no caso de enzimas, sem
comprometimento de seus sitios ativos ®* |

As enzimas s@io catalisadores biolégicos formados por proteinas que
participam da maioria das reagdes nas cé€lulas vivas. Um caracteristica
fundamental, que distingue as enzimas dos catalisadores quimicos, € sua
capacidade de exercer sua atividade com grande especificidade e sob
condi¢des suaves de temperatura pressdo ¢ pH®® .

O uso de enzima tem-se estendido gradualmente a varios campos, como
na fabrica¢do de bebidas, produg¢do de alimentos, no tratamento de efluentes ¢
nas analises clinicas, como por exemplo em testes ELISA. Porém, salvo
alguns processos de hidrolise que atualmente empregam catalisadores
enzimaticos, seu uso industrial é limitado pelo seu alto custo e instabilidade .
Outra dificuldade para utilizagdo industrial de enzimas € sua dificil

recuperag¢do do meio reacional, ainda na forma ativa.



Capiinio 1 Introdugio 3

O uso de enzima como marcadoras de imunoproteinas para
imunoensaios tem crescido bastante nos ultimos anos devido sua alta
sensibilidade combinada com sua alta especificidade. Entre as técnicas de
analise de 1munoproteinas, o teste ELISA tem sido utilizado rotineiramente
em comparag¢do aos radiormunoensaios devido sua baixa periculosidade e
baixo custo.

O método ELISA baseia-se na imobiliza¢do de um antigeno ou de um
anticorpo em um suporte insolivel. Esse biocomposto imobilizado, antigeno
ou anticorpo, € exposto a anticorpos ou antigenos marcados com enzimas
resultando em um conjugado antigeno-anticorpo-enzima ou anticorpo-
antigeno-enzima. Ao se expor esse conjugado a um substrato ¢ um cromégeno
adequado observa-se uma coloragdo na sclucdo podendo ser analisada através
de leituras de absorbéncia em espectrofotémetro de U.V .-visivel.

A imobihizacdo de biocompostos pode ocorrer através de varios
processos como ligacdo 10nica, ligacdo covalente, adsorsio fisica, reticulagdo,
por captura em géis e fibras ou por encapsulamento dentre outros®®.

Ela se baseia na limitagio do movimento da enzima mantendo-a numa
regido relativamente definida no espago, conservando suas propriedades
cataliticas®.

As principais vantagens no uso de enzimas imobilizadas s3o:

- Contornar o problema de sua recuperagfo do meio reacional;

- Aumentar, em alguns casos, a estabilidade da enzima quanto a
temperatura, pH e concentragio de substrato;

- Permitir a reutilizagéo da enzima;

- Diminuir o custo de produgio.

A utilizag8o de macroesferas facilita bastante o processo de separagio

das enzimas imobilizadas do meio reacional bem como abre a possibilidade de
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utilizagdio como suporte de colunas no campo de quimica analitica, como em
cromatografia de afinidade. Uma outra vantagem € a presenca de poros que
aumentam a area superficial da matriz, possibilitando aumentar a concentragfo
de biocompostos imobilizados.

As resinas uréia-formaldeido e¢ N-metilolacrilamida ja foram utilizadas
na forma de discos suportados em tecidos de poliéster™®. E também
conhecida a sintese de resinas de uréia-formaldeido e de acrilamida através de
emulisdes que resultam em microesferas porém se desconhece, até¢ 0 momento,
a existéncia de macro esferas.

Esta dissertagdo tem os seguintes OBJETIVOS:

1.Sintese e caracterizagdo das resinas N-metilolacrilamida e uréia-

formaldeido e sua caracterizagdo por espectroscopiade LV..

- 2.Sintese de macro esferas porosas a partir das resinas sintetizadas e
do mondmero de acrilamida.

- 3.Caracterizagio das esferas por espectroscopia de 1.V., microscopia
eletrénica de varredura, porosimetria de merctrio ¢ analise de area
superficial (BET).

- 4. Estudo dos parimetros de imobilizagdo para utilizagdo em teste

ELISA.

5.Estudo de imunoensaios utilizando as esferas obtidas e comparagio

com os resultados de testes utilizando suporte comercial (placa de

poliestireno).

- 6.Imobilizagio de lipase nas esferas de N-metilolacrilamida.

- 7. Estudo preliminar do comportamento da lipase imobilizada frente

a uma reacdo de esterificagéo.
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2.1. Imobilizacido de Biocompostos

2.1.1. Introducio

As enzimas, diferentes dos catalizadores de baixo peso molecular,

possuem propriedades cataliticas especificas, além de operarem em condigOes
brandas de pH ¢ temperatura, sendo amplamente utilizadas em laboratoérios.
Entretanto, seu uso ¢ invidvel economicamente pois elas podem ser usadas
apenas uma VeZ € a sua recuperagdo ¢ purificagio constituem processos
bastante dispendiosos 7™,

As enzimas utilizadas comercialmente sdo, em sua maioria, exoenzimas,
ou segja, enzimas secretadas pelas células designadas para trabalhar em meio
aquoso. Devido a sua relativamente boa estabilidade e facilidade de
isolamento, sua utilizagdo comercial tem sido altamente explorada{g) .

A area de imobilizagdo de enzimas tem se desenvolvido rapidamente
nos dltimos anos. A imobilizacdo geralmente ¢ feita em matrizes, 0 que pode
tornar as enzimas mais eficientes em muitos casos e com in(imeras vantagens

distintas em relagdo a sua estrutura em solugéo, tal como sua facil separagéo,

permitindo sua reutiliza¢do, bem como o aumento de sua estabilidade®.

2.1.2. Historico da Imobilizacio

Muito antes que as técmicas de imobilizagdo fossem conhecidas,
catalisadores imobilizados ja estavam em uso em processos em escala
industrial®.

Em 1815 foi descoberto, por meio puramente empirico, que o vinagre
poderia ser eficientemente produzido pelo alcool contido em raspas de
alimentos, devido as bactérias aderidas nestes pequenos pedacos de matéria,
constituindo um sistema de imobilizacgio efetiva. O desenvolvimento de um

método de origem puramente empirico ndo forna esse processo totalmente
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inviave!l em Dbiotecnologia. De fato, muitos processos que utilizam
microorganismos, assim como a produgio de bebidas alcoolicas, queijos e
pdes ja eram praticados muito antes da descoberta do envolvimento destes
microorgamsmos(g).

A tabela 1 ilustra resumidamente as etapas de desenvolvimento das
técnicas de imobilizaco, tomando como critério a primeira imobiliza¢do em
larga escala que se tem conhecimento, antes que © processo fosse
desenvolvido em laboratdrio. Os biocatalisadores localizados na etapa Il sdo
normalmente denominados como os de primeira geragdo, enquanto que os da
terceira etapa sdo denominados biocatalisadores de segunda geraggo™.

Em torno de 1916 foi reportado por Nelson e Griffin'”que o carvio
ativo conservava sua habilidade de romper a sucrose apés o contato com
fermento de invertase e lavagens subsequentes, sendo o primeiro artigo
publicado a respeito de imobilizacio de enzimas. Por muito tempo nenhuma
atencdo foi dada a este assunto, porém apos a Segunda Guerra Mundial novos
estudos nesta area apareceram. As publicagdes ressurgiram durante os anos 50
demonstrando © desempenho de polimeros sintéticos para o uso em
imobiliza¢do de proteinas .

A partir de 1960 ocorreu um enorme crescimento de publicagdes nesta
area refletindo o mteresse mundial. A primeira aplicagéo industrial em 1969
veio como uma conseqiiéncia 16gica e mevitavel da intensificagdo do interesse
cientifico neste campo. Baseado em um trabalho realizado por Chibata"", a
companhia japonesa Tanabe Seiyaku introduziu um método de produgdo do L-
aminoacido da mistura racémica wusando a enzima L-aminoacilase ligada
ionicamente a um suporte insolivel. Além desses processos em larga escala,
utilizando reacdes simples com enzimas sem o cofator de regeneragio, outros

ocorreram no inicio da década de 70 principalmente nos EUA e Japao™.
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Tabela 1 - Principais etapas no desenvolvimento das técnicas de imobilizacdo

de biocompostos®.

ETAPA |DATA |DESCRICAO PROCESSOS
TiPICOS
I 1815 |Uso empirico de | Processos de gotejamento
microorganismo para produgdo de acido
imobilizado sem|acético ¢ (tratamento de

conhecimento dos detalhes|aguas residuais.

de imobilizacdo.

11 1969 |Reagdes simples com uma|Produgio de L.-aminoacidos
enzima sem cofator de|e Isomerizagio de glicose.

regeneragao.

1 1985 |Reag¢do com duas enzimas|Produgfo de L-aminoacidos
incluindo o©  cofator de|em reatores de membrana.

Tegeneracao.

Devido a importincia do assunto, foi realizada a primeira “Conferéncia
de Engenharia de Enzimas” nos EUA, em 1971, com maior énfase aos temas
relacionados a imobilizagdo de enzimas. Entre outras coisas o termo “enzima

<6

imobilizada foi recomendado nesta primeira reuniio, no sentido de
normalizar a linguagem cientifica com relagdo aos diferentes nomes usados
até aquela data, tais como enzimas “fixadas”, “insolubilizadas”, “ligadas a
matriz”, dentre outros. Ainda na mesma conferéncia surgiu uma classificagdo
para as enzimas imobilizadas®®.

Embora até o final dos anos 70 somente enzimas simples imobilizadas
eram de interesse para a pesquisa ¢ desenvolvimento, for messa €poca que

sistemas mais complexos surgiram. Nio sé células vivas como também as
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organelas comecaram a receber mais atencdo por parte dos pesquisadores.
Assim, em 1975 Mosbach ¢ col. desenvolveram o primeiro método em
laboratorio para ligar ¢ regenerar coenzimas, até o final daquela década ja
haviam sido imobilizados microorganismos, células de plantas e cuituras de
tecido animal®.

Um desenvolvimento bastante importante ocorren em meados dos anos
80 com a produgdo em escala industrial dos L-aminoacidos a partir de
cetoacidos. Este foi um processo de duas enzimas envolvendo uma coezima de
regeneragdo em reatores de membranas e foi desenvolvido pelo grupo de
pesquisadores de Wandrey e Kula'”, ligados 4 companhia alema Degusa. Com
isso, a técnica de aplicagdo de biocatalisadores de segunda geragdo ficoun
conhecida®’.

Publicacbes de trabalhos anteriores, relativos a imobilizagdo de

biocompostos, estdo resumidos na tabela 2.
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Tabela 2 - Resumo de algumas publicagbes importantes sobre enzimas

imobilizadas™.
DATA |ADSORVENTES ENZIMA AUTORES
1921 {Aluminae Invertase Nelson e
carvao ativo Hitchcok!'
1949 |Derivado de acido Varias proteinas Michael e Ewers™’

carboximeti] ¢celulose

1953 |Poliestireno Pepsina Gruubhofer
Amilase Shleith®
Carboxipeptidase
1961 Copolimeros Tripsina e|Mitz e
organicos a base de|Quimotripsina Summaria’?
celulose
1967 (Celulose , na forma|Galactase Kaye
de papel de filtro Lactase Crook™®
Desidrogenase

Piruvato quinase

Foram wusados outros materiais com relativo sucesso, tais como: vidro
(Weetall, 1969), Nylon (Inman e Hornby, 1972), e os derivados de
poliacrilamida (Inman e Durtzis, 1969)">,

2.2. Tipos de Imobilizacio.

Existem vérios métodos de se imobilizar enzimas e essas podem ser
classificadas de acordo com a mnatureza da interacio responsavel pela
imobilizacdo € com a natureza do suporte. Esses métodos estdo resumidos na

figura 1.
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Meétodos de imobilizacio de Enzimas

Mlétodos para enzimas solivels

Caplmfa L@lat;io

. i . i f ) I
em géis  emfibras  mucroencapsulamento Em Suporie reticulagéio

T . )
ﬁdsprz;am I._,algaf;ac L:g‘a{;é@ Qv.el!m;ﬁo ou
fisica wmca  govalente lig- metdlica

Meétodos para enmmas msoliveis

P
sem derivacio Com ldeﬁvar; &o

Figura 1 - Classificagdo dos métodos de imobilizagdo de enzimas'®.

Nos ultimos anos, os métodos de imobilizacdo tem crescido

enormemente. A seguir estio citados alguns dos métodos mais conhecidos:('®

2.2.1_Captura.
Este meétodo € baseado na imobilizagdo de enzimas dentro da estrutura
de uma matriz polimérica ou membrana impedindo a perda da proteina e

permitindo a penetragdo do substrato. Pode ser divido em; %

2.2.1.1 Captura em gel - Hste envolve a captura de enzimas dentro dos

espagos intersticiais de géis de polimeros reticulados, insoliiveis em agua. Este

método foi usado primeiramente por Bernfeld ¢ Wan em 1963 para imobilizar

tripsina e outros compostos em géis de poliacrilamida’®.
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2.2.1.2 Captura em fibras - Consiste em aprisionar enzimas dentro de

microcavidades de fibras sintéticas, tal como o trabalho desenvolvido por
Dinelli em 197207,

2.2.1.3__ Microencapsulamento - Neste método as enzimas sdo

encapsuladas dentro de cavidades esféricas de membranas poliméricas
semipermeaveis, ou s¢ja, permeavel ao substrato e produto e impermeavel as

enzimas. Este método foi usado primeiramente por Chang em 19644°X'®)

2.2.2 Ligaco em suportes.

A ligacdo de enzimas a suportes insolaveis consta como o método de
imobilizagdo mais antigo ¢ o mais utilizado, segundo se observa na literatura,
ele surgiu em 1916 desenvolvido por Nelson e Griffint' %),

Para este tipo de imobilizacdo, os suportes devem apresentar algumas
propriedades, tais como:"”

a ) Estabilidade térmica;

b ) Durabilidade quimica;

¢ ) Funcionalidade quimica;

d ) Resisténcia mecanica;

¢ ) Resisténcia a microorganismos;
) Alta capacidade de imobilizagfo;
g ) Baixo custo;

h ) Hidrofobicidade.
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Quanto a natureza da interagdo enzima-suporte, podemos dividi-la em:

2.2.2.1 Adsorsdo fisica - Neste caso nio ocorre a formacfo de ligacio
quimica, pois as moléculas sfo presas a superficie polimérica somente por
forgas de Van der Waals, pontes de hidrogénio, quimisor¢do ou troca idnica.
Neste tipo de interagdio, qualquer varia¢do de pH, temperatura ou forga i6nica
do meio podera causar a liberagdo do material imobilizado devido as forgas

que regem este tipo de imobilizagiio serem de carater muito fraco™'®.

