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RESUMO — O presente trabalho teve como objetivo principal definir uma
estratégia para a imobilizacdo de inulinase comercial em nanotubos de carbono
funcionalizados. No delineamento composto central rotacional (DCCR) a
concentracdo de enzima (0,87% e 1,72% (v/v)) e a razdo adsorvente:adsorbato
(1:175 e 1:460) foram as variaveis independentes. As cinéticas foram mantidas até
equilibrio, sendo este atingido aos seis minutos em todos os ensaios. De acordo
com os resultados do DCCR a variavel concentracdo de enzima apresentou um
efeito negativo sobre a imobilizac&o da inulinase, a razao adsorvente:adsorbato e a
interacdo entre as duas variaveis apresentaram efeitos positivos (p<0,10). A
enzima imobilizada manteve praticamente 100% da atividade relativa’@ 50
durane 240 minutos. Portanto, 0s nanotubos avaliados sdo considerados
adsorventes promissores, devido ao rapido equilibrio de adsorcdo, sendo assim
definida uma estratégia de imobilizacdo de enzimas.

1. INTRODUCAO

A imobilizacdo consiste no confinamento da enzima em um suporte sélido para
poserior reutilizacdo do biocatalisador, é vantajosa para aplicacdo industrial devido a
facilidade de separacdo do meio de reagédo e o reutilizacdo da mesma, o baixo custo do
produto e a possibilidade de aumento da estabilidade (Husain, 2010).

As inulinases sdo enzimas potencialmente utilizadas na producao de xaropes de frutose
pela hidrélise enzimatica da inulina com rendimentos de até 95% (Ettalibi e Baratti, 2001).
Também possuem aplicacdo na producdo de frutooligossacarideos, compostos com
propriedades funcionais e nutricionais com aplicacdo em dietas de baixas calorias,
estimulacao das bactérias benéficas do organismo, funcionando como fibras dietéticas quando
aplicada aos alimentos (Silva- Santisteban e Maugeri, 2005).

Nanomateriais podem servir como um eficiente suporte para imobilizacado de enzimas,
pois oferecem caracteristicas ideais que sdo determinantes na eficiéncia do biocatalisador,
incluindo a superficie de area e a resisténcia a transferéncia de massa. Os nanomateriais tém
sido extensivamente utilizados para imobilizacdo de enzimas, neste caso, as nanoparticulas
podem proporcionar uma maior superficie de area para as enzimas, 0 que conduz a uma maior
quantidade de enzima por quantidade de massa de particula (Ji et al., 2010).
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Entre os varios materiais utilizados como nanoestruturas, estdo as nanoparticulas,
nanofibras e nanotubos, os nanotubos de carbono (CNTs) tém sido foco de muitas pesquisas
(Feng e Ji, 2011). Os CNTs sédo compostos de grafite em forma de cilindro com
comprimentos de micrémetros, e diametros de até 100 nm (Tasis et al., 2006). Apresentam
uma afinidade natural por diversos tipos de enzima, onde a adsorcédo é espontanea quando a
enzima entra em contato com este material (Feng e Ji, 2011). Os nanotubos de carbono podem
promover a imobilizacdo de uma enzima especifica, sendo o principal desafio promover a
fixacdo da enzima, mantendo sua atividade e fungdo mais proximas de seu estado nativo
(Pedrosa et al., 2010). As vantagens dos métodos de imobilizacdo de enzimas por adsorcao
neste material sdo claros, dentre eles a manutencéo da estrutura da proteina e as propriedades
dos CNTs. Entretanto, a durabilidade € uma preocupacdo da aplicacdo dos metodos de
adsorgéo, visto que a ligacao covalente das enzimas pode resultar em alta estabilidade e reuso
da enzima (Feng e Ji, 2011).

