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Resumo

A zeolita analcime (Na, Al Si O, .nH,0) foi submetida a ataque acido com HCI 0,25 mol.L", seguido da funcionalizagdo com
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glutaraldeido, foi imersa em extrato protéico obtido da polpa da batata-doce (Ipomoea Batatas (L) Lam), que tem em sua composi¢ao
a enzima polifenol oxidase (PFO). As amostras foram submetidas a procedimentos de caracterizagdo por microscopia eletronica de
varredura, espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier e termogravimetria.
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Abstract

The analcime zeolite (Na, Al Si, O, .nH,0) was treated with hydrochloric acid 0.25 mol.L", followed by the funcionalization with
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glutaraldehyde and immersed in the proteic extract obtained from gross extract of sweet potato pulp (Ipomoea Batatas (L) Lam),
which presents in its composition the polyphenol oxidase enzyme (PPO). Other samples were submitted to the same procedure with
characterizations by scanning electron microscopy, Fourier Transform Infrared spectroscopy and thermogravimetry.

Keywords: analcime zeolite, glutaraldehyde, polyphenol oxidase, enzyme.

INTRODUCAO

A vpartir das observagdes de Cronsted sobre o
intumescimento da estilbita, em 1756, teve inicio um novo
campo de aplicagdo dos silicatos naturais.

Em 1862 St. Claire Deville realizou a primeira sintese
hidrotérmica a partir de rochas metamorficas, e a partir dos
trabalhos de Weighel e Steinhoff sobre a seletividade da
chabazita, McBain, em 1932, introduziu o termo peneiras
moleculares [1].

Barrer em 1945 utilizou a chabazita para purificar
gases [2]. No entanto, as zedlitas naturais ja se mostravam
insuficientes para o uso industrial, ¢ com isso em 1950,
surgiram as primeiras zeolitas sintéticas. A partir dai muitas
outras foram sendo obtidas [3-10].

Devido a concentragdo de aluminio ser maior nas zedlitas
naturais, e a estabilidade térmica estar relacionada a relagao
Si/Al, estas foram substituidas pelas sintéticas nas aplicagdes
industriais [11-13].

O avango da quimica de materiais tem influenciado

o desenho de novos sensores analiticos, onde uma grande
variedade de eletrodos de bio-reconhecimento ¢ citada na
literatura [ 14-16]. Os biossensores enzimaticos normalmente
utilizados s@o os potenciométricos ou os amperométricos.
Como exemplo, pode-se citar para o primeiro tipo a detec¢@o
de uréia no sangue. Para o segundo, a determinacdo de
glicose, sendo que o primeiro sensor amperométrico baseado
em enzimas oxidases para andlise de glucose foi proposto
por Clarck e Lyons, em 1962 [17].

Alguns tipos de substratos t€ém merecido mais ateng@o
que outros, por se tratar de substincias que oferecem
grande risco a saude publica, tais como os fendis que sdo
compostos aromaticos que podem conter além do grupo
hidroxila, metila, amida, e os grupos sulfonicos ligados a
radicais benzilicos. Estes compostos sdo poluentes do meio
ambiente, e costumam ser detectados em efluentes como os
das industrias de refino de petréleo, farmacéutica, papel e
celulose [18].

Devido os altos custos envolvidos na obtengdo das
enzimas, ¢ dos descartes destas apds sua utilizacdo nos
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processos homogéneos, muitos esfor¢os tem sido feitos no
desenvolvimento de matrizes para esses catalisadores que
tem apresentado algumas vantagens com relacdo ao uso em
solugdo, como por exemplo, maior estabilidade e menor
variac¢do devido a interferentes [19-26].

Com o recente avango das técnicas de imobilizagdo
de enzimas, o custo dos processos tem sido reduzido
consideravelmente, pois permite a sua reutilizagdo, o que
ndo acontece com as enzimas em solugdo. Diversos métodos
de imobilizagdo sdo relatados [27], porém o sucesso da
imobilizagdo dependerd da escolha do suporte, pois podera
haver a desnaturacdo, e com isso a perda da enzima. A
imobilizagdo pode ser feita de diversas formas, incluindo
adsorcdo fisica sobre suporte inorganico poroso (ex. alumina),
adsor¢do quimica em uma superficie como em pérolas de vidro
ou em polimeros, sendo possivel também, a co-polimerizagao
entre a enzima e um monomero apropriado [20].