2.2.2.2 Ligagdo i6nica - Este método € baseado na utilizagfo de suportes

de resinas contendo grupos trocadores de ions. O primeiro a utilizar esse
método foi Mitz em 1956 que empregou a DEAE-celulose para imobilizar a

catalase! 1?9

2.2.2.3 Quelagiio ou ligagio metélica - E um método relativamente novo
e estd baseado na utilizagdo de metais de transi¢do, que ativam a superficie da
matriz polimérica permitindo a liga¢do da enzima com o suporte ativado

através da formagdio de quelatos’®.

2.2.2.4 Lligacdo covalente - Este ¢ o método de imobilizagio mais

estudado ¢ € baseado na formacdio de ligagBes covalentes entre a matriz
polimérica € a enzima. Para que este tipo de ligagdo ocorra, condigdes mais
drasticas sdo usadas. A ligagdo covalente se da pelos grupos amino e carboxi
terminais (-NH, ,-COOH) das proteinas ou grupos aminos pendentes contendo
residuos de lisina, histidina (grupos imidazil) e arginina (grupos guanidinil)
com os grupos ativos do suporte insolivel, como aldeidos, aminos, diazénios,

azidas acidas, isocianatos e haletos. Este tipo de ligagdo tem a vantagem de
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ndo ser reversivel frente a mudancas de pH, forga i6nica ou substrato, porém a

ligacdo pode causar alteragdes na enzima, mudando sua atividade ou até

desativando totalmente a mesma %),

2.2.3 Reticulagdo.

Este método ¢ baseado na formagic de ligagbes covalentes entre as
moléculas de enzima, atraveés de reagentes bi- ¢ multi- funcionais, resultando
em agregados reticulados tridimensionais. Esse método foi descrito
primeiramente por Quiocho e Richards em 1964, os quais utilizaram a
carboxipeptidase A com glutaraldeido"'?.

A tabela 3 mostra as principais caracteristicas dos diferentes métodos de

imobilizagdo .
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Tabela 3 - Comparagdo das principais caracteristicas dos diferentes

métodos de imobilizagio!'®.

Caracteris | Reticula- | Adsorsiio | Ligacfo Ligacdo

ficas cio Fisica iGnica Quelacio |covalente |Captura

Prepara- | Interme- Simples Simples Simples Dificil Dificil

cio diario

For¢a de|Forte Fraca Interme- Interme- Forte Interme-

ligaciio diaria diaria diaria

Atividade |Baixa Interme- Alta Alta Alta Baixa

da enzima diaria

Regenera- | Impossivel |Possivel Possivel Possivel Raro Impossivel

¢cio do

suporte

Custo  da| Interme- Baixc Baixo Interme- Alto Interme-

imobiliza- | diario diario diario

cio

Estabili- Alta Baixa Interme- Interme- Alia Alta

dade diaria diaria

Comum Nio Sim Sim Sim Nio Sim

aplicabili-

dade

Protegio | Possivel Nao Nio Nao Nio Possivel

da enzima

de ataque

microbial
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2.3. Aplicacdes de enzimas imobilizadas

As aplicagfes praticas das enzimas imobilizadas podem ser divididas
em trés categorias, isto é: uso analitico, terapéutico e industrial’'”.

As aplicagdes analiticas podem ser observadas através de duas técnicas,
ou seja: a de eletrodos enzimaticos e a de andlises automaticas. Os eletrodos
enzimaticos consistem de uma célula capaz de gerar um potencial elétrico
através de uma reaclo catalisada por uma enzima imobilizada ao redor da
célula. Esse tipo de sensor ¢ amplamente utilizado na determinagio de uréia,
glicose, acido lactico, etanol, colesterol, aminoacidos, entre outras
substanciast’ X',

Outra utihzacdo que surgiu e tem sido amplamente utilizada no
mercado, devido sua praticidade e baixo custo, s8o os kits de diagnédstico, os
quais sdo baseados na imobilizagiio de enzima e de um agente cromogeno. Na
presenga do substrato adequado, o papel muda de cor devido a agio do agente
cromo6geno sobre o produto da reagéo catalisada pela enzima imobilizada. Um
dos primeiros kits foi o Chimistix, desenvolvido pelo Miles Laboratories, para
ser utilizado na dosagem de glicose ¢ possivel diagnostico de diabete. Outros
kits como os de dosagem de colesterol, de acido urico, de triglicerideos, entre
outros, podem ser encontrados''®.

Um método amplamente utilizado, porém em escala laboratorial, € o
ELISA, o qual utiliza biocompostos imobilizados combinados com enzimas
no diagnosticos de doengas infecto-contagiosas como chagas, AIDS, hepatite
entre outras®'’,

A cromatografia de afinidade possui também uma ampla utilizagdo,
principalmente para isolar inibidores enzimaticos e peptideos marcados. Este

método consiste em utilizar colunas com enzimas imobilizadas por onde um

eluente sera passado, permitindo o contato e a posterior formagdo do
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complexo enzima-substrato que podera ser revertido no fim da andlise pela
passagem de um tampéo acido"’®,

Como agente terapéutico, enzimas imobilizadas, contidas em capsulas
de polimeros ndo alérgicos podem ser ingeridas por individuos que
apresentem problemas de deficiéncia ou mesmo ausénecia de determinada
enzima no organismo. A inje¢do intravenosa de enzimas imobilizadas em
capsulas, semelhante a hemacias artificiais, resulta num rapido acumulo destas
no figado ¢ no bago, onde as capsulas sdo rapidamente degradadas, liberando
as enzimas'' "’

As aplicagdes biomédicas das enzimas imobilizadas situam-se num
estado de estudo basico, devido a necessidade de pré-requisitos basicos, tais
como: auséncia de toxicidade, de hemolise, de alergia, de estabilidade quimica

“in vitro* e de reagdo imunologica®?.

2 4. Aspectos econGmicos .

As aplicagdes industriais de enzimas imobilizadas existem em um
namero limitado devido a varios fatores, principalmente de natureza
técnico-econdmica, relacionados com os elevados custos do processo de
imobilizagdo, com a eficiéncia relativamente baixa da enzima apds a
imobilizagdo e com a baixa estabilidade operacional.

Nio se torna dificil observar a importdncia das enzimas, porém ndo ¢
facil obter dados de mercado confiaveis para se fazer uma analise econdmica
mais precisa devido a nfio existéncia de critérios fixos de avaliagdo. Uma
avaliagdo aproximada pode ser encontrada na tabela 4 adiante onde apresenta-
se o valor de consumo mundial em délares para as principals enzimas no

ambito industrial® |
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Das enzimas de importancia na industria, a glicose isomerase ¢ a lactase
tem sido aplicadas quase exclusivamente na forma imobilizada. Por outro
lado, as enzimas como a penicilina acilase, a L-amino acilase, raramente
aparecem no mercado internacional. Elas s3o, em muitos casos, preparadas no
momento da utilizagio devido sua baixa estabilidade e guantidades desejadas.
Para biocatalisadores mais complexos, ndo existe nenhuma estimativa de
mercado®.

Embora o nimero de companhias que comercializam enzimas seja
aproximadamente 1000, o nimero de enzimas produzidas ¢ muito menor. Ao
todo, nos EUA e Europa Ocidental existem cerca de trinta empresas
produzindo enzimas. Muitas delas sfo filiais de industrias quimico-
farmacéuticas, onde o lucro obtido nessa atividade ¢ bem menor que aquele
obtido com seus principais produtos. No Japdo, existem aproximadamente 20
companhias produzindo enzimas, sendo que algumas delas produzem para seu
proprio consumo. Cerca de 90% da producdo de enzimas sfo provenientes de
apenas 10 grandes empresas™.

Das filiais das indistrias que empregam enzimas, as de produtos de

limpeza e as de amido sdo as mais importantes. Juntas elas consomem quase

2/3 do total da produgdo mundial do mercado internacional®.
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Tabela 4 - Estimativa do consumo das principais enzimas comerciais

Grupo de Consumeo
Enzimas Enzimas Anual
em US$
{em milhdes)
Enzimas Protease Bacteriana 105
Proteoliticas Renina de Bezerro 50
Renina Microbiana 18
Papaina 13
Protease de Pancreas 7
Protease Fungal 6
Pepsina 1
Enzimas Glucoamilase 55
Degradantes de a- Amilase Bacteriana |25
Polissacarideos Pectinase 20
o~ Amilase Fungal
Celulase e outras 2
B - Glucanases
Qutras Glicose Isomerase 23
Invertase 3
Enzimas Glicose Oxidase 2
Lipase 1
B - Galactosidase 1
TOTAL USS 340 Milhoes

(2)

1%
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Considerando-se que cerca de 2500 enzimas sfio conhecidas e uma
minima parte delas sdo bem caracterizadas, temos cerca de 300 enzimas sendo
utilizadas comercialmente, porém menos de 20 delas sdo produzidas em escala
industrial, © que € um valor surpreendentemente baixo. Considerando gue o
valor total de dinheiro movimentado anualmente com enzimas ¢ de
aproximadamente US$ 350 milhSes, este valor pode ser considerado bastante
modesto em comparagdo com o0s lucros obtidos pelas grandes industrias
quimicas ¢ farmacéuticas. Isto pode ser explicado devido as propriedades
cataliticas das enzimas, o que torna possivel um largo especiro de processos
dos quais s@o produzidos produtos com valores de mercado centena de vezes
maiores que os valores das proprias enzimas ®.

Na figura 2 abaixo pode-se observar os mais importantes campos de

utiliza¢fo de enzimas.

Os Mais Importantes Campos de Utilizagio de
Enzimas

BEProd. de Limpezs
4o 3% Bind. de Amido

4% V9%, B Suco & Yinho
5% #ind. de Laticihios
1% 8 Ind. de Panificagies

o Cervejarias
B Destilarias

8%
g utros

30%

#lrd. de Courn

Figura 2 - Distribuigfio do consumo de enzimas nos campos de aplicagio™.

Observando os dados apresentados acima, as industrias de alimentos,

incluindo as de amido, respondem pela maior parte do consumo™.
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Em geral, o desempenho das enzimas, particularmente o desempenho
das enzimas imobilizadas, em reagdes que representam pequenos danos aos
produtos ou meio ambiente, estdo ganhando importdncia rapidamente em
industrias de alimentos ¢ quimico-farmacéuticas. O aumento de interesse ndo
precisa necessariamente ser refletido em um notavel aumento do consumo de
enzimas mas particularmente no consumo dos produtos por elas produzidos. A
enorme quantidade de produtos obtidos a partir de uma pequena quantidade de
enzimas incentivaram as pesquisas no campo de imobilizacio e estabilizagdo
de enzimas'® .

O 1interesse de reagdes catalisadas por lipase, proveniente de varias
fontes, tem crescido drasticamente nos fltiimos seis anos. Porém alguns
pesquisadores tem estudado a utilizagdo desta enzima na forma imobilizada
em suportes insoliveis'' Y,

A hidrolise de oleos e gorduras é uma das operagdes industriais
mais importantes, apresentando uma produgfio mundial em torno de 1,6.10°
ton por ano de acidos graxos. Os produto os desta hidrolise (4cidos graxos e
glicerois) sdio materiais basicos para diversas indistrias. **.

Além das reagdes de hidroélise de gorduras, estas enzimas catalisam
outras rea¢des com sinteses de glicerideos e esteres e modificagbes de

lipideos®”.
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Tabela 5 - Lipase imobilizada : Suportes e usos.

RESINA UTILIZACAO AUTORES E ANO
Sephadex LH-20 Hidrolise do oleo de oliva em|Kang S. K. aRhee J. S.
Sephadex LH-60 sistema de fase reversa. 198949

Sephadex G-50 Hidrolise do oleo de oliva. Yang D. e Rhee 8. J.
Sephadex LH-20 1992 @

Amberlite IRA%4

Amberiite XA D-7

Amberlite XAD-2
Amberlite XA D-5
Amberlite XA D-7
Poli acido carbexilico
Poliacrilonitrila

+ 5% de divilbenzeno

Hidrolise de acido graxos.

Baris M. et al.
1994 (¥

Resina Acrilica

Esterificacdo de acido oleico

com metanol,

Ramamurthi S. e McCurdy A.
1994 @9

Polipropilenc Interesterificagdo de oleo de|Reyes HR e Hill C.G.
oliva, 4acido octandico e]1994 ®¥
linoleico.
Duolite Esterificacdio de acido oleico e|Marty A et al.
etanol em didxido de carbono | 1994 7
supercritico.
Duglite Hidrolise de acido graxos|Kosugi Y. et al.

livres do oleo de farelo de

arroz.

1994 %®
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2.5. Métodos Imunoguimicos - ELISA(Enzvme-Linked Immunosorbent

Assav).

A aplicagfo de métodos imunoquimicos para medidas de substincias

biologicamente importantes tornou-se muito popular nos ultimos anos
principalmente pela combinagdo da alta sensibilidade coma excelente
especiﬁcidade(zg).

Os radioimunoensaios sdo muito sensiveis e usualmente simples porém
possuem certas desvantagens, como o uso de reagentes instaveis € a
necessidade de equipamentos sofisticados para as medidas de radiatividade,
além de ser potencialmente perigosos aos analistas. Assim novas idéias
surgiram entre elas a utilizagfio de enzimas ligadas a antigenos ou anticorpos €
de conjugados em ensaios quantitativos de substéncias soliveis, usando a
mesma metodologia dos radio-imunoensaios. Sendo assim foi possivel
substituir os isotopos radioativos por reagentes estaveis e seguros além de
equipamentos mais simples mantendo a mesma sensibilidade®®”.