Em vista do que foi exposto, o objetivo deste trabalho foi definir uma estratégia de
imobilizacdo da inulinase em nanotubos de carbono funcionalizados, para isto foram
estudadas as variaveis que influenciaram na imobilizacdo da inulinase, dentre elas, a
concentracdo de enzima e a razdo adsorvente:adsorbato através de metodologia de
planejamento experimental. Na melhor condi¢cdo de imobilizacao foi avaliada a estabilidade a
diferentes temperaturas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. MATERIAL

A inulinase comercial foi adquirida da Sigma—Aldrich obtidaAdaergillus niger. Os
nanotubos de carbono funcionalizados (CNT-COOH) foram adquiridos da NanoAmor (EUA)
sendo utilizados como adsorvente. Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2. ENSAIOS DE ADSORCAO

Foram realizadas cinéticas de adsorcao da solucdo de inulinase com os nanotubos de
carbono funcionalizados. Sendo pesados em erlenmeyers 0,025 g de nanotubos de carbono
sendo adicionado solucdo de inulinase em tampéo acetato 0,1 M (pH 4,8) conforme
delineamento composto central rotacional (Tabela 1). As cinéticas foram realizadas em
agitador rotativo (shaker) a 2& até o equilibrio. A capacidade de adsorcéo da solucdo de
inulinase (Q no nanotubo de carbono no tempo (t) foi calculada de acordo com a Equacgéao 1.
Q. =2 (1)
onde A (U/mL) é a atividade inicial da solucdo de inulinase(WmL) é a atividade da
solu@o no tempo t, V (mL) € o volume da solucdo de inulinase, e m (g) é a massa de
nanotubo de carbono.

2.3. DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL

Para avaliacdo das cinéticas de adsorcao foi delineado um planejamento experimental
completo (DCCR) com trés pontos centrais, onde as variaveis independentes foram a
concentracdo de enzima e a razao adsorvente:adsorbato, conforme descrito na Tabela 1.
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Tabela 1 — Varidveis reais e codificadas do delineamento composto central rotacional (DCCR)

-1,41 -1 0 +1 +1,41
Concentragao enzima (%) 0,87 1 1,3 1,6 1,7
Razao adsorvente:adsorbato 1:175 1:200 1:200 1:400 1:460

2.4. TERMOESTABILIDADE DA ENZIMA

Os ensaios avaliando a termoestabilidade da enzima foram realizados na melhor
condi¢ao definida no DCCR. A termoestabilidade da enzima imobilizada foi determinada a
diferentes temperaturas (30, 50 e °@) durante 240 minutos. A atividade da enzima foi
avdiada a cada 30 minutos sendo definida como atividade relativa em relacéo a atividade
inicial.

2.5. DETERMINAQAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade de enzima foi medida através da incubacdo de 0,5 mL da enzima
apropriadamente diluida em 4,5 mL de sacarose (2% p/v) em tampao acetato (0,1 M pH 4,8) a
50°C. Os aclcares redutores foram quantificados através do método 3,5-DNS (Miller, 1959).
Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de enzima necesséria para liberar 1
pumol de agucares redutores por minuto em condi¢cfes padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As cinéticas de adsorcdo foram realizadas até atingirem o equilibrio da reacéo, na
Tabda 2 estdo apresentados os resultados para capacidade de adsorcdo, obtidos aos seis
minutos de reacdo onde todas as condi¢des avaliadas haviam atingido o equilibrio, sendo este
o tempo considerado para imobilizacdo da inulinase.

Tabela 2 — Valores codificados e reais (entre parénteses) para as variaveis do DCCR e
resultados da inulinase imobilizada

Ensaios Conc_;entragé Razéo Imobilizacao
enzima (%) adsorvente:adsorbato (U/g)
1 -1 (1) -1 (1:200) 49570,90
2 1(1,6) -1 (1:200) 26665,60
3 -1 (1) 1 (1:400) 45774,44
4 1(1,6) 1 (1:400) 45286,32
5 -1,41 (0,87) 0 (1:300) 39331,28
6 1,41 (1,7) 0 (1:300) 30784,64
7 0(1,3) -1,41 (1:175) 24603,97
8 0(1,3) 1,41 (1:460) 51047,76
9 0(1,3) 0 (1:300) 38715,53
10 0(1,3) 0 (1:300) 40217,43
11 0(1,3) 0 (1:300) 40175,71
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Através dos resultados obtidos na Tabela 2, foram avaliados os efeitos das variaveis
estudadas, onde através da Figura 1, sdo observados que a concentracdo de enzima teve um
efeito negativo sobre a resposta e as variaveis razdo adsorvente:adsorbato e a interacdo entre
as duas variaveis tiveram efeitos positivos (p<0,10). Ou seja, com o aumento da concentracao
de enzima menor a capacidade de adsor¢cdo da enzima no material, o contrario € observado
em relacdo a raz&o adsorvente:adsorbato quanto maior a razdo melhor a capacidade de
adsorcéo da enzima.