A partir dos resultados de atividade catalitica de enzima
contida no extrato bruto da batata doce (Ipomoea Batatas
(L) Lam), adsorvida na superficie da analcima descrita
anterioremente [28], verificou-se a necessidade de um estudo
do efeito do glutaraldeido sobre a superficie do suporte
zeolitico e sua interagdo com o extrato protéico, no processo
de adsor¢ao.

MATERIAIS E METODOS
Adsorgdo de glutaraldeido na superficie da zeolita

O suporte utilizado foi uma zeodlita do tipo analcima,
obtida por meio da rea¢do de um caulim branco com alcalis
em condigdes hidrotérmicas e pressao autégena [29]. Este foi
submetido a troca-idnica com acido cloridrico 0,25 mol.L,
em suspensdo a 10% m/v com agitagdo constante durante 2 h,
para gerar a acidez necessaria a interagao do suporte com o
glutaraldeido.

Apds a troca idnica para a obten¢do da forma acida a
partir da sdédica, a amostra obtida denominada H-ANA, da
qual foi separada uma fragdo para andlise de acidez, foi
mistura a 20,0 mL de uma solugdo de glutaraldeido 5% v/v
em 0,05 mol.L' de tampéo fosfato pH 7,0, nas condi¢des
estabelecidas em [30]. O glutaraldeido foi escolhido por
possibilitar ligagdes covalentes cruzadas muito estaveis e
irreversiveis, permitindo ao material resistir a oscilagdes no
pH e temperatura numa faixa ampla de valores. A amostra
resultante H-ANA/Glu foi lavada com tampao fosfato e seca
em banho-maria a 50 °C sob vacuo; E tanto esta como a
amostra H-ANA foram caracterizadas por espectroscopia
no infravermelho em espectrofotdmetro Perkin-Elmer em
pastilhas de KBra 2% m/m. A amostra H-ANA foi submetida
a adsor¢do com amdnia que foi carreada através de 100 mg
de amostra durante 2 h, seguida da remog¢ao do excesso com
ar comprimido durante 4 h.

Para a determinagao do processo de degradagio térmica,
adicionou-se cercade 500 mg de zeolita contendo glutaraldeido

no sistema TVA (Analise por termovolatilizagao) a temperatura
ambiente com razdo de aquecimento de 15 °C/min até o forno
atingir 450 °C. A amostra foi deixada nessa temperatura durante
uma hora, e a seguir resfriada e analisada por espectroscopia no
infravermelho. Concomitantemente, foram realizadas analises
termogravimétricas em um equipamento Shimadzu modelo
TGAS50, com fluxo de ar sintético de 50 mL.min"!, uma taxa de
aquecimento de 10 °C.min’', e 8 mg de amostra.

Obtengdo e adsor¢do do extrato protéico da polpa da
batata-doce (Ipomoea Batatas (L) Lam) na superficie da
zeolita

O extrato bruto utilizado foi obtido da polpa da batata
doce (Ipomoea batatas (L) Lam) do qual foi extraido o extrato
protéico contendo a enzima polifenol oxidase (PPO).