O método ELISA tem sido utilizado ha alguns anos na detec¢do e
localizagdo de antigenos ou anticorpos, utilizando métodos baseados na luz
visivel ¢ microscopia eletronica (Nakame e Pierce, 1966“°; Avrameas e Uriel,
1966°%).

Imunoensaios enzimaticos tem sido aceito como uma alternativa para
substituir outros ensaios imunologicos, sendo que o grande interesse em
relagio a esse tipo de ensaios tem aumentado o numero de aplicagbes ¢
modifica¢Bes, oferecendo grandes esperangas de diagnosticos fora dos

principais centros médicos™®.
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2.5.1. Métodos de ELISA

Os métodos ELISA podem ser classificados em: ®/CV

A. Competitivos :

A.1- Usando o Conjugado Antigeno-Enzima®®“?: Neste método a

primeira etapa € a imobiliza¢do quimica ou fisica do anticorpo a fase solida.
Apo6s a imobilizagdo analisa-se¢ a influéncia nos resultados incubando-se o
material imobilizado frente a uma quantidade padrio de antigeno marcado
com diferentes concentragGes conhecidas de antigenos ndo marcados, os
antigenos marcados ¢ nfo marcados passam a competir pelo sitios ativos dos
anticorpo imobilizados modificando as respostas obtidas por colorimetria ou
fluorometria.

A concentragdo de produto € inversamente proporcional a concentragio
de antigenos presente na amostra, ou seja, quanto menor a leitura obtida maior
a concentracdo de antigeno na amostra.

Tendo conhecimento deste comportamento pode-se incubar uma
amostra desconhecida e baseado nos dados obtidos anteriormente dosar a
quantidade de antigenos.

Este tipo de ensaio ¢ utilizado, por exemplo, na medida de IgG de

coelho.
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Amtigenos ligados Subsirato
a enzimas
H,0,

-

- Matriz
HO+ 1 02 Polimérica
2 2

3

Eletrodo de O N

Figura 3 — Ensaio ELISA competitivo usando antigeno marcado com

enzima HRP e anticorpo imobilizado."?

A.2. Usando Anticorpo Marcado-Enzima : Este método ¢ parecido com
o citado acima, porém € o antigeno que se encontra imobilizado. Esse material
imobilizado € exposto a uma concentragdo padrio de anticorpos marcados
juntamente com quantidades variaveis e conhecidas de antigenos ndo
rmobilizados. O comportamento das resposta e analises de amostras
desconhecidas ¢ semelhante ao método anterior. Esse método € exemplificado

na figura 4°%
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Suhstrato
H,0,
- Antigeno
- - Anticorpo
# -Enzima
- Matriz
Polimérica

-

+1 0O
HZQ )

k3

Eletrodoe de ﬂl

Figura 4 - Ensaio ELISA competitivo usando anticorpo marcado-

enzima HRP e antigeno imobilizado®?.

B. Nao-competitivos : S3o ensaios em que uma amostra antigeno

conhecida ou desconhecida reage com um excesso de anticorpo ¢ a extensio
da reacdo antigeno-anticorpo € medida em uma segunda etapa. Esses ensaios
podem ser classificados de acordo com a valéncia do antigeno, isto €, se este
possuir uma Unica valéncia temos o ensaio ndo-competitivo de sitio-simples
(single-site¢) € no caso de bi ou polivaléncia temos o ensaio sanduiche

{sandwich assay)®¥.

B.1. Sitio Simples : Esses sdo simples modificacdes dos métodos

competitivos. Nesse procedimento incuba-se uma mistura contendo uma
concentragdo fixa e conhecida de antigeno marcado com enzima juntamente
com concentragdes varidveis de antigeno ndo marcado em presenca de um

excesso moderado de anticorpo imobilizado. Apés a lavagem, o excesso de
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antigeno marcado ¢ incubado para permitir que se ligue com anticorpos nfo
imobilizados e em seguida avalia-se a concentragfo pela analise colorimétrica
ou fluorimétrica do produto obtido pela exposigic do conjugado anticorpo-
antigeno-enzima ao substrato adequado. Este procedimento pode ser realizado
de forma contraria, ou seja, utilizar anticorpo marcado ¢ antigeno imobilizado.
Os resultados obtidos, ou seja, a concentragio produto ¢ inversamente
proporcional a concentragio de antigeno ndo marcado presente na mistura que
pode ser proveniente de uma amostra conhecida ou desconhecida. Esse

método pode ser usado em medidas de a-fetoproteina®**?,

B.2. Ensaios Sanduiche ou ELISA de Captura: SHoc baseados na

utilizagdo de anticorpo imobilizado e uma solugdo padrio ou uma amostra de
antigeno. O conjugado anticorpo imobilizado-antigeno ¢ incubado na presenga
de anticorpo marcado permitindo que ocorra uma nova ligagdo com o
antigeno. Caso esse segundo anticorpo nio fosse marcado poderia utilizar um
terceiro anticorpo marcado. Em ambos os casos a concentragdo do produto €
diretamente proporcional a concentragdo de antigeno adicionado. Esse
procedimento foi utilizado para dosagem de antigeno carcinoembridtico, a-
fetoproteina (Belanger et al., 1973 usando fosfatase alcalina® e por Maiolini
et al, 1975 usando glicose oxidase®) e p-aminotransferase. A figura 5

exemplifica esse método®
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Amostra Tampio Amnticorpos ligados Substrate

H,G,

- Antigeno = -Enzima HO+ _i_ ':}2

- Matriz
Polimérica

-

Eletrodo de Gl

- Anticorpo

Figura 5 - Método Sanduiche para antigenos, enzima HRP®¥,

B.3. Anti-Imunoglobulina Marcada : E baseado na imobilizagdo do
antigeno € exposigdo deste a anticorpo ndo marcado proveniente de uma
amostra conhecida ou ndo. A quantidade de anticorpos ligados a fase solida é
quantificada por uma anti-imunoglobulina marcada. Esse métodec possui
algumas vantagens, entre elas: antigenos e anticorpos nfo sdo marcados, ndo
ha necessidade de utilizagdo de antigeno puro e utilizagdo de apenas um
conjugado para ensaios de diferentes anticorpos. Este método foi utilizado
para determinagfo de anticorpos de coelho para albumina de soro humano e
para o hapteno dinitrofenol (Engvall ¢ Perlmann em 1972°%) e para
determinag¢do de anticorpos humanos para estreptoquinase e tiroglobulina
(Engvall e Perlmann em 1975°%) ¢ para DNA (Pesce et al. em 1974°7). Este
método é extremamente util pois permite medidas de anticorpos para uma

variedade de antigenos. A figura 6 mostra este tipo de ensaio®**?,

sodbpd S S
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Amostra Tampio Comjugado Substrat
P Enzima Antiglobulina }: .; ?

272

- ﬁnﬁgenu = -Enzima _12_ Qz
- Anticorpo - Matriz
Polimérica *
Antiglobulina Eletrodo de O

2

Figura 6 - ELISA indireto para anticorpos, este método ¢ baseado na
utilizagdo do conjugado antiglobulina-HRP como revelador para a reagdo de

acoplamento(Bz}.

2.5.2. Escolha da enzima .
A sensibilidade de um imunoensaio enzimatico esta diretamente
relacionado com escolha da enzima®®.
As enzimas utilizadas nestes métodos devem possuir determinadas
propriedades, entre elas :
1. As enzimas devem ser estaveis entre 25 e 37°C, e ter tempo de
meia vida de no minimo 6 meses a 4°C.
2. Elas devem estar disponiveis no mercado e nfo possuir um valor
relativamente elevado.

3. Suas atividades devem ser facilmente medidas através de métodos

colorimétricos ou fluorimétricos simples.
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4. Devem ser detectadas em pequenas quantidades. Portanto, a
enzima deve ter alta conversio de substrato ¢ o produto de reagdo deve ter um
amplo coeficiente de absortividade molar ou fluorescéncia.

5. Quando ndo abundantes em materiais bioldgicos, podem ser
utilizadas em amostras desde que estas ndo contenham inibidores potenciais
para a determinada enzima.

Essas propriedades sfo encontradas em t{rés enzimas: A fosfatase
alcalina do intestino de bezerro, a peroxidase de rabanete ( Horseradish
peroxidase ) e a B-D-galactosidade de Escherichia coli®®?.

A fosfatase alcalina é muito estavel ¢ os ensaios onde esta ¢ utilizada
sdo bastantes simples e sensiveis. Os substratos usados por essa enzima s&o:
fosfato de n-nitrofenila, o qual € hidrolisado a p-nitrofenol, sendo detectado
por analise espectrofotométrica em 400 nm, ¢ o fosfato de 4-metilumbeliferila
que é convertido a 4-metilumbeliferona e ¢ determinado por métodos
fluorimétricos. A taxa de convers@o do primeiro substrato € duas vezes maior

que a do segundo®.

A pB-galactosidase de £. coli possui consideravel estabilidade e sua
atividade pode ser medida usando-se p-nitrofenil-B-D-galactosida ou 4-
metilumbeliferil-B-D-galactosida como substrato. Possui alta conversdo de
substrato e os métodos usados sdo iguais ao da fosfatase®”.

A peroxidase de rabanete (HRP) ¢ a mais barata das enzimas citadas ¢
possui grande disponibilidade no mercado. A determinagéo € baseada em uma
reagdo redox e na utilizagio de um substrato instavel, o peroxido de
hidrogénio (H»0,). Varios métodos sdo usados para a quantificagio do

produto de reacéo, entre eles podemos citar:
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- método do periodato;

- métodos com utilizagdo de cromégenos como 2,27 azino-di-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato), que € bastante caro e seu produto ¢
instavel, o dcido 5-aminosalicilico, que possui baixa sensibilidade, a
o-toluidina e o o-fenilenodiamina, que ¢ o mais sensivel de todos,
porém esses dois Gltimos possuem efeitos carcinogénicos e
mutagénicos;

- métodos potencimétricos pela utilizagdo de eletrodo de

oxigénio! N3

2.5.3 Conjugado Enzima-Antigeno e enzima-Anticorpo*°?.

Singer em 1959°® introduziu a ferritina para marcar anticorpos e assim
dosa-los por microscopia eletrénica. Essa marcagio foi feita pelo método do
diisocianato de xileno ou do diisocianato de tolueno®®.

Mais tarde, as enzimas foram introduzidas como marcadores de
anticorpos substituindo a ferritina permitindo que as analises de anticorpos
fossem realizadas por métodos utilizando luz visivel e microscopia eletronica.
Nakane e Pierce em 1966%% usaram 1-etil-3(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida para associar a fosfatase acida a anticorpos e a p,p’-difluoro-
m,m’-dinitrofeniol dulfona para ligar a peroxidase a anticorpos®®.

Avraméas em 1968 e 196977 descobriu que o glutaraldeido era um
excelente agente conjugante. Este composto permite também preparar
derivados ativos insoliiveis como derivados de carboxipeptase A como feito
por Quiocho e Richards em 1966“! ¢ derivados de tripsina como feito por

Habbeb em 196792
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O glutaraldeido reage primariamente com os grupos amino das
proteinas € o produto esperado entre o grupo amino € um aldeido ¢é
denominado base de Shiff. O glutaraldeido é facilmente polimerizavel e
contem aldeidos o,B-insaturados que sdo provavelmente os responsaveis pela
reacdo com as proteinas. Quando reticulado com as proteinas este composto
possui excepcional estabilidade®™ .

A reticulagiio do glutaraldeido pode ser realizada por dois métodos; o de
uma etapa, onde os dois componentes que podem se ligar covalentemente sdo
misturados juntos com o agente reticulante; ou de duas etapas, onde um dos
dois reagentes reage sozinho com o agente de acoplamento e ao produto deste
adiciona-se © segundo reagente. No primeiro método cada componente
reticula consigo mesmo e com 0 outro componente, enquanto que no método
de duas etapas somente © primeiro componente reticulard consigo

mesmomxm.

2.5.4 Os Imunoadsorventes®?.

A caracteristica que diferencia o teste tipo ELISA dos outros
imunoensaios enzimaticos € o uso de adsorventes, tornando mais rapida e facil
a separagdo de antigenos e anticorpos livres dos complexos antigeno-
anticorpo. Anticorpos e antigenos tem sido ligados a celulose, agarose,
poliacrilamida, poliestireno, polipropileno, policarbonato, borracha de silicone
¢ vidro tratado. A fase solida pode ser na forma de discos, esferas e tubos que
facilitam as etapas de lavagem e separagio, E interessante lembrar que o
sucesso do meétodo ELISA cresceu a partir do uso de pequenos tubos ¢ pratos
de poliestireno como fase sdlida.

A adsorcio de muitas proteinas em superficies plasticas resulta da

interagdo entre a estrutura hidrofdbica da proteina com a matriz plastica ndo
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polar. A taxa e a intensidade desta adsor¢do dependerdo do coeficiente de
difusdo da molécula que esta sendo adsorvida, a razdo entre a area superficial
a ser recoberta, do volume de solugio utilizada na etapa de imobilizacdo, da
concentracdo desta solugdo, da temperatura e do tempo da reagdo de adsorgio.

O poliestireno tem sido amplamente utilizado para testes do tipo ELISA
devido a sua reprodutibilidade e facil recobrimento, porém como alguns
plasticos, apresenta algumas desvantagens. O antigeno ou anticorpo se ligar
fisicamente € ndo covalentemente a matriz polimérica, podendo resultar em
perdas de proteinas adsorvidas durante as lavagens, além da possibilidade de
desnaturagdo destas moléculas, levando a perda da atividade do antigeno ou
anticorpo imobilizado. Tudo isso afeta a precisdo ¢ sensibilidade desta técnica,
além da capacidade limitada de adsorgdo das superficies plasticas. Entretanto
a facilidade e rapidez de separagdo dos complexos antigeno-anticorpo do
restante da solugdo freqiientemente compensam estas desvantagens.