Raz&o adsorv.adsorb(L)

Conc. enzima(L)

12l

Conc. enzima(Q)

Razao adsorv.adsorb(Q)

[ S S U S

1

=]

Efeitos estimados

Figura 1 — Efeitos estimados para as variaveis avaliadas na imobilizacéo da inulinase.

Os efeitos foram relacionados aos termos de um modelo quadratico apresentado na Eg.
2. A Eg. 2 apresenta os termos significativos (p<0,10) em relacdo a capacidade de adsorcao
da inulinase.

Adsorc¢ao (U/g) = 39681,47 — 8887,48.E + 13066,38.R + 11208,59. E.R (2)
Onde E = concentragéo de enzima (%); R = razdo adsorvente:adsorbato.

O modelo apresentado foi estatisticamente validado pela analise de variancia
(ANOVA) (Tabela 3). O valor do &culadofOi trés vezes superior ao valor tabelado e o modelo
apresentou um coeficiente de regressapde 0,81.

Através da curva de contorno (Figura 2) podem sernaddes que as melhores
respostas foram obtidas nas menores razfes de adsorvente:adsorbato e concentracdo de
enzima, condigcbes estudadas no ensaio 1, e também nas maiores concentracdes
adsorvente:adsorbato e concentracdes intermediarias de enzima, ensaio 8.
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Tabela 3 — Analise de variancia (ANOVA)

Soma dos Graus de Quadrado Fealculado
quadrados liberdade meédio
Regressao 623581895 3 207860631,7 9,848797
Residuos 147736259 7 21105179,92
Total 771318154 10
F3;7;0,1: 3,07
1:460

1:400

Razao adsorv:adsorb

| [ > 50000
Bl < 50000
Bl < 45000
B < 40000
] < 35000
] < 30000
I < 25000

‘ ' B < 20000
0,87 1 1,3 1,6 1,7 B < 15000

Conc. enzima (%)

Figura 2- Curva de contorno para a resposta capacidadeb#izacdo da enzima.

Na melhor condi¢cdo do planejamento experimental, a termoestabilidade da enzima foi
avaliada em diferentes temperaturas, dados apresentados na Figura 3, onde podem ser
observados que a 5T a enzima manteve sua atividade inicial por aproximadamente 240
minutos, o0 mesmo n&o foi observado para as temperaturas de 38Ce @6de apds 240
minutos a atividade relativa da enzima era cerca de 45 e 47%, respectivamente. Resultados
semelhantes para a melhor temperatura foram encontrados por outros autoresgtYawale
(2013); Danialet al. (2010) estudaram diferentes temperaturas na estabilidade da inulinase
imobilizada e encontraram a temperatura de’®&0como a que manteve quase 100% da
atividade relativa durante 120 minutos de reacéao.
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Figura 3 — Termoestabilidade da inulinaag) §0°C, (1) 50°C e (s) 70°C).
4. CONCLUSAO

No presente trabalho foram definidas as melhores condicbes para a imobilizacdo de
inulinase comercial em nanotubos de carbono funcionalizados através de metodologia de
planejamento experimental. Através da curva de contorno do planejamento experimental
foram definidas as melhores condi¢cdes para a adsor¢do da enzima, sendo nas menores
concentracdes de enzima e maiores razbes de adsorvente:adsorbato. A enzima manteve
praticamente 100% de sua atividade relativa &5@urante 240 minutos, sendo esta a melhor
condi@o para processos envolvendo a enzima imobilizada dentre as temperaturas estudadas.
Com os resultados foi possivel definir uma metodologia para imobilizacdo de inulinase em
nanotubos com potencial para aplicacdo em larga escala.
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