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RESUMO
A influéncia da concentracdo de carvdo ativado sobre a adsor¢do de [-galactosidase de

Aspergillus oryzae foi avaliada neste trabalho, visando a obtencdo de derivados imobilizados.
Foram testadas as concentracoes de 0,5%, 1%, 5% e 10%. Para a concentracdo de 1%, a
capacidade de adsorcdo no equilibrio foi de 1827 U/g, correspondendo a 51,0% de adsor¢éo.
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INTRODUCAO
A B-galactosidase (B-D-galactosideo galactohidrolase, EC 3.2.1.23) ou lactase, como também é
conhecida, é classificada como uma hidrolase, com capacidade de transgalactosilacdo, atuando
no residuo terminal B-galactopiranosil da lactose (GalB1-4Glc) para formar glicose e galactose.?
As enzimas podem ser adsorvidas sobre a superficie de varios materiais particulados, incluindo o
carvao ativado, composto principalmente por carbono, e que pode ser distinguido do carbono
elementar pela oxidacdo dos atomos de carbono encontrados nas superficies exterior e interior.
Este material é caracterizado por sua grande area de superficie especifica, porosidade e pela
superficie que contém grupos funcionais.>
Apesar das excelentes perspectivas que apresentam as enzimas como catalisadores, sua
aplicacdo industrial ndo é tdo imediata porque as enzimas apresentam caracteristicas que
limitam a sua utilizacio em escala industrial.**
O presente trabalho tem como objetivo estabelecer a influéncia da concentracdo de carvao
ativado na adsorcdo da B-galactosidase de Aspergillus oryzae visando a obtencdo de derivados
imobilizados.

MATERIAL E METODOS
O carvao ativado foi adquirido da Merck (Alemanha), com uma area de superficie especifica de
1073 m?/g, sendo utilizado para imobilizacio da B-galactosidase. A enzima utilizada foi a B-
galactosidase de Aspergillus oryzae obtida da Sigma-Aldrich (Estados Unidos). A atividade
especifica da enzima é de 0,25 U/mg solido, onde 1 U corresponde a liberacdo de 1 pmol de
glicose em 1 min, em pH 4,5 e 45°C.
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O carvao ativado foi previamente tratado. Para cada 10 g de carvao
ativado foi adicionado 50 mL de H,SO, 2 M, mantendo-se sob agitacdo (100 rpm) por 2 h. Apds,
o carvao foi lavado com agua destilada até o pH da agua de lavagem chegar ao pH 5,0, e seco
a 100°C por 8 h.

Para cada ensaio de adsorcao, o carvao ativado foi introduzido em frascos Erlenmeyer de vidro
contendo 10 mL de solugao de B-galactosidase (0,12 g/L) em tampao acetato pH 4,5, sendo
mantidos a 30°C sob agitacdo durante 1 h, a fim de atingir o equilibrio de adsorcao.
Foram testadas as concentracOes de carvao ativado de 0,5%, 1%, 5% e 10%, correspondendo
a adicdo de, respectivamente, 0,05 g, 0,1 g, 0,5 g e 1,0 g. Apds o equilibrio, as particulas
sélidas foram removidas por filtracdo, em filtro de papel, e a concentracdao (atividade
enzimatica) de equilibrio de B-galactosidase na solucdo foi determinada por método
espectrofotométrico (espectrofotdbmetro Spectro Vision modelo UV-T6) em A = 420 nm. Cada
experimento foi realizado em triplicata, sob condigbes idénticas. A capacidade de adsorcao de -
galactosidase sobre o carvao ativado no momento t, Qt, foi calculada de acordo com a seguinte
equagao:
Q=G -GV (1)
m
onde Cy (U/mL) é a concentracao inicial de B-galactosidase em solucdo, Ce (U/mL) é a
concentracao de equilibrio da solucao, V (mL) é o volume da solucdo de B-galactosidase, e m
(g) € a massa de carvao ativado.
A atividade hidrolitica sobre ONPG por B-galactosidase foi determinada por medicao da liberacao
de o-nitrofenol. A reacao foi realizada com agitacao continua num volume de ensaio de 2,0 mL:
1,7 mL de tampao contendo 0,05 M de acetato de sddio, pH 4,5, 0,1 mL de B-galactosidase
convenientemente diluida e 0,2 mL de ONPG 0,02 M. A reagao foi parada pela adicdo de 0,5 mL
de uma solucgdgo 1 M de carbonato de sddio e o o-nitrofenol formado foi medido por
espectrofotometria a 420 nm.
Uma unidade (1 U) de B-galactosidase é definida como a quantidade de enzima que libera 1,0
umol de o-nitrofenol (em = 4500L/mol cm) por minuto sob as condicBes de ensaio padrdo.®

RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito da concentracao de carvao ativado na capacidade de adsorcado é apresentado na Figura
1. Os valores obtidos para a capacidade de adsorcao, no equilibrio (1 h), foram de 2013, 1827,
194 e 378 U/g, para as concentracoes de 0,5, 1,0, 50 e 10,0%, respectivamente,
correspondendo a uma adsorcao de 27,8; 51,0; 54,0 e 53,2%; respectivamente. A enzima foi
adsorvida rapidamente nos primeiros 30 min, e apds este periodo, ndao houve alteracao
significativa. Os resultados obtidos para a concentragao de 1,0% sao importantes do ponto de
vista industrial, pois foi possivel obter uma alta quantidade de enzima adsorvida por unidade de
massa de adsorvente com elevado percentual de adsorgao.
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Figura 1 — Cinética da adsorcdo para diferentes concentracdes de carvao
ativado (volume da amostra V = 10 mL; pH inicial = 4,5; temperatura = 30°C).
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CONCLUSOES
Os resultados deste estudo mostram que a concentracdo de carvao ativado influéncia na
adsorcao da B-galactosidase. Para a concentracdao de 1%, a capacidade de adsor¢do no
equilibrio foi de 1827 U/g, correspondendo a 51,0% de adsorcao. Desta forma, o carvao ativado
tratado, um suporte de baixo custo, é promissor para a imobilizacdo de B-galactosidase, através
de uma técnica simples e rapida.
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