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1. APRESENTAGAO

A lactose é um carboidrato predominante no leite e sua absorg¢ao intestinal
requer a hidrélise desse dissacarideo em galactose e glicose pela enzima [3—
galactosidase. Em virtude dos baixos niveis de enzima no intestino, grande parte
da populagdo apresenta intolerancia a lactose e dificuldades em consumir
produtos lacteos (PANESAR et al, 2010). A prevaléncia da intolerancia a lactose
varia entre individuos adultos de 5% no nordeste da Europa a quase 100% na
Asia e Oriente Médio, sendo que no Brasil, os nimeros variam entre 57 e 100%
entre os adultos das diferentes etnias (MATTAR e MAZO, 2010).

A [B-galactosidase ou lactase é uma enzima de grande importancia na
industria de alimentos e dentre as suas aplicagdes esta o melhoramento da
dogura, solubilidade, sabor e digestibilidade dos produtos lacteos (JOCHEMS et
al., 2011). Para aplicagdo em alimentos, varias fontes microbianas para obtengao
dessa enzima tém sido estudadas, tais como, Aspergillus niger, Aspergillus
oryzae, Kluyveromyces fragilis e Kluyveromyces lactis (FREITAS et al., 2011).

Além disso, tem se verificado um crescente aumento no interesse por
enzimas imobilizadas. Quando comparadas com as suas formas livres, essas
enzimas s&o geralmente mais estaveis e mais faceis de manusear. Ademais, os
produtos da reagdo n&o estdo contaminados pela biomolécula (util especialmente
para industria farmacéutica e alimenticia) e s&o de facil isolamento da solugao
(HOMAEI et al., 2013). Inumeros sistemas de imobilizagdo s&o investigados, mas
poucos sdo expandidos em escala industrial, principalmente porque os suportes e
métodos utilizados ainda sdo muito caros ou de dificil aplicagdo (GROSOVA et al.,
2008). Os principais suportes citados na literatura para a imobilizacdo de [3-
galactosidase de Aspergillus oryzae sao celulose, quitosana, alginato de calcio,
silica e alumina (HUSAIN, 2010).

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi imobilizar a enzima
B-galactosidase comercial produzida pelo fungo Aspergillus oryzae em nanotubos
de carbono de multiplas camadas (MWCNTs, do inglés multi-walled carbon
nanotubes).

2. DESENVOLVIMENTO

Para a modificacdo dos MWCNTs utilizou-se uma mistura contendo H,SO4
e HNO3 na proporcao 3:1 (v:v) respectivamente, para cada 5,0 mg de nanotubos.
Essa solugédo acida contendo o suporte foi submetida a banho termostatico (MA
156, MARCONI), sob agitagcdo, a temperatura ambiente por 1,0 h. Apds esse
tempo, lavou-se o suporte modificado (MWCNTs-AC) com NaOH 0,01 M até
obter-se pH neutro. Em seguida, lavou-se mais duas vezes com agua ultra pura.
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A separacdo dos nanotubos da agua das lavagens foi realizada com o auxilio de
uma centrifuga (M 320R, HETTICH ZENTRIFUGEN) a 2510 x g, 4,0 °C por 5,0
min. Por fim, secou-se os MWCNTs-Ac a vacuo a 50 °C por 24 h, seguido de
estocagem para analises futuras.

Além da modificagao acida, realizou-se a modificacdo dos MWCNTs com
etilenodiamina (EDA) e glutaraldeido (GLU). O processo de modificagdo para
ambos os reagentes ocorreram da mesma forma. Adicionou-se 5,0 mL de cada
reagente para cada 5,0 mg de MWCNTSs, respectivamente. Essas solu¢des foram
mantidas, sob agitacdo em banho termostatico, a temperatura ambiente por 8,0 h.
Logo apos, as duas solugdes (MWCNTs-EDA e MWCNTs-GLU) foram lavadas
duas vezes com agua ultra pura. A separagdo dos nanotubos da agua foi
realizada com o auxilio de uma centrifuga a 2510 x g, 4,0 °C por 5,0 min. Por fim,
secou-se 0s MWCNTs-EDA e MWCNTs-GLU a vacuo a 50 °C por 24 h, seguido
de estocagem para analises futuras.