As interagOes envolvidas no processo de adsorgdo, ao contrario das
interagGes antigeno-anticorpo, sdo nio especificas porque tanto os antigenos
como os anficorpos marcados podem ser adsorvidos, indesejadamente, na fase
solida durante o ensaio. Esta adsor¢fo pode ser minimizada pela utilizagdo de
detergentes neutros, tais como Triton® X-100 ou o Tween® 20, quais ndo
interferem sigmficativamente na reagfo antigeno-anticorpo. Estes devem ser
adicionados em concentragdes que evitem novas inferagdes hidrofébicas mas
que também ndo permita a desor¢do de antigenos ou anticorpos previamente
adsorvidos na superficie plastica.

A precisdo do método pode ser afetada pelo potencial elétrico negativo
presente em diversos suportes plasticos resultando em adsorgdes néo

especificas € na formagdo de dupla camada de moléculas.
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2.5.5 Sensibilidade™.

Os dois maiores fatorem gue limitam a sensibilidade do teste ELISA
sdo: a afinidade de ligacdo antigeno-anticorpo ¢ a enzima usada como
marcadora. A alta sensibilidade de anticorpos, com uma constante de
afinidade na ordem de 10'° (M\)™ a 10" (M/1)’", resulta numa sensibilidade
em torno de 107 a 10> M. A enzima empregada de forma adequada pode
resultar numa detecgdo da ordem de 0,02 finol em 0,2 mil. Assim sendo, a
afinidade antigeno-anticorpo provavelmente limita a sensibilidade nestes

HMUNoensaios.

2.5.6 Especificidade™.

O principal determinante da especificidade € o anficorpo. Isto esta
relacionado com a capacidade do anticorpo de reagir com outros antigenos de
estruturas similares ao do imunizante. Outros fatores sdio a pureza do antigeno
utilizado, os ensalos padrdes, adsorgdo ndo especifica de antigenos e

anticorpos marcados.

2.5.7 Reprodutibilidade®®.

A reprodutibilidade do teste ELISA chegou em torno de 15% em 1971
em analises realizadas por Engvall™®”. Esta pode ser devido a adsorges niio
homogéneas de antigenos e anticorpos durante a imobilizag8o, resultado da
nio uniformidade da superficie ou da distribuicdo de cargas no material
plastico. Esse efeito pode ser minimizado pela utilizago de eliminadores de
cargas estaticas entre outras coisas.

Atualmente o resultados obtidos por analises utilizando o método
ELISA s3o bastante confidveis devido sua boa reprodutibilidade e

sensibilidade.
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2.6 Os Suportes .

A primeira amino resina sintetizada que se tem noticia foi a uréia-
formaldeido em 1884 por Holzer e posteriormente por Ludy em 1889,

Em 1896, Golschmidt estudou a reagdo da uréia e formaldeido em meio
acido, a qual resultou em um pd branco de formula empirica CsH;oN4O:“.
Essa mesma reagdo fol realizada em 1908 por Einhorn ¢ Hamburger, obtendo
como produto a mono ¢ dimetiluréia de acordo com a quantidade de
formaldeido utilizada™.

Na década de 20 surgiu o primeiro produto comercial desta resina na
Inglaterra desenvolvido por Edmond C. Rossiter, denominado Beetle“?.

As amino resinas sdo polimeros termofixos obtidos a partir da reagfo de
condensacio de aldeidos com compostos contendo grupos amino (-NH). A
resina uréia-formaldeido corresponde a mais de 80% das vendas de amino
resinas'®. Sua principal atragfio & a solubilizagiic em 4gua antes do processo
de cura e apoOs este seus produtos possuem excelente resisténcia mecdnica, a
solventes ¢ ao fogo™®.

A aplicagdo industrial destas resinas ¢ muito ampla, sendo que seu uso
como adesivo, € responsavel pela sua maior ¢ principal utilizacdo comercial.
QOutra utilizacdo dessas resinas é o seu uso para modificar as propriedades de
outros materiais, como por exemplo, a adicdo de pequenas quantidades a
fibras téxteis com a finalidade de melhorar a qualidade das roupas

confeccionadas a partir delas“®.

2.6.1 A quimica das amino resinas.
As amino resinas sdo sintetizadas em duas etapas. Na primeira etapa, a

amina (ou amida) reage com um excesso controlado de aldeido em solugdo
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aquosa e condigdes neutras ou levemente alcalinas 4 temperaturas moderadas.
Como resultado desta primeira etapa, obtém-se uma mistura de pequenas
cadeias lineares e ramificadas com peso molecular na ordem de 10~. A resina
obtida ¢ soltrvel e fundivel, também conhecida como pré polimero™”.

A reacdo de um aildeido com grupos amina pode ser catalisada em meio
acido ou basico, sendo que em meio acido a reagdo ocorre rapidamente “via
condensagdio’’ enquanto que em me1o basico e neutro ela ocorre “via adigdo”
com uma velocidade menor. As reagdes 1 a 6 da figura 7 mostram o

mecanismo destas sinteses*”.

a) em meio basico.
NH,CONH, +B — NH,CONH + BH (D

Uréia Base

NH,CONH™ + OHCH,OH — NH,CONHCH;OH +OH™ (2)

OH + BH —» B + H,O (3)
b) em meio acido.

HCOH +H,0 < OHCH,OH (4)
Formaldeido

OHCH,OH + HA — OHCH,OH," + A™ (5)

Acido
OHCH,OH," +NH,CONH, — NH,CONH,CH,0H + H,0 (6)
NH,CONH, CH,0H + A~ — NH,CONHCH,OH + HA (7)

Figura 7 — Mecanismo da sintese de amino resinas em meio basico (a) a

em meio acido (b)*".
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Na segunda etapa, a resina € curada pela aplicagdo de calor, pressdo ou
através de catalise acida. Nesta fase as cadeias crescem e reticulam resultando
em produtos insoluveis ¢ ndo fundiveis, também conhecidos como resinas
termofixas™*”’.

Com as amino resinas, dois tipos de reagdes de condensa¢do podem
ocorrer durante a cura. O primeiro tipo consiste na condensacdo de dois
grupos metilois, resultando em um metileno éter ( vide reagfio 8 na figura 8 ),
essa reagdo € favorecida por altos valores de pH e alta razfo aldeido / amina.
No segundo caso, temos a reagdo de um grupo metilol com um grupo amina,
resultando em ligacdo metileno ( vide reacio 9 e 10 na figura 8 ), sendo

favorecida por baixos valores de pH e razdo aldeido / amina™”,

Reacdo 8.
—NHCH,OH + HOCH,NH— — —NHCH,;OCH,NH— (8)

Reacdo 9 ¢ 10.
—NHCH,0H + HN— — —NHCH;NH— (9)
—NHCH,0OH + —NHCH,NH~— — —NHCH,NHCH,NH—  (10)

Figura 8 — Tipos de reagdo das amino resinas durante a cura™”.

Visto que a uréia possui 4 hidrogénios ativos ¢ trés posi¢des possiveis
de polimerizagdo, dependendo da relagdo molar uréia / formaldeido ¢ das
condi¢des de processo, tais como: pH, temperatura, tempo de reagdo ¢
procedimento reacional, pode-se obter uma gama de produtos. Estes produtos
podem possuir estruturas lineares ( monometiloluréia e dimetiloluréia ),

ramificadas e estruturas ciclicas ( triazona e uronas ), as quais podem ser
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isoladas do meio reacional. Na reticulacfo desta resina € comum a utilizagido
de sais metalicos derivados de acidos fortes e bases fracas como miciadores de
reacdo, tais como cloreto de magnésio, sulfato de amdnio, nitrato de zinco ¢
cloreto de 2-amino metil propanol,

A figura 9 mostra as reagdes e produtos possivels de se obter a partir de

urdia e do formaldeido™®.
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Figura 9 — Reagdes e produtos obtidos a partir de uréia ¢ formaldeido
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Dentre os monOmeros conhecidos, a acrilamida ¢ um mondmero
bastante interessante para o use como amino resinas. O grupo vinil é ativo
para polimerizagdo por radical livre enquanto que o grupo amina (-NH,) é
ativo para reacdo de condensagio com o formaldeido™.

A reacglo de sintese da N-metilolacrilamida consiste na adigdo do

formaldeido a acrilamida, como exemplificado na figura 104,

Reagdo 11.
P 0 meic basics P O
HBC:CHC\ + HC=0 ——> H G=CHC\
NH, ? 2 NHCH OH
ACRILAMIDA FORMALDEIDO  N-METILOLACRILAMIDA
on

2-PROPEHAMIDA

Figura 10 — Sintese da resina N-metilolacrilamida‘®.

Essa resina pode polimerizar via radicais livres a partir de uma cisfo
homolitica da dupla ligacdo ou através de seus grupos amino e hidroxi. No
primeiro caso, o perssulfato de amoénio tem sido um iniciador bastante
utilizado para a obtengdo dos radicais livres, enquanto que no segundo caso
utiliza-se iniciadores aniénicos™.

A figura 11 1ilustra o mecanismo de polimerizagdo da N-
metilolacrilamida utilizando perssulfato de amodniof(NH4),S;05] como

iniciador.
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Figura 11 — Mecanismo de polimerizagio da resina resina N-
metilolacrilamida via radical livre®*®.

Quando o mondmero de N-metilolacrilamida é exposto a temperaturas

superiores a 130° C temos como resultado uma rede tridimensional insolavel,

como mostra a figura 12.
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CHCH- : a
/N, CHFH-CHCH CHCHCHCH— A -

C=0 C=0
NH NH
cH CH
NEH NH
=0 =0

i i
W CHLH-CHLH CHCH-CH ECHW

Figura 12 — Rede tridimensional da poli N-metilolacrilamida™.

Outro polimero interessante ¢ a poliacrilamida, pois possui
caracteristicas muito semelhantes as apresentadas pela N-metilolacrilamida
em termos de polimerizagfo. Sua utilizagdo tem crescido enormemente nos
dltimos trinta anos e pesquisas relacionadas a utilizacdo deste polimero tém
crescido consideravelmente™.

Recentemente a literatura tem relatado sobre a obtengdo de micro
esferas porosas de diversas resinas como as de poli vinil benzeno e as de
uréia-formaldeido®™,

A obtengdo de macro esferas de amino polimeros € nossa tentativa para
facilitar a utilizagio desses polimeros que apresentam Otimas propriedades de
imobilizagdo devido a presenca de grupos N-metildis. A eficiéncia com que os
grupos N-metilois se ligam a biocompostos via ligagdo covalente, tem

aumentado o interesse em torno desses polimeros.
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A porosidade € a area superficial s8o alguns dos pardmetros que
mterferem na capacidade de imobilizagdo de um suporte; assim um dos
objetivos deste trabalho € a sintese de macro esferas porosas para se otimizar a
imobilizagdo de proteinas e outros compostos, possibilitando seu uso em uma
vasta area de aplicagéo.

Para se obter esferas porosas, foram feitas diversas sinteses com
posterior caracterizagdo do material por; espectroscopia de 1.V., porosimetria
de mercario, microscopia eletronica de varredura(MEV) ¢ area
superficial( BET).

Uma area bastante promissora para a utilizagdo das macro esferas
porosas de amino polimeros, estd relacionada com o desenvolvimento de kits
de diagnosticos para testes ELISA que possam facilitar os testes laboratoriais
em regides distantes e de poucos recursos financeiros. Ampliando o trabalho
realizado por Peres ¢ Bittencourt em 1986 os quais utilizaram amino
polimeros empregnados em tecido de poliéster como suporte para antigenos de
chagas, temos em vista otimizar o uso destes polimeros, em forma esférica,
tanto para teste ELISA como também dar inicio ao uso destes suportes em
bioreatores de leito fluidizado e colunas cromatograficas.

Neste trabalho propomos apenas a estudar o comportamento destas
macro esferas porosas para imobilizagio de biocompostos, como
imunoglobulina e lipase, procurando padronizar as condigdes em que 0s testes
fornecem uma reprodutibilidade a nivel de aceitagdo para aplicagdes em

diagnosticos clinicos.
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3.1 Sintese das Resinas

Foram sintetizadas as resinas N-metilolacrilamida e uréia-formaldeido.

As procedimentos estio detalhados nos topicos 3.1.1 e 3.1.2.

3.1.1 Resina N-metilolacrilamida®

3.1.1.1 Reagentes p.a. / Fornecedores.
- Acrilamida, da Reagen.
- Formaldeido 37%, da Merck.
- Hidroxido de Sodio, da Merck.
- Acido Férmico, da Synth.

3.1.1.2 Equipamentos.

A figura 13 mostra o esquema utilizado para a sintese das resinas.

1- Agitador mechnico
@ 2.Haste de metal
3-Termémetro
4- Banho termostatizado
) 5_Balio de redondo de 3 bocas

(@440

Figura 13 - Esquema de aparelhagem utilizado para a sintese das resinas
N-metilolacrilamida e uréia-formaldeido.
- Liofilizador L5KR, EDWARDS.
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3.1.1.3 Procedimento Experimental.

Em um baldo de trés bocas (24/40) de 250 ml foram colocados 48 g de
acrilamida e 42 g de formaldeido. A mistura foi agitada ¢ mantida sob
atmosfera de nitrogénio(N,) e temperatura de 20-25°C.

Apods a homogeneizacdo do sistema, foi adicionada solugdo de NaOH
50% para manter o pH entre 8 ¢ 9.

A reagdo fo: mantida com agitagdo por 2 horas e posteriormente foi
adicionado acido férmico para levar o pH para 5-6.

A seguir, a resina obtida foi liofilizada ¢ estocada sob vacuo para

posterior utilizagdo.

3.1.2 Resina Uréia-Formaldeido (UF)®.

3.1.2.1 Reagentes p.a. / Fornecedores.
-Uréia, da Reagen.
-Formaldeido 37%, dla Merck.
~Sulfito de Sodio, da Synth.
-Bissulfito de Sodio, da Synth..
-Sulfato de Magnésio, do Grupo Quimica.
~-Hidréxido de Sédio, da Merck.
-Acido Férmico, da Synth.

3.1.2.2 Equipamentos.

- Na sintese da UF foram utilizados os mesmos equipamentos para
obtengdo da N-metilolacrilamida (fig.13).