Uma suspensdo obtida da homogeneizagdo de 25 g de
batatadoce em tampao fosfatoem pH 7,0 e contendo Polyclar®
SB-100 (PVP) a 4 °C, foi filtrada e centrifugada a 18000 g
X 14000 rpm, durante 45 min, mantendo-se a temperatura
em 4 °C. A concentragdo de proteinas foi determinada em
triplicata de acordo com o método de Bradford [31]. Na
adsor¢do das proteinas para cada 100 mg de zeolita foram
utilizados 10 mL de solugdo protéica, que permaneceram
em contato por um periodo de 3 horas a 4 °C, sob constante
agitagdo. Em seguida as amostras foram lavadas com agua
deionizada até a completa remogdo das proteinas ndo
adsorvidas, e secas em estufa a 110 °C durante uma noite.
As amostras foram submetidas a analises espectroscopicas
nas mesmas condi¢des das anteriores, € microscopicas em
um microscopio eletronico de varredura Philips com as
amostras tendo sido inseridas em porta-amostra de latdo e
fixadas com cola de prata, em seguida foram recobertas com
vapor de carbono.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analcime utilizada nesse trabalho, cuja preparago
e caracterizagdo ja foram discutidas [29], possui estrutura
cubica de formula geral NaAlSi,O,.H,O, proposta por Nibou
[32] e refinada por Yokomori e Pechar [33, 34], que devido
ao sodio que ocupa 2/3 das posi¢des de troca, aliado aos
tamanhos de cristais de cerca de 30 wm, tornam a analcima
um material interessante para processos de adsor¢ao.

A propriedade quimica mais importante das superficies
zeoliticas €, talvez, a razdo Si/Al, a partir da qual se tem
uma definicdo de sua capacidade adsorvente, visto que esta
razdo sera sempre superior a 1, pois segundo a regra de
Lowestein [35], na estrutura de uma zeélita ndo pode haver
dois tetraedros de aluminio vicinais, ¢ com isso havera um
desequilibrio das cargas, pois o silicio ¢ tetravalente e o
aluminio trivalente. Esta diferenca podera ser compensada
pelos contra-ions, sendo o sédio e o hidrogénio os mais
utilizados [36-38].

Analisando o espectro de infravermelho (Fig. 1) nota-
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se que apods a troca-idnica de sodio por hidrogénio, e
subseqiiente adsorcdo de amonia, identifica-se uma banda
em 1678 cm™ atribuida as liga¢cdes N-H em sitios acidos de
Lewis. Essa acidez foi decisiva na condensagao do espagador
(glutaraldeido), visto que, tentativas anteriores sem ativagao
acida ndo apresentaram bons resultados.
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Figura 1: Espectros na regido do infravermelho da zeo6lita analcima.
(A) Na'™-ANA, (B) NH,"-ANA.

[Figure 1: FTIR spectra of analcime zeolite. (A) Na*-ANA, (B)
NH,-ANA.]

Apds a adsorc¢ao do glutaraldeido, observa-se no espectro
de infravermelho (Fig. 2) que a banda caracteristica da
carbonila de aldeido (VC=0) que ocorre em 1720-1740 cm™,
sofre deslocamento para 1575 cm’, devido as interagdes
com a superficie zeolitica. Sdo observadas também, bandas
de estiramentos VC—H, entre 1400-1300 cm’', menos
afetadas pelas interagdes com a zeodlita [39].

A curva termogravimétrica (Fig. 3-I-A) indica que a
zeodlita na forma 4cida, quando submetida a aquecimento
sob atmosfera oxidante, possui um comportamento muito
regular, apresentando estabilidade quanto as perdas de
massa em até cerca de 250 °C, e que apenas em 336 °C
culmina com a perda de 5,4% m/m de sua massa inicial,
voltando a se estabilizar a partir de 350 °C, como demonstra
a sua derivada (Fig. 3-1I-A). Essa reducdo de massa tem sido
atribuida as aguas intrazeoliticas.

No entanto, quando os cristais zeoliticos contém
moléculas de glutaraldeido ancoradas em sua superficie,
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Figura 2: Espectros na regido do infravermelho da zeélita analcima.
(A) H-ANA, (B) H-ANA/Glu.

[Figure 2: FTIR spectra of analcime zeolite. (A) H-ANA, (B) H-
ANA/Glu.]

a curva termogravimétrica (Fig. 3-1-B) passa a apresentar
um deslocamento de cerca de 100 °C na temperatura de
perda de massa que foi de 8,7% m/m. Isto aponta para dois
possiveis efeitos, um incremento na estabilidade térmico
do glutaraldeido ancorado, e a termodessor¢do em um
sO estagio, como mostra a curva de DTG (Fig. 3-11-B),
corroborando com os resultados da termovolatilizagdo com
analises no infravermelho (Fig. 4).