Realizou-se a imobilizagdo da enzima (3-galactosidase (20.000 U)em 1,0 g
de MWCNTs modificados ou n&o, segundo ANSARI e HUSAIN (2012). Aliquotas
do sobrenadante e da suspensao foram coletadas periodicamente e realizaram-se
0s ensaios de atividade enzimatica ao longo de 24,0 h do processo de
imobilizagdo. A B-galactosidase imobilizada (MWCNTs-AC-GAL) foi separada por
centrifugacédo a 2510 x g por 5,0 min, seguida de duas lavagens com agua
ultrapura e estocada em solugao tampao a 4,0 °C para analises futuras.

A eficiéncia de imobilizagdo foi definida pela razdo (percentual) entre a
atividade enzimatica no derivado obtido e a atividade enzimatica presente na
enzima livre.

3. RESULTADOS

O processo de imobilizagdo da enzima [(3-galactosidase em MWCNTs com
diferentes tratamentos foram estudados. O tempo de imobilizagéo foi definido em
3 h de reacgao, tendo em vista que a partir da terceira hora os rendimentos de
imobilizagdo em MWCNTs funcionalizados e nao funcionalizados mantiveram-se
constantes. Os resultados do rendimento e da eficiéncia dos MWOCNTs
modificados por diferentes tratamentos sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Enzima B-galactosidase imobilizada em MWCNT modificados por
diferentes tratamentos apo6s 3 h de reacao.

Tratamento Rendimento (%) Eficiéncia (%)
MWCNTs-Ac 96,90 + 0,84 ° 79,65 + 2,34 2
MWCNTs-EDA 52,05+ 1,63 ° 25,80 + 3,50 °
MWCNTs-GLU 53,26 + 0,29 ° 27,75+3,19°
MWCNTs 51,49 +0,32° 37,45+ 1,46°

* Cada valor representa a media de trés experimentos independentes, realizados
em ftriplicata, com desvio padrdo da média. Diferentes letras representam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) para valores da mesma coluna.
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Destaca-se que o rendimento da modificagdo acida (96,09%) apresentou
uma diferencga estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo aos demais.

4. AVALIAGAO

ANSARI et al. (2013) ao imobilizarem [(-galactosidase de Kluyveromyces
lactis em MWCNTs funcionalizados com glutaraldeido obtiveram 92,5% da
atividade original. J&a MUBARAK et al (2014) ao imobilizarem celulase em
MWCNTSs funcionalizados com tratamento acido alcancaram 97,58% da atividade
inicial. MISSON et al. (2015) também demonstraram sucesso na modificagdo com
tratamento acido em nanofibras de poliestireno na imobilizacdo da enzima [3-
galactosidase com 60% de rendimento.

Os resultados de imobilizagao apresentados no presente trabalho indicam
que o favorecimento da ligagdo da enzima nos grupamentos carboxila (-COOH) e
hidroxilas (-HO) gerados nas paredes do suporte, tornam as forgas de ligagao
mais fortes, favorecendo o processo de imobilizacéo (PRIETO et al., 2014).

Assim, conclui-se que a enzima comercial 3-galactosidase de Aspergillus
oryzae foi imobilizada em MWCNTSs, n&o-funcionalizados e funcionalizados por
diferentes tratamentos. Entre os tratamentos realizados (glutaraldeido,
etilenodiamina e mistura de H>SO4:HNO3), os parametros de imobilizagao,
rendimento e eficiéncia foram significativamente maiores para a (3-galactosidase
em MWCNTs funcionalizados pela mistura acida (MWCNTs-Ac-Gal). Estes
valores foram de 97 e 79%, respectivamente apos 3 h de imobilizagao.
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