- Foi utilizado um sistema de destilagdo a vacuo, como o mostrado na

figura 14 e um potenciémetro digital para controle do pH durante a reagdo.
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- @ 1~ Tenndmetro

2 - Haste de metal

3 - Condensador

4. Banho termostatizado
5- Baldo de 3 bocas

\ J@ 6 - Kitassato

Y
3

) = wicuo

Figura 14 - Esquema da aparelhagem para destilagdo a vacuo da resina
uréia-formaldeido .

- Liofilizador L5KR, EDWARDS.

- Bomba de Vacuo, Kohl Back.

3.1.2.3 Procedimento Experimental.

Foram pesados 95 g de formaldeido 37 % e a seguir seu pH foi elevado
para 8 pela adigdo de solugdo de NaOH 50% e acido formico.

A solugdo resultante foi fransferida para um baldo de trés bocas (24/40)
de 500 ml sendo adicionados, a seguir, 34 g de uréia. O sistema foi aquecido a
50°C, sob agitacfio e atmosfera mnerte, até a completa dissolugéo.

Foi adicionado 0,20 g de sulfito de sédio e o sistema foi derxado sob
agitagdo por 5 minutos; a seguir juntou-se 1,0 g de bissulfito de sodio e o pH
foi levado entre 8,6-8,9 com solugdo de NaOH 10% e/ou acido férmico.

O sistema foi posteriormente aquecido a 80°C e seu pH foi levado para
4,4-4,6 com adigfo de acido formico € a seguir a temperatura foi elevada para

90-95°C.



{Capitulo 3 Materiais e Métodos 48

O sistema foi deixado sob agitagdo e amostras foram retiradas em
intervalos de 30 minutos. As amostras foram gotejadas em 5 ml de solugdo de
sulfato de magnésio a 30% a temperatura de 20°C.

A reacdo foi cessada quando uma gota de amostra turvou a solugio de
sulfato de magnésio 30%, pois essa turvagdo indica o final da reagio.

O pH fo1 elevado para 7,2-7 .4 com solugdo de NaOH 10% ¢ a seguir a

mistura foi destilada a vacuo. Apds a destilagio a amostra foi liofilizada.

3.2 Sintese das Macroesferas.

3.2.1 Esferas de Poli N-metilolacrilamida (ou poli NMA).

3.2.1.1 Materiais.
-Resina de N-metilolacrilamida liofilizada.
~Perssulfato de aménio, p.a., da Cinética Quimica.
-Oleo de silicone, da Synth.
-IN,N-dimetil formamida, p.a., da Nuclear.
-Acetona, p.a., da Merck.
-Eter Etilico, p.a., da Ecibra.

3.2.1.2 Equipamentos.
Foram utilizados um banho super termostatizado (Nova Técnica), uina
estufa a vacuo (FANEM), béquer de 500 ml, pipetas Pasteur ¢ peneiras

comuns.
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3.2.1.3 Procedimento.

Foi pesada uma amostra da resina N-metilolacrilamida ¢ a ela foi
adicionado persulfato de aménio 5% em relagfio a massa de resina.

A mastura foi dissolvida em N, N-dimetil formamida e com auxilio de
uma pipeta Pasteur foi gotejada em oleo de silicone a temperatura de 50-90°C.

As esferas foram retiradas do o6leo de silicone utilizando-se uma peneira
comum, As esferas foram posteriormente lavadas com acetona ¢ €ter etilico.

Apos a lavagem o produto foi secado em estufa a vacuo a 110°C por
48 h.

3.2.2_Esferas de Uréia-Formaldeido (UF).

3.2.2.1 Materiais.
-Resina de ureia-formaldeido liofilizada.
-Oleo de silicone, da Synth.
~-Sulfato de amdnio, p.a., da Carlo Erba.
~-N,N-dimetil Formamida, p.a., da Nuclear.
-Acetona, p.a., da Merck.

-Eter etilico, p.a., da Ecibra.

3.2.2.2 Equipamentos.
Foram utilizados uma estufa a vacuo (FANEM), béquer de 500 ml e

peneiras.
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3.2.2.3 Procedimento.

Foi pesada uma amostra de uréia-formaldeido liofilizada e foi
adicionado a esta, sulfato de amOnio 5% em massa.

A mistura fo1 dissolvida em N,N-dimetil formamida e a seguir gotejada
em 6leo de silicone previamente aquecido a 110- 120°C em estufa.

As esferas foram retiradas com auxilic de peneiras e lavadas com

acetona e éter etilico.

Essas esferas foram secas em estufa a vacuo a 120°C durante 48 h.

3.2.3 Esferas de Poliacrilamida (PA).

3.2.3.1 Matenais.
-Acrilamida, p.a., da Nuclear.
~Perssulfato de amdnio, p.a., da Cinética Quimica.
-Oleo de silicone, da Synth.
~-N,N-dimetil formamida, p.a., da Nuclear.
-Acetona, p.a., da Merck.
-Eter Etilico, p.a., da Ecibra.

3.2.3.2 Equipamentos

Foram utilizados os mesmos equipamentos do item 3.2.1.2.

3.2.3.3 Procedimento

Foi pesada uma amostra da acrilamida e a ela foi adicionado perssulfato
de amoénio 5% em relagdo a massa de acrilamida.

A mistura foi dissolvida em N N-dimetil formamida e com auxilio de

uma pipeta Pasteur foi gotejada em 6leo de silicone a temperatura de 50-90°C.
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As esferas foram retiradas do 6leo de silicone utilizando uma peneira e

posteriormente lavadas com acetona e éter etilico.

Apos a lavagem o produto foi secado em estufa a vacuo a 110°C por
48 h.

3.2.4 Esferas de Poliacrilamida Recobertas por Poli N-metilolacrilamida

(PA-tec).

3.2.4.1 Materiais.
-Esferas de Poli acrilamida.
~-Formaldeido, p.a, da Merck.
-Hidréxido de Sodio, p.a., da Merck.
-Acetona, p.a., da Merck.

3.2.4.2 Equipamentos.

Nesta etapa foram utilizados uma estufa ¢ um borrifador.

3.2.4.3 Procedimento.

As esferas de poliacrilamida foram borrifadas com solucdo de
formaldeido, previamente alcalinizada com solugdo de NaOH 10%, e a seguir
colocada na estufa.

Esse procedimento foi repetido até que toda a superficie das esferas
estivesse recoberta. Apds essa etapa, as esferas foram lavadas com agua

destilada e acetona, sendo a seguir secas em estufa a 60°C.
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3.3 Caracterizacido das Resinas ¢ Esferas.

As resinas e as esferas foram caracterizadas por espectroscopia de 1. V..
As esferas foram também caracterizadas por microscopia eletrnica de

varredura (IMEV), porosimetria de mercuric e BET (drea superficial).

3.3.1 Espectroscopiade [.V..

As resinas ¢ esferas trituradas foram caracterizadas para verificagfo da
presenca de grupos funcionais caracteristicos. As analises foram feitas usando
pastithas de KBr (brometo de potassio) no aparelho de infravermelho FTIR
1600-Perkin Elmer M-80.

3.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura.

As esferas foram metalizadas e analisadas no aparelho Electron Probe
Microanalyzer-JAX-840A-JEOL.

Essa analise foi realizada com a finalidade de dimensionar as esferas

assim como verificar a presenca de poros e fraturas.

3.3.3 Porosimetria de Mercurio.

Essa caracterizacdo foi realizada no aparelho Pore Sizer 9320,
Micrometrics, com o propositc de se avaliar a porosidade das esferas
produzidas. A obtencdo de esferas porosas ¢ um dos objetivos deste trabalho,
visto que a existéncia de poros pode resultar em maior area para imobilizagdo

de biocompostos.
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3.3.4 Area Superficial.

Essa analise foi realizada no FlowSorb 2300, Micrometrics, com o
objetivo de dimensionar a area da superficie das esferas, visto que ela constitui
um parametro de extrema importancia para as técnicas de imobiliza¢do devido

a quantidade de imobilizado ser altamente afetada por esta grandeza.

3.4 Analise dos ParAmetros de Imobilizacdio para Teste ELISA®?.

3.4.1 Matenais.
-Esferas de N-metilolacrilamida e de uréia-formaldeido.
-Tampao carbonato/bicarbonato, 0,1 M, pH=9,5.
-Tampédo PBS, 0,05 M, pH=7,5.
-Tampé&o acetato/acido acético, 0,1 M, pH=4,5.
-Solugdo estoque de Imunoglobulina(lg) de camundongo de
concentragdo 370 pg/ml.
-Tween-20 (detergente ndo 16nico).
-Leite em p6 desnatado (Molico, Nestl€).
-Solugdo estoque de anti-Imunoglobulina de camundongo (a-Ig)
marcado com peroxidase (HRP), dilui¢do 1:5 em glicerina 50%.
-Soro normal de coelho.
-Agua oxigenada, 30 volumes, da Merck.
-Solugdo de acido sulfurico 4N, da Merck.
-Solugdo estoque de OPD (Orto Fenileno Diamino) em tampéo
acetato/acido acético, da Merck.
OBS: Todos os materiais, exceto as esferas de N-metilolacrilamida e
uréia-formaldeido, foram fornecidos pelo Departamento de Imunologia do
Instituto de Biologia da UNICAMP.
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3.4 2 Equipamentos.

Foram utilizados tubos de ensaios, estufa a 37°C, pipetas automaticas,
balanga semi-analitica, pipetas graduadas de 5 e 10 ml, geladeira,

espectrofotometro de UV-visivel para leitura de placa ELISA.

3.4.3 Procedimento para imobilizagdo de biocompostos em esferas de

N-metilolacrilamida.

Foram colocadas dez esferas em cada um dos 24 tubos de ensaio e a
seguir foi adicionado 0,5 ml de solugdo de Ig de camundongo baseado no

esquema da tabela 6.

Tabela 6 - Relagdo do nimero de tubos de ensaios a serem utilizados

para cada solugdo de imobilizagfio (pH e concentragéo de Ig).

[Tg] pug/ml 10 20
pH
4.5 4 tubos 4 tubos
7.5 4 tubos 4 tubos
9,5 4 tubos 4 tubos

Os tubos foram colocados na estufa a 37° C por uma hora ¢ a seguir
transferidos para a geladeira onde permaneceram por 18 horas.

Apo6s decorrido esse periodo, o sobrenadante foi retirado e as esferas
foram lavadas trés vezes, utilizando-se 1 ml de solugdo tampdo de PBS com

0,05% de Tween-20, em cada lavagem, por tubo.
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34.3.1 Bloqueio dos sitios ativos das esferas restantes apés a
imobilizagdo.

Foi adicionado 0,5 ml de solugdo tampio PBS contendo 5% de leite
molico por tubo para fazer o bloqueio. Os tubos foram colocados na estufa a
37°C por uma hora. Apos transcorrido esse tempo o sobrenadante foi retirado

e a lavagem foi repetida como na etapa de imobilizagio.

3.4.3.2 Adi¢do de anti-Ig marcada com HRP.

Foram utilizadas nesta etapa duas concentragdes de a-Ig: 1:500 e 1:1000
em solugfo tampao de PBS contendo 2% de leite molico e 2% de SNC (soro
normal de coelho).

Os tubos foram incubados baseado no esquema mostrado na tabela 7,
abaixo.

Tabela 7 - Relagdo do ntimero de tubos a serem usados de acordo com

as condigoes de imobilizagdo e concentragio da solugdo de a-Ig.

[a-Ig] 1:500 1:1000
Imobilizagao
pH 4,5 e [1g]-10pg/ml 2 tubos 2 tubos
pH 4,5 e {1g]-20ug/ml 2 tubos 2 tubos
pH 7,5 ¢ [Igl-10ug/ml 2 tubos 2 tubos
pH 7,5 ¢ [ig]-20ng/ml 2 tubos 2 tubos
pH 9,5 ¢ [Ig]-10pug/mi 2 tubos 2 tubos
pH 9.5 e [Ig}-20ug/ml 2 tubos 2 tubos

Foi adicionado 0,5 ml da solugdo adequada de a-Ig em cada tubo e logo

apos eles foram colocados na estufa a 37°C por uma hora.Em seguida, o
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sobrenadante foi retirado e as esferas foram lavadas com a mesma solugio de
lavagem das etapas anteriores, porém essa foi repetida 4 vezes utilizando-se 2

mi por tubo em cada lavagem.

3.4.3.3 Revelagéio

Nesta etapa foi adicionado em cada tubo 0,5 ml de uma solugio de OPD
em tampdo acetato, 3% em HyO,. Os tubos foram deixados em repousc no
escuro por 30 min. Ap6s esse intervalo, fo1 adicionado em cada tubo 125 ul de
acido sulfurico 4 N e a seguir foi transferido 100 wl de cada tubo para um
placa de leitura. As leituras foram realizadas em espectrofotometro de UV-
visivel em comprimentos de onda de 405 e 490 nm, devido as diferentes

tonalidades de coloragio obtidas. Foi utilizado como branco a solugido de
OPD.

3.4.4 Esferas de Uréia-Formaldeido
O mesmo procedimento foi realizado para estas esferas, porém foi
utilizado apenas 20 pg/ml de Ig para imobilizagdo pois este valor deu

resultados satisfatorios na etapa anterior.

3.5 Determinagéo dos niveis de deteccdo das esferas para ELISA.

3.5.1 Comportamento com a variacdo de a-1G.

Nesta analise foram utilizadas apenas as esferas de poli N-
metilolacrilamida, em pH 4,5 e concentracdo de Ig de 10 ug/mi, devido suas

melhores propriedades verificadas em etapas anteriores.
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Foram utilizadas as seguintes concentragfes de a-Ig: 1:500, 1:1000,
1:2000, 1:4000, 1:8000, 1:16000, 1:32000 ¢ 1:64000.
As analises foram realizadas em duplicata e dois controles foram feitos:
Controle 1 - As esferas passaram pelas etapas de imobilizagéo,
bloqueio e revelagio.
Controle 2 - As esferas passaram pelas etapas de bloqueio, de adigfo

de a-Ig (1:500) e revelagdo.

3.5.2 Comportamento com a variagio da concentragdo de Ig .

Nesta etapa o pH utilizado na imobilizagio foi de 4,5 e a concentragio
de a-Ig fo1 de 1:8000 baseado nos resultados obtidos em etapas anteriores.