O processo seguinte, identificado apenas na curva
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Figura 3: Curvas termogravimétricas TGA(I) e DTG(I). (A) H-
ANA, (B) H-ANA/Glu.
[Figure 3: Thermogravimetric curves TGA(l) e DTG(II). (4) H-
ANA, (B) H-ANA/Glu.]
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Figura 4: Espectros de absor¢do na regido do infravermelho da
zeolita analcima. (A) H-ANA, (B) H-ANA/Glu, (C) Residuo solida
da termovolatilizacao.

[Figure 4: FTIR spectrum of analcime zeolite. (4) H-ANA, (B)
H-ANA/Glu, (C) Thermovolatilization solid residue.]
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Figura 5: Espectro de absor¢cao UV-VIS a 595 nm em fung¢do do tempo utilizando o reagente de Bradford.
[Figure 5: UV-Vis spectrum at 595 nm versus time using Bradford reactant.]
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Figura 6: Imagens de microscopia eletronica de varredura da zedlita
analcima contendo o extrato proteico. (A) Analcima, (B) Analcima
antes da funcionalizagdo com glutaraldeido, (C) Analcima apds a
funcionalizagdo com glutaraldeido.

[Figure 6: Scanning electron microscopy micrographs of
analcime zeolite with proteic extract. (4) pure anacime, (B)
before glutaraldehyde funcionalization, (C) after glutaraldehyde
funcionalization.]

termogravimétrica do material contendo glutaraldeido
(Fig. 3B), ocorre em aproximadamente 437 °C, relativo
a uma redugdo de massa de 8,7%, que tem sido atribuida a
decomposicao do glutaraldeido. Essa decomposicao, no entanto,
ocorre em uma unica etapa, que através da termovolatilizagao
com analises no infravermelho (Fig. 4) evidencia-se a sua
saida sem que este tenha sofrido pirdlise.

A quantidade de proteinas totais encontradas no
extrato bruto utilizando o método de Bradford [31] (Fig.
5) foi de 1,763 mg para cada 100 mL de extrato protéico
bruto.

O efeito do glutaraldeido sobre a imobilizagdo do
extrato protéico ¢ bem visivel quando observado através das
imagens geradas por microscopia de varredura eletronica
(Fig. 6), que por estimativa, tem-se uma diferenca de cerca
de 6 vezes na espessura da camada protéica condensada na
superficie da zeolita. Para a condensagdo na superficie sem
o glutaraldeido, observa-se um incremento na espessura
dos cristais da ordem de 6,0 x 10 mm.

No entanto, quando a condensacgao ¢ feita na superficie
funcionalizada com o glutaraldeido, nota-se um aumento
de apenas 1,0 x 10* mm na espessura do material. Este
efeito tem sido atribuido ao glutaraldeido, que conforme
mostrou o espectro de infravermelho do produto da
termovolatilizacdo (Fig. 4), o mesmo interage com a
superficie da zeodlita preservando grupos funcionais para
uma segunda coordenacgdo. Esta estaria interagindo através
das carbonilas remanescentes, sobre as estruturas protéicas
de maneira seletiva, permitindo que apenas certos tipos de
proteinas interajam, no caso, a PPO presente no extrato
protéico. Ja a superficie sem glutaraldeido tendo somente
sitios acidos, ndo apresentaria qualquer comportamento
seletivo frente aos diversos tipos de proteinas contidas no
extrato, dai a formagdo de uma espessa camada sobre a
zeolita.

CONCLUSOES

A adsor¢ao de glutaraldeido ¢ dependente da natureza
acida da superficie zeolitica, pois ndo demonstrou nenhuma
afinidade pela espécie nao tratada com o acido cloridrico.
A presenca de glutaraldeido resultou num efeito seletivo
das espécies quimicas presentes no extrato proteico, que
pode ser comprovado pela formagdo de uma fina camada.
Ja& na auséncia de glutaraldeido ocorreu a formacao de
uma espessa camada protéica. Portanto a utilizacdo desse
espacador, ¢ fundamental para que se tenha uma adsorgdo
seletiva de proteinas em suportes como as zedlitas, por
exemplo.
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