A concentragdo de Ig foi variada da seguinte forma: 1,0; 2,5; 5,0; 10,0;
20,0 ¢ 40,0 ug/ml.

Foram feitos controles da mesma forma da etapa anterior, porém no
controle 1 foi usado 10 ug/ml de Ig e no controle 2 foi usado uma

concentracdo de a-Ig 1:8000.

3.5.3 Comportamento em relagdo a diferentes suportes e pHs de
imobilizagio.

Foram utilizadas nesta etapa as seguintes concentraces de Ig e a-Ig;
5 ug/ml e 1:8000, respectivamente.

As esferas utilizadas foram as de poli N-metilolacrilamida, poli uréia-
formaldeido, poli acrilamida recoberta por poli N-metilolacrilamida e a placa
de poliestireno comercialmente vendida. As esferas de poli acrilamida ndo
foram utilizadas devido elas se solubilizarem no meio reacional.

Os pHs de imobilizagdo usados foram 4,5/ 7,5 e 9,5; com excegio das

esferas recobertas com N-metilolacrilamida, onde foi testado apenas o pH 4,5
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devido seu comportamento ser parecido com o das esferas de poli N-

metilolacrilamida.

Os controles, nesta etapa, foram feitos com 5 ug/ml de Ig ¢ 1:8000 de a-
Ig, para as esferas de poli N-metilolacrilamida e poli uréia-formaldeido.
Para a placa de ELISA comercial foram utilizados os seguintes volumes

em cada etapa:

Imobilizagdo - 50 ul de solugdo de Ig por orificio.

Lavagens - 300 ul por vez em cada orificio. O ntimero de lavagens foi
igual ao estabelecido em procedimentos anteriores.

Bloqueio - 100 pl por orificio.

Adigdo de a-Ig - 50 ul da solucéo de a-Ig por orificio.

Revelagdo - 50 ul de solugdo de revelador e 25 ul de solugdo 4N de
H,S0,.

3.6 Estudos Preliminares de Imobilizagio de Lipase .

3.6.1- Curva de Calibragio

3.6.1.1 Materiais
- Hidroxido de Sodic, p.a, da Merck.
- Tartarato de Soédio e Potassio, p.a., da Merck.
- Sulfato de cobre pentahidratado, p.a., da Merck.
- Lipase Pancreatica de Porco - Tipo II - Sigma.
- Solugdio Tampdo fosfato/citrato, 0,1 M, pH=7,0.
- Solugdo Tampio fosfato/citrato , 6,1 M, pH=4,0.
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3.6.1.2 Equipamentos.

Foram utilizados um espectrofotémetro de UV-visivel Modelo B-382 da
Micronal, baldo volumeétrico de 500ml, béqueres de 50ml, cubeta de vidro de
caminho otico de 1,0 cm, tubos de ensaio ¢ pipetas graduadas de 1,2,3 ,5¢ 10
ml, balanga analitica GA-200 OHAUS.

3.6.1.3 Procedimento.

3.6.1.3.A Solugdo estoque para Teste de Biureto®".

Foram pesadas 3g de tartarato de sodio e potassio, 15g de hidroxido de
sodio e 0,75g de sulfato de sodio pentahidratado.

As amostras foram dissolvidas em agua destilada e transferidas para um
baldo volumétrico de 500ml, o qual teve seu volume posteriormente

completado.

3.6.1.3.B.Curva de Calibragio

Foi preparada uma série de solugbes de concentracdo de lipase variando
de 10 mg/ml a 650 pg/ml para os 2 valores de pH utilizados na imobilizagio.

Foi transferido 1ml de cada solugdo para tubos de ensaio onde foram
adicionados 4 ml de solugdo de biureto, deixando-se em repouso por 30 min.
Para cada valor de pH foi feito um branco baseado na wutilizacfio de 1ml do
tampéo (pH 4,0 ¢ 7,0) e 4ml da solugéo de biureto.

Apbs o periodo de repouso, os valores de absorbancia das solugdes
foram lidos em um espectrofotémetro de UV-visivel em comprimento de onda
de 540 nm.

Os wvalores de absorbincia lidos foram graficados em fungdo da

concentracdo de lipase.
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A curva de calibracdo ¢ necessaria para determinagio da concentragio
de amostras desconhecidas. No nosso caso ela foi utilizada para a
determinagdo da concentragdo de lipase na solugfo ap6s imobilizagdo.

Foram feitas curvas de calibragfio para as duas imobilizagdes realizadas
(pH 4,0 e 7,0).

Tabela 8 - Valores médios de absorbancia obtidos para a construcio das

curvas de calibragfo da lipase, graficadas nas figuras 15 e 16.

Concentracio A A

mg/ml 540 nm | pH-4,0 540 nm - pH-7,0

0,625 0,010 0,003

1,25 0,017 0,017

2,5 0,042 0,042

5 0,084 0,088

10 ~ 0,158 0,160

Solugdo inicial 0,090 0,090

Solugéo final 0,031 0,053

A regressio linear das retas obtidas sdo mostradas abaixo :
pH-4,0 Y=0,0006667 + 0,01593 X  R=0,99875
pH-7,0 Y =-0,00246 + 0,016663 R=0,99683
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3.6.2 Imobilizagdo da Lipase.

3.6.2.1 Materiais
- Esferas de N-metilolacrilamida.
- Solugio estoque para Teste de Biureto.
- Lipase Pancredtica de Porco - Tipo II - Sigma.
- Solugdo Tampéo fosfato/citrato, 0,1 M, pH=7,0.
- Solugdo Tampéo fosfato/citrato , 0,1 M, pH=4,0.

3.6.2.2. Equipamentos

Foram utilizados um espectrofotometro de UV-visivel Modelo B-382 da
Micronal, béqueres de 50ml, cubeta de vidro de caminho otico de 1,0 cm,
tubos de ensaio, pipetas graduadas de 1, 2, 3, 5 ¢ 10 ml, geladeira, agitadores
magnéticos, estufa, balanga analitica GA-200 OHAUS e liofilizador L5KR,
EDWARDS.

3.6.2.3. Procedimento.

Solugdes contendo aproximadamente 5 mg/ml de lipase foram
preparadas utilizando solugdes tampdo de citrato/fosfato de pH 4,0 ¢ 7,0.

Foram pesadas duas amostras de esferas de N-metilolacrilamida ¢ a
seguir foram adicionadas as solugdes de lipase. O volume adicionado fo1 o
correspondente para satisfazer a relagfo de 1g de esferas para cada 50mg de
lipase em solugdo.

Foi separado de cada solug@o Iml para realizagdo do teste de biureto
(dosagem de proteina) como realizado na etapa anterior.

O sistema fo1 colocado na estufa por 1 h a 37°C e depois transferido

para geladeira por 18h. Nestas duas etapas foi mantida a agitagfo constante.
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No final da etapa de imobilizacio, uma aliquota de 1 ml foi retirada de
cada sistema ¢ a dosagem de proteina foi novamente feita.

Os sobrenadantes foram retirados ¢ as esferas foram lavadas com
solugdo tammpdo fosfato/citrato de pH=7,0 e 4gua destilada.

Apés a lavagem as esferas foram liofilizadas e depois conservadas em
geladeira.

A partir da curva de calibragcdo podemos determinar quanto de lipase foi
imobilizada em uma determinada massa de esferas.

Concentragio inicial de lipase (pH-4.,0 ) - 5,61 mg/ml

Concentragio final de lipase (pH-4,0) - 1,90 mg/ml

Massa mmobilizada (pH-4,0) - 3,71 mg/ml

Foi utlizado 11,5 ml de solugfio de hipase ¢ 1,15 g de esferas; assim
temos 37,10 mg de lipase imobilizada (pH-4)/ g de esferas de N-

metilolacrilamida.

Concentragdo inicial de lipase (pH-7.0 ) - 5,55 mg/ml

Concentragdo final de lipase (pH-7,0) - 3,33 mg/ml

Massa imobilizada (pH-7.0) - 2,22 mg/ml

Foi utlizado 11,7 ml de solugdo de lipase e 1,17 g de esferas; assim
temos 22,22 mg de lipase imobilizada (pH-7) g de esferas de N-

metilolacrilamida.

3.6.3. Reaciio de Esterificacdo do Alcool 3-benziloxi-1,2-propanodiol

com Acetato de vinila.
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3.6.3.1 Materiais.
- Lipase imobilizada em pH=4,0 e 7,0 em esferas de N-
metilolacrilamida.

- Lipase - Tipo II - Sigma.

- Acetato de vinila, p.a., da Merck.

-Alcool 3-benziloxi-1,2-propanodiol, fornecido pelo Departamento de

Quimica Orgénica do Instituto de Quimica da UNICAMP.
ShON
OH
- THF (Tetra Hidro Furano), p.a., da Merck.

3.6.3.2 Equipamentos.

- Baldo de Fundo Redondo 50 mi (24/40).
- Pipeta Pasteur.

- Agitadores Magnéticos.

- Seringa de Injecfo.

- Cromatografo a gas, VDC-5890A.

3.6.3.3 Procedimento.
Foram feitos trés sistemas reacionais baseados na tabela 8 abaixo.

Tabela 8 - Relagfo de reagentes para as reagdes de esterificacio.

Alcool Acetato de Etila | Lipase | Estadoda
Sistemas | emg |emmmol| emg |emmmol| emmg Lipase
1 0,11 0,55 0,14 1,65 22,45 | imobilizada
2 0,06 0,33 0,08 0,99 13,90 | imobilizada
3 0,18 1,00 0,26 3,00 40,00 | em solucdo
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A lipase utilizada no sistema 1 foi imobilizada em pH=4,0 enquanto que
no sistema 2 a enzima foi imobilizada em pH=70.

A quantidade de esferas de N-metilolacrilamida com lipase imobilizada
foi determinada a partir da quantidade de lipase imobilizada por grama de
esferas descrito no tépico anterior.

Os sistemas foram mantidos sob agitagdo constante ¢ a temperatura
ambiente.

Foram retiradas aliquotas nos seguintes intervalos de tempo 1, 2, 3, 5,
24,48, 144 h.

As aliquotas foram analisadas em cromatografo a gas, utilizando as
seguintes condigdes de analise:

- Gas de arraste - Nitrog€nio (IN,).

- Coluna - HP 5 (apolar).

- Temperatura no injetor: 250°C.

- Temperatura inicial da coluna: 100°C.

- Temperatura final da coluna: 200°C.

- Velocidade de aquecimento: 10°C/min.

- Detector - Ionizador de chama.
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4.1 Caracterizacio das Resinas e Esferas.

4.1.1 Aspectos fisicos .

As resinas de M-metilolacrilamida e uréia-formaldeido s3oc um po
branco soltivel em dgua e em solventes polares.

Todas as esferas obtidas s8o brancas, sendo que, algumas das esferas de
poli N-metilolacrilamida ¢ poli acrilamida apresentaram coloragéo amaréla
devido a sua decomposi¢do, quando expostas a temperaturas elevadas, acima
de 120°C, por longo periodo de tempo.

As esferas sdo insoliveis em solventes orgdunicos polares ¢ apolares,
assim como na agua, com exce¢do das esferas de poli acrilamida que
apresentaram solubilidade em dgua, possivelmente devido 2 ndo formagdo de
uma rede polimérica tridimensional o que resultaria na ndo dissolug8o e assim
apenas uma estrutura gelificada como caracteristica desta resina.

Durante o procedimento experimental foi verificado que a massa de
partida de resina resultava em uma massa maior de esferas o que levou a
deduzir que o solvente utilizado durante a formagdo das esferas tinha sido
incorporado na estrutura. Para nos certificarmos disso, submetemos as esferas
a secagem a vacuo, para que a N,N-dimetil formamida(ponto de ebuligdo de
aproximadamente 153°C), fosse evaporada a 120°C evitando uma possivel
degradagfio das esferas, os resultados de perda de massa s@io apresentados na

tabela 10.
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Tabela 10 - Perda de massa das esferas de N-Metilolacrilamida, uréia-

formaldeido, poliacrilamida e  piloacrilamida recoberta por
metilolacrilamida ap6s 48h a 120° C em estufa a vacuo™.
Massa inicial | Massa final Massa Massa
de esferas de esferas perdida perdida
(em g) (em g) (em g) (em %)
4,2987 3,4643 0,8344 19,41
1,8745 1,5455 0,3290 17,55
PA 4,5233 4,2611 0,2622 5,80
PA rec. 0,9057 0,7965 0,1092 12,06

* a pressdo utilizada nfo foi mantida constante devido a problemas no
vedamento da estufa utilizada.

Este tratamento térmico causou danos as esferas devido as formagdes de
fraturas ¢ conseqiiente diminuicdo da resisténcia das mesmas a qualquer
processo mecanico , como a agitagdo. Supostamente essas fraturas surgiram
devido ao aumento da pressdo dentro da estrutura das esferas com a

evaporagdo do solvente nesta incorporado.
4.1.2 Analises de Espectroscopia de FTIR®.

As figuras 17 a 24 mostram os espectros de 1. V. obtidos.

Como observado no espectro da resina N-metilolacrilamida(figura 18),
esta apresenta uma banda larga e intensa na regifio de 3326,5 cm™ . Esse tipo
de banda abaulada ¢ caracteristica do estiramento O-H de alcool enquanto que
no caso da acrilamida(figura 17), as bandas nesta regido sio referentes aos

estiramentos N-H das amidas. Na resina N-metilolacrilamida essas bandas
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estio presentes porém, sic incobertas pela banda caracteristica da fungo
alcool. O aparecimento desta banda caracteriza a sintese da resina em questdo.

Proximo da regifio de 2961,1 cm™ verificamos a presenga da banda
caracteristica do estiramento C-H dos alcenos. Esta banda esti presente na
acrilamida ,sendo muitas vezes mcoberta pela banda do estiramento N-H, ¢ na
resina N-metilolacrilamida indicando a presenga da insaturagdo (C=C). A
dupla ligagdo pode ser também caracterizada pelo estiramento C=C que
aparece no espectro , na forma de bandas intensas, na regido de 1613,6 cm’.
Essas duas bandas caracteristicas da dupla liga¢do desaparecem totalmente no
espectro das esferas de poli N-metilolacrilamida(figura 19), indicando assim
uma polimerizagdo via radicais livres com o consumo das duplas ligagdes
presentes no mondmero. Assim sendo, a poli N-metilolacrilamida pode ser
caracterizada pelo aparecimento de bandas de alcool (bandas largas na regido
de 3300-3500 ¢m™) e pelo desaparecimento das bandas do grupo alceno
(bandas intensas na regifio 2900 cm™ e 1600 cm™).

No caso da uréia(figura 20) temos bandas referentes ao estiramento N-H
do grupo -NH, na regido de 3300-3500 cm™,a0 estiramento C=0O em 1681,1
cm’ e a deformagio N-H proximo de 1600 e¢m™; porém os espectros desses
grupos n3o sofrem grande interferéncia com a formagdo da resina
uréia-formaldeido(figura 21). Esta ¢é principalmente caracterizada pelo
aparecimento de uma banda larga na regifio proxima de 3300 cm”, como dito
anteriormente, ¢ de outras na regido de 12629 cem’ e 1386,6 cm’
caracteristicas da deformagéo do grupo O-H.

No caso do polimero wréia-formaldeido(figura 22) ndo foram
observadas mudangas aparentes.

No espectro da poli acrilamida(figura 23) nfo se observa variagfes nas

bandas referentes ao grupo -NH,, porém observa-se uma drastica variagio nas
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bandas referentes ao grupo alceno, com a diminuigdo das intensidades nas
regides de 2900 cm"l(estiramento C-H do alceno), 1600 cm‘l(estiramemo
C=C) e 1400-600 cm™'(deformacio C-H de alcenos).

O espectro da poliacrilamida recoberta por N-metilolacrilamida(figura
24) ¢ extremamente parecido com o espectro do polimero N-
metilolacrilamida, como era de se esperar.

Nio podemos deixar de considerar que as bandas referentes ao grupo
OH sdo bastante influénciadas pela presenga de dgua no composto visto que
nenhum processo para sua eliminacgfo foi realizado antes das andlises de

espectroscopia de L.V,

Figura 17 - Espectro de FTIR da Acrilamida, em pastilha de KBr na
regido de 4400-400 cm™,
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Figura 18 - Espectro de FTIR da resina de N-Metilolacrilamida ,em
pastilha de K Br na regido de 4400-400 cm™.

Figura 19 - Espectro de FTIR da esfera de N-Metilolacrilamida, em
pastilha de KBr na regido de 4400-400 cm™.
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Figura 20 - Espectro de FTIR da Uréia, em pastilha de KBr na regido de
4400-400 cm™ |

Figura 21 - Espectro de FTIR da resina de Uréia-Formaldeido, em
pastilha de KBr na regido de 4400-400 cm’".
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Figura 22 - Espectro de FTIR do Polimero Uréia-Formaldeido, em
pastilha de KBr na regido de 4400-400 cm™.

Figura 23 - Espectro de FTIR da esfera de Acrilamida ,em pastilha de
KBr na regifio de 4400-400 cm™.
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Figura 24 - Espectro de FTIR da esfera de Acrilamida recoberta por
N-Metilolacrilamida, em pastilha de KBr na regido de 4400-400 cm”™.
4.1.3 Microscopia eletronica de varredura .

Pelas fotos (fotos 1 a 10) obtidas por microscopia eletronica de

varredura temos:

Tabela 11 - Tamanho médio das esferas obtidos.

Estferas Tamanho (mm)
N-Metilolacrilamida 2,70 +£ 0,05
Poli acrilamida 2,90+ 0,05
Poli acrilamida recoberta 2,70 £ 0,05
Uréia-formaldeido 2,10+ 0,05
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Todas as esferas foram obtidas pelo mesmo processo, ou seja,
gotejamento de solugdes das resinas e do mondmero acrilamida com auxilio
de um pipeta pasteur. As esferas apresentaram tamanhos diferentes devido ao
dificil controle da etapa de gotejamento e as diferentes temperaturas utilizadas
para a sinteses de esferas de diferentes resinas € monémeros.

Os aspectos superficiais das esferas observados em microscopia
eletrOnica sdo 0s seguintes:

- As esferas de N-metilolacrilamida, poli acrilamida e uréia-formaldeido
apresentam porosidade.

- As esferas de N-metilolacrilamida apresenta uma superficie bastante
porosa € seus poros sdo maiores que os encontrados nas outras esferas como
pode ser verificado nas fotos 3 e 4 obtidas. A porosidade das esferas de N-
metilolacrilamida pode ser observada a partir de um aumento de foco de 150
vezes (vide foto 2) enquanto que no caso das esferas de uréia-formaldeido a
porosidade foi observada com um aumento de 4500 vezes (vide foto 10) da
poli acrilamida com um aumento de 1500 vezes (vide foto 9).

- As esferas de N-metilolacrilamida apresentam poros de tamanho
bastante variados como pode se observar na foto 4.

- As esferas de poli acrilamida recobertas por N-metilolacrilamida ndo
apresentam porosidade (vide fotos 7 e 8). Isto pode ser decorrente do processo
de recobrimento, isto é, a solugdo de formaldeido penetrou nos poros das
esferas de poli acrilamida resultando na reagfo de reticulagio dentro destes
intersticios € consequentemente os poros foram preenchidos pelo produto da
reacfo, ou seja, N-metilolacrilamida.

-Apesar da auséncia de porosidade, as esferas de poli acrilamida
recoberta apresentaram fraturas decorrentes ao tratamento térmico realizado

durante o processo de sintese como discutido anteriormente(vide foto 8).
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k25 1w O3S

Foto 1 — Esfes de N—metilolacn'lmida com aumento de 25 vezes.

Ky 158 18@?;@ WD35

N-Metil
082 |

Foto 2 — Esfer de N—metilolacilamia com aumento de 150 vezes.
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Foto 4 — Corte da esfera de N—metﬂolacrﬂa aeno de 4500 vezes.
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k25 '":gg ND36.

Foto 6 — Esfera de poli acrilamida com aumento de 1500 vezes.
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X15  imm WD37

Foto 7 — Esferas de oli acrilamida recobertas com N-metilolacrilamida com
aumento de 15 vezes.

Foto 8 — Esfera de poli acrilamida recoberta com N-metilolacrilamida com
aumento de 500 vezes.( Foto da fratura da esfera )
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Foto 10 — Esferas de uréia-formaldeido com aumento dé 4500 vezes.

80
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As fotos de 11 a 14 sdo referentes a fotos tiradas com maquina

fotografica comum.

POLI N-METILOL
ACRILAMIDA

&

Foto 11 — Esferas de N-metilolacrilamida.

Foto 12 — Esferas de poli acrilamida.
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Foto 13 — Esferas de poli uréia-formaldeido.

Foto 14 — Esferas de poli acrilamida recobertas com N-metilolacrilamida.

82
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4.1.4 Area superficial (BET).
Os valores de area superficial obtidos para as diferentes esferas estdo

apresentados na tabela 12.

Tabela 12 - Resultados das analises de area superficial BET) das esferas

obtidas.
Esferas Area superficial (BET)
(m®/g)
N-metilolacrilamida 0,91 + 0,08
Poli acrilamida 1,47 £ 0,07
Poli acrilamida recoberta 0,07 £ 0,03
Uréia-formaldeido 26,47 £ 0,04

Os valores de area superficial sio concordantes com os resultados
obtidos das analises de microscopia eletronica de varredura, ou seja:

- Superficies ndo porosas apresentam menor area superficial, neste caso
observa-se que a menor area superficial é das esferas de poli acrilamida
recobertas.

- Quanto maior o tamanho de poros, menor sera a area superficial, assim
como discutido no topico 4.1.3, as esferas de N-metilolacrilamida apresentam
poros grandes o que resulta em uma menor area superficial como verificado nos
resultados apresentados na tabela 12.

A maior area superficial observada ¢é referente as das esferas de uréia-
formaldeido devido essas possuirem uma grande quantidade de poros de

pequena dimenséo, resultando neste alto valor de area superficial.
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As esferas de poli acrilamida apresentam um valor de area superior ao

apresentado pelas esferas de N-metilolacrilamida. Isto pode ser atribuido a

existéncia de poros menores, 0 que ndo foi possivel avaliar por microscopia

eletrénica de varredura.

4.1.5 Porosimetria de mercurio

Os resultados desta andlise sdo apresentados na tabela 13.

Tabela 13 - Resultados da analise de porosimetria de merctrio para as

esferas sintetizadas.

Esferas| VTII ATP DMP D P
(mlg) |(m¥g)| Volume | Area | 4va | (gml) | (%)
NMA | 0,7036 | 15,129 | 1,0103 | 0,0097 | 0,1860 | 1,2173 85,65
PA 0,4714 | 16,628 | 0,4830 | 0,0106 | 0,1134 | 26,9362 | 126971
PAR| — | — | — | — | — — —
U-F 00,4044 | 79,085 | 0,0239 | 0,0159 | 0,0205 | 19,1570 | 774,74

Os valores apresentados na tabela 13 estdo coerentes com os resultados

obtidos por microscopia eletronica € por BET.

As esferas de poli acrilamida recobertas nfo apresentaram respostas a

esse método de analise o que vem a comprovar a ndo existéncia de poros.

Num caso ideal, considerando-se um material com todos os poros

cilindricos € do mesmo tamanho, o resultado obtido para didmetro médio de

poros seria tnico, por volume, area e 4V/A®?. Baseado na idéia apresentada

as esferas de uréia-formaldeido apresentam tamanho de poros bastante

constante em relagdo as esferas de outros materiais.
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4.2. Resultados dos estudos dos pardmetros para teste ELISA.

Na tabela 14 sdo apresentados os valores de absorbancia lidos na etapa
preliminar, na qual o principal objetivo era o de verificar se as resinas eram
capazes ou ndo de mmobilizarem imunoproteinas e, consequentemente, serem
usadas em testes ELISA. Através dos resultados obtidos, tivemos uma nogéo
do comportamento da imobilizagdo frente a variagdo do pH e da concentragéo
da solugdo de Ig. Observou-se que em meio acido (pH=4,5) as resinas possuem
maior potencial de imobilizagdo, provavelmente devido a protonagdo do grupo
OH destas, favorecendo a ligagdo com os elétrons livres do grupo amino ou de
outra parte da enzima que possua afinidade por cargas positivas, ou seja,

nucleofilos. Vide figura 25.

. +
NHCH,OH NHCH OH
.. +
NHCH OH NHCH.OH,
/m\w - +
NHCHOH + H NHCHOH,
meio +
o aciao
NHCH OH ~ NHCH.OH,
.. +
NHCH OH NHCHOH,
Superficie das esferas
-+
NHCH,OH, NHCH ;HN-E5
.f,.
NHCH OH, NHCH BN
-+ h
NHCHOH, + @NH, = NHCH;HND
+ Enzima
NHCH OH, NHCH ;AN
+
NHCH OH, NHCH ;HN-GD
4
+HO

Figura 20- Mecanismo de imobilizagdo de biocompostos em suportes com 0

grupo N-metilol
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Tabela 14 - Valores médios das absorbancias lidas, em 405 nm, para Ig

imobilizada em esferas de N-metilolacrilamida usando diferentes concentragdes

de Ige a-Ig.
A média (405nm)
pH [Ig] [a-Ig]
g/ml 1:500 1:1000
4,5 10 0,467 0,195
20 0,415 0,307
7,5 10 0,270 0,174
20 0,428 0,181
9,5 10 0,218 0,131
20 0,251 0,197

Tabela 15 - Valores médios das absorbancias lidas, em 492 nm, para Ig

imobilizada em esferas de Uréia-Formaldeido.

A média (405nm)
pH [a-Ig]
1:500 1:1000
4.5 0,010 0,109
75 0,014 0,074
9,5 0,002 0,035

Obs: [Ig] = 20 pg/ml
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Os valores mostrados na tabela 15 ndo estdo de acordo com o esperado
pois os valores para a diluigdo 1:500 sdo menores que os de 1:1000, chegando-
se a conclusdo que houve erros durante o procedimento experimental. Porém,
pode-se verificar novamente que as melhores respostas sdo para o valor de

pH=4,5, para o valor de dilui¢do 1:1000.

4.2.1. Resultados do Teste ELISA frente a variagdo de a-Ig.

Os resultados obtidos foram condizentes com o esperado, ou seja,
quanto maior a diluicdo menor o valor de absorbancia lida pois menor sera o
nimero de anti-imunoglobulina para se ligar no suporte e reagir posteriormente
com o substrato, que nesse caso era a agua oxigenada.

Os resultados sdo apresentados na tabela 16 a seguir.

Os valores de leituras apresentados sdo registrados pelo aparelho ja
descontado o valor do branco.

Nesta etapa foram utilizados controles. O controle 1 serve para verificar
se o material imobilizado € capaz de interferir no valor da leitura, enquanto que
o controle 2 indica se estd havendo imobilizag¢do inespecifica de a-Ig, ou seja,
se o bloqueio realizado estd sendo eficiente. No nosso caso, o agente
bloqueante sdo proteinas ndo especificas encontradas no leite € elas agem se
ligando a possiveis sitios da resina que ainda se encontram livres. Neste
experimento verificou-se que a resina utilizada, as esferas,interfere na resposta.
Isto é comprovado devido este possuir uma leitura de absorbédncia positiva,
assim como no controle 2, onde as leituras foram maiores que a do branco, nos
levando a concluir que o bloqueio nesta etapa ndo foi satisfatério. Quando
essas leituras interferem na analise, seu valor de leitura deve ser subtraido dos

valores obtidos nas amostras. Os resultados apresentados em 492 nm ndo
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foram subtraidos pois o valor de a-Ig usado no controle foi de 1:500 e as
amostras lidas tinham valores de a-Ig inferiores a 1:8000. Em 405 nm as
leituras para 1:500, 1:1000 e 1:2000 tiveram subtraidos de seus resultados o

valor da leitura do controle 2.

Tabela 16 - Valores médios das absorbancias lidas utilizando N-

metilolacrilamida como suporte.

A A
[a-Ig] 405 nm 492 nm
1:500 1,686 a
1:1000 1,002 @
1:2000 0,544 a
1:4000 0,252 a
1:8000 0,097 1,342
1:16000 0,055 0,546
1:32000 0,018° 0,152
1:64000 0,034 0,050
Branco 0,055 0,052
Controle 1° 0,044 0,026
Controle 2¢ 0,014 0,188

Obs: [Ig] = 10 ug/ml

(*) - representa valores de absorbancia que o aparelho de medidas ndo
foi capaz de ler, ou seja, acima do seu nivel de detecgéo.

(®) indica um valor discrepante dos demais, possivelmente proveniente

de erros experimentais.
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(.°) — Controle utilizando Ig e bloqueio.

(¢) — Controle utilizando bloqueio e a-Ig.

Com resultados deste experimento obteve-se graficos de [a-Ig] wvs.
absorbancia lida em 405 e¢ 492nm, como mostrados nas figuras 26 e¢ 27,
respectivamente.

A linearidade observada nos leva a concluir que a leitura de absorbéancia

¢ diretamente proporcional ao valor de a-Ig utilizado nas analises.

2,0+
= 405 nm
B
1,54
<
O -
Z 1,04 E] /
«< /
m
g -~
2 " / Linear Regression for DATA1_B:
< 057 s Y=A+B*X
e Param[IValueUsd
1 ACI0,0313600,03033
4 BLI0,00863010,0003715
0,0 R =0,99448
T T T T T T T M T
0 50 100 150 200

CONCENTRAGAO DE a-lg ( X10E-5)

Figura 26 - Valores de absorbancias lidas em 405 nm para o ensaio
ELISA, utilizando esferas de N-metilolacrilamida como suporte, em fungéio da

variagdo da concentracdo de a-Ig .
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0,2 Param{1ValueOsd
1 & AD-0,18665010,04139
0.0 FY B8010,1210300,00575
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Figura 27 - Valores de absorbancias lidas em 492 nm para o ensaio
ELISA, utilizando esferas N-metilolacrilamida como suporte, em fungdo da

variagdo da concentracdo de a-Ig .

4.2.2. Resultados do teste Elisa com a variagdo de Ig de camundongo.

Nesta etapa foram avaliados os resultados dos imunoensaios utilizando-
se a mesma concentragdo de a-Ig € o mesmo valor do pH, porém variando a
concentragdo da solugdo de Ig.

Os resultados desta etapa estdo descritos na tabela 17 a seguir.
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Tabela 17 - Valores médios das absorbancias lidas em 405 e 492 nm,

para Ig de camundongo imobilizado.

A A
i1g] 405 nm 492 nm
1,0 0,021 0,157
2,5 0,033 0,395
5,0 0,064 1,013
10,0 0,086 1,342

20,0 0,096 1,610
40,0 0,103 1,875
Branco 0,051 0,058
Controle 1 0,018 -0.006
Controle 2 0,011 -0.007

Obs: [a-Ig] de camundongo = 1:8000, pH de imobilizagdo = 4,5 e esferas de N-

metilolacrimilamida como suporte.

Nesta etapa os valores para os controles 1 e 2 mencionados
anteriormente, foram muito pequenos e portanto nido foram subtraidos das
leituras obtidas.

Com os resultados obtidos foram feitos graficos de concentragdo de Ig
[Ig] vs. absorbancia (A) (vide figura 28 ¢ 29). Como pode ser observado estes
graficos apresentam inicialmente uma regido linear ascendente indicando que o
aumento da [Ig ] interfere positivamente nos valores de absorbancia. A partir de
determinada concentragdo, no nosso caso 10 ug/ml, o aumento da concentracéo

passa a ndo interferir nos valores de absorbancia significantemente. Assim
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temos que mnessa concentragdo a saturagdo da superficie da esfera (suporte) foi
atingida.
Com a finalidade de linearizar o grafico plotou-se log[lg] wvs.

Absorbancia cujos resultados s@o mostrados nas figuras 30 e 31.

2 405 nm

2,04
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ABSORBANCIA
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o
[4:3
1

0-0 T ¥ i ¥ ¥ T i j
] 10 20 30 40

CONCENTRAGAC DE Ig

Figura 28 - Valores de absorbéancias lidas em 405 nm para o ensaio
ELISA, utilizando como suporte esferas de N-metilolacrilamida, variando-se a

concentrag¢io de Ig ( ug/ml ) na solugdo de imobilizacéo.
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Figura 29 - Valores de absorbancias lidas em 492 nm para o ensaio
ELISA, utilizando como suporte esferas de N-metilolacrilamida, variando-se a

concentracio de Ig ( pg/ml ) na solugdo de imobilizagdo.
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Figura 30 - Valores de absorbancias lidas em 405 nm para o ensaio
ELISA, utilizando como suporte esferas de N-metilolacrimilamida, variando-se

log da concentragdo de Ig ( pg/ml ) na solugdo de imobilizagdo.
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Figura 31 - Valores de absorbancias lidas em 492 nm para o ensaio
ELISA, utilizando como suporte esferas de N-metilolavariando-se o Log da

concentracgdo (ug/ml) de Ig na solugdo de imobilizagéo.

4.2.3 Resultados do teste ELISA com a variagdo do pH de mmobilizagdo
e da natureza do suporte.

Os resultados obtidos nesta etapa sdo apresentados na tabela 18 .
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Tabela 18 . Valores de absorbancias lidas em 405 e 492 nm, variando-se

o pH da solugéo de imobilizagdo e a natureza do suporte.

A A

PH Suporte 405 nm 492 nm

NMA 0,064 1,013

4,5 U-F 0,030 0,382

PA-rec 0,135 1,092

PS (placa ELISA) 0,112 1,810

NMA 0,054 0,824

7,5 U-F 0,019 0,167

PS (placa ELISA) 0,094 1,599

NMA 0,042 0,617

9,5 U-F 0,010 0,021

PS (placa ELISA) 0,078 1,352

Controle 1 NMA 0,041 0,025

U-F 0,017 0,007

Controle 2 NMA 0,016 0,006
U-F 0,003 -0,042

Obs.: - [Ig] de camundongo = 5 pg/ml

[a-Ig] = 1:8000.

- Com excegdo do PS, os outros suportes utilizados foram esferas.

Podemos observar que todas as esferas apresentaram deituras de

absorbancia utilizando-se baixas concentra¢des de Ig e a-Ig. A esfera de poli

acrilamida recoberta, como era de se esperar, teve um comportamento

semelhante, frente sua utilizagdo como suporte em testes ELISA em leituras de
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absorbancia em 492 nm, ao das esferas poli N-metilolacrilamida pois ambas
possuem a mesma estrutura quimica.

Os controles 1 e 2 apresentaram valores baixos podendo ser despresados
para leituras em 492 nm.

Os resultados para placa Elisa comercial de poli estireno(PS) foram 82,
94 ¢ 119% , respectivamente para o pHs 4,5 , 7,5 ¢ 9,5 , maiores que 0s
obtidos para as esferas de N-metilolacrilamida, porém esta dltima tem a
vantagem de imobilizar biocompostos irreversivelmente através de ligagdo
covalente, 0 que ndo ocorre com a placa de poliestireno.

Os resultados desta etapa sdo mostrados nas figuras 32 e 33.
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Figura 32 - Valores de absorbancias lidas em 492 nm para o ensaio

ELISA em fungio do suporte e do pH da solugdo de imobilizagdo.



Capitulo 4 Resultados e Discusstes 97

2,0 v T r T v t T T
& UREIA-FORM.
% % N-METILOL AC.
2 RECOBERTA
@ PLACAELISA
@ 492rm
1.5 -
< L 4
Q
z &
<
m 1,0} @ .
o]
& 2
m
< %
05 .
L 4
*
00 ® ..
i i i 1 i i i i i i 1
4 5 [ 7 8 9 10

pH DE IMOBILIZAGAO

Figura 33 - Valores de absorbancias lidas em 492 nm para o ensaio

ELISA em fungdo do suporte e do pH da solugéo de imobilizagao.

4.3. Imobilizagdo da Lipase

A construgdo das curvas de calibragdo da lipase em diferentes pHs
estdo descritas no capitulo 3, Materiais € Métodos, nos topicos 3.6.1.3.B e

3.6.2.3.

4.3 .1 Estudos prelimares do uso de lipase imobilizada em reagéo de
esterificacdo.

Os resultados obtidos por cromatografia gasosa da reagdo de
esterificagdo do alcool 3-benziloxi 1,2-propanodiol com acetato de vinila tendo
como produto o 3-benziloxi 1,2-diacetoxi propano estdo apresentados abaixe:

na tabela 19.
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Tabela 19 - Resultados obtidos por analises de cromatografia
gasosa para a conversdo de 3-benziloxi 1,2-propanodiol em 3-benziloxi 1,2-

diacetoxi propano utilizando lipase imobilizada em pHs 4,0 ¢ 7,0 e na sua

forma livre.
Porcentagem de Conversédo
Sistemas
1 2 3
Tempo de
Reagdo (em h)
1 | — — 2,40
2 — — 4,10
3 — — 5,45
5 — —_ 9,41
24 — 3,96 19,41
48 0,11 4,03 28,01
144 0,15 4,12 52,28

Obs: — indica que naqueles intervalos de tempo ndo houve nenhuma conversao

de reagente em produto.

Pelos resultados obtidos verificamos que no processo de
imobilizag¢do (sistemas 1 e 2), a lipase tem sua capacidade catalitica diminuida,
através da comparagdo com a lipase livre(sistema 3).

A perda de atividade catalitica de uma enzima durante a

imobilizagdo pode ser decorrente da ligagdo da enzima pelo seu sitio ativo ou
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por regides que causam impedimentos estéricos na estrutura espacial da enzima
impedindo que o substrato atinja a sitio ativo.

Comparando-se os sistemas 1 e 2, verificamos que o processo de
imobilizagdo realizado em pH=4,0 afeta mais profundamente a atividade
catalitica da lipase, isto é decorrente ao processo de denaturagdo da enzima
pelo uso de um pH dréstico para este tipo de composto apesar de favorecer a
ligagdo entre a enzima e o suporte como constatado pelo teste de biureto e
discutido no topico anterior.

A perda de atividade catalitica da lipase também ¢ observado no
processo de imobilizagdo em pH=7,0 porém com menor intensidade que no
caso anterior.

Em pH=7,0, a quantidade de lipase imobilizada ¢ menor, porém essa
condi¢do é mais viavel pois ela minimiza a perda de atividade catalitica que €
uma das principais propriedades de interesse das enzimas.

Os cromatogramas do reagente ¢ de uma das aliquotas retiradas durante

a reagdo sio representados nas figuras 34 e 35.

3TaRY
{F

b &7, 514

D OF SIGHAL

Figura 34 - Cromatograma dos reagentes da reagdo de esterificagdo

alcool 3-benziloxi 1,2-propanodiol com acetato de vinila.
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Figura 35 - Cromatograma da amostra da reacdo de esterificagdo alcool
3-benziloxi 1,2-propanodiol com acetato de vinila utilizando lipase livre, como

catalisador, apo6s transcorrido 24 h.

O primeiro pico, com maior intensidade é referente ao solvente da
rea¢do, o THF, juntamente com o acetato de etila; o pico na regido de 7 min ¢é
referente ao alcool 3-benziloxi 1,2-propanodiol enquanto que na regido de 9-
10 min temos o pico do produto desta esterificacdo, 3-benziloxi 1,2-diacetoxi

propano.
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5.1 - Conclusio

Baseados nos resultados e discussdes apresentados no capitulo anterior,

podemos concluir que:

1. Foi desenvolvido um processo para sintetizar esferas de amino
polimeros com extrema facilidade e praticidade.

2. Processos térmicos, como extragdo de solvente em estufa a vacuo,
provocam fraturas nas esferas diminuindo sua resisténcia mecénica.

3. As esferas de N-Metilolacrilamida possuem uma estrutura porosa, a
qual foi verificada por microscopia eletronica de varredura (MEV).

4. As esferas sintetizadas possuem a capacidade de imobilizar
imunoproteinas.

5. Todas as esferas (exceto a de acrilamida) apresentam pH 6timo de
imobilizagdo para Ig de 4,5.

6. A maior eficiéncia de imobilizago, entre as esferas sintetizadas, foi
apresentada pela de N-Metilolacrilamida.

7. Nos testes ELISA realizados foi possivel analisar diluigdes de a-Ig até
1:64000 e utilizar solugdes de imobiliza¢do com concentragdes de até 1ug / ml.

8. Dentro dos valores obtidos a melhor condigdo de imobilizagdo de
imunoglobulina de camundongo, nas esferas, é 10ug/ml de Ig pois a partir desta
concentragio ndo se observa variagdes significativas nos resultados.

9. Em pH 4,0 observamos um melhor resultado na imobilizagdo da lipase.

10. As melhores propriedades cataliticas da lipase imobilizada para a

reagdo de esterificagdo do alcool 3-benziloxi-1,2-propanodiol sdo observadas

para pH=7,0.



5.2 - Sugestdes

Para dar continuidade a este trabalho e explorar outras possibilidades de
uso para as esferas sintetizadas ,algumas sugestoes sdo feitas abaixo:

1. Aprimorar a técnica de sintese de esferas de amino polimeros.

2. Utilizar o processo desenvolvido para tentar sintetizar esferas de outros
polimeros.

3. Melhorar o processo para sintetizar esferas com porosidade controlada.

4. Utilizar as esferas de amino polimeros como suporte para testes ELISA
em diagnosticos de doengas infecto-contagiosas.

5. Otimizar o processo de imobiliza¢do de biocompostos.

6. Estudar a possibilidade de se imobilizar outras enzimas de grande
interesse em biotecnologia.

7. Utilizar as esferas como suporte de biocompostos em cromatografia de
afinidade.

8. Estudar o uso de enzimas imobilizadas no tratamento de efluentes
industriais em bioreatores.

9. Estudar o uso de enzimas imobilizadas em colunas de leito fluidizado.
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