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RESUMO

Pesquisas recentes em nanotecnologia permitiram inovac6es sobre imobilizacdo de enzimas
no suporte grafeno oxidado(GO), devido possuir grande area de superficie com muitos
grupos funcionais. Neste trabalho, a enzima naringinase comercial foi imobilizada em
grafeno por adsorcao fisica. O derivado obtido ap6s 3 h, apresentou melhor atividade em pH
45 em temperatura de 70°C. Resultados com dez vezes de reutilizagdo mostraram que a
atividade enzimética permanceu 100%. O derivado grafeno-naringinase apresentou melhor
eficiéncia catalitica(Km apar.=0,8 MM; Vinax apar.= 476,2U.mg") comparado com a enzima
livre(Kn apar=1,8 MM; Vinax apar= 2,0U.mg™"). O derivado quando ensaiado a 80°C, mantém
atividade enzimatica acima de 80% enquanto que a enzima livre atinge apenas 40% de sua
atividade (1h de incubacéo). Os resultados obtidos mostram que o grafeno foi excelente
suporte para a enzima naringinase, podendo ser aplicado para outras enzimas.

INTRODUCAO

A naringinase € uma enzima utilizada na industria do processamento de sucos de laranja para
diminuir os niveis elevados de naringina responsavel pelo sabor amargo o que reduz a
qualidade sensorial e o valor comercial do produto (Puri, 2000). Esta enzima hidrolisa a
naringina em duas etapas, sendo cada uma delas catalisada por uma atividade diferente (Fig.1)
(Yadav, et al., 2013).

Narginase

Figura 1. Hidrélise da naringina pela naringinase.
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Estas enzimas séo consideradas catalisadores "verdes"”, mas aplicagfes em larga escala
tém sido dificultada devido ao alto custo, baixa capacidade de reutilizacdo e facil desativacao.
A imobilizacdo é um dos processos capaz de aumentar a eficiéncia catalitica de diversas
enzimas. Recentemente, varios estudos tem buscado a imobilizacdo de enzimas em
nanomateriais (Liu, et al., 2014; Hermanova, et al., 2015). O grafeno oxidado (GO) é um
material obtido através da oxidagdo do grafite. Suas propriedades sdo diferentes daquelas
apresentadas para o grafeno cristalino, o que o torna um novo material com caracteristicas
especiais para imobilizagcdo como grande area superficial com presenga de grupos epoxidos e
grupos hidroxilas posicionados nos Vvértices dos anéis aromaticos formando acidos
carboxilicos, 0s quais tornam este material um bom suporte para interagir quimicamente com
as proteinas (Fig.2.) (Zhang, et al., 2013

Figura 2. Grafeno Oxidado (GO) (Zhang, et al. , 2013).

O objetivo principal deste trabalho foi imobilizar a enzima naringinase comercial em
suporte inorganico para obtencdo de derivado estabilizado com possibilidades de reuso.

MATERIAL E METODOS

Material: naringinase (P. decumbens), naringina, p-nitrofenil- a-L-ramnosidio (p-NFR) e p-
nitrofenil-f-D-glicosideo (p-NFG) foram obtidas da Sigma-Aldrich Chemical Co (St Louis,
MO, USA). O oxido de grafeno foi oferecido pelo Instituto de Tecnologia Quimica-UPV.
Meétodos:Atividade enzimatica foi determinada usando p-nitrofenil- a-L-ramnosidio (p-NFR)
e p-nitrofenil-g-D-glicosideo (p-NFG) (Romero, et al., 1985) com algumas modificagdes.
Acucares redutores dosados por DNS (Miller, 1959). Imobilizacdo da enzima: O material
(GO) foi ressuspendido em tampéo fosfato (L00mM, pH 7.0) e submetido a ultrassom por 15
minutos para finalmente ser usado no processo de imobilizacdo (Fig. 3.). A seguir foi
incorporado a enzima e a mistura mantida em agitacdo suave por diferentes tempos, a
temperatura ambiente.

Figura 3. Ativacdo do GO (Zhang, et al. , 2013).
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Caracterizacdo bioquimica: Experimentos em diferentes temperaturas e pHs foram
realizados para determinar atividade e estabilidade da enzima livre e do derivado enzimatico.
Kwm aparente e Vmax aparente foram também determinados. Dosagem de proteinas foi feita por
Bradford (1976). Foram realizados ensaios enzimaticos com os derivados usando naringina
como substrato, sendo que apds cada ensaio o derivado foi recolhido, lavado e novamente
utilizado em novos ensaios. A atividade enzimatica foi acompanhada através de medidas do
produto liberado.

RESULTADOS E DISCUSSAO.

O material apresentou excelente afinidade pela enzima naringinase sendo imobilizada
em 3h com um rendimento de 100% (Fig. 4) demonstrando que a ligagdo aos grupos
carboxilicos e interacdes ndo especificas do GO contribuiram para a estabilizacdo da enzima.
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Figura 4. Processo de imobilizagio. ~ Figura 5. Grafico Lineweaver-Burk Figura 6. Perfil de atividade da
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Figura 7. Perfil da atividade da . il ativi : L Figura 9. Reusos do derivado grafeno-
naringinase  em  funcio  da Figura 8. Perfil atividade da naringinase naringinase.

temperatura. em funcéo da estabilidade térmica.

Valores de Ky da naringinase livre e imobilizada foram estimados através do gréafico de
Lineweaver- Burk, usando-se pnp-Rha como substrato, obtendo Km de 1,8 e 0,8 mM™
respetivamente (Fig. 5). Estes valores indicam a boa afinidade da naringinase imobilizada
pelo substrato. A enzima imobilizada e livre apresentaram maxima atividade em pH de 4,5 e
em temperatura de 70-75°C, respectivamente (Fig. 6 e 7). A enzima livre apresentou 6tima
estabilidade até 70°C (1h). A naringinase imobilizada apresentou melhor estabilidade a 85°C,
mantendo sua atividade acima de 85%, enquanto que a enzima livre nas mesmas condicgdes
perdeu 60 % de sua atividade (Fig. 8). O derivado estabilizado apresentou boa reusabilidade
mantendo a taxa de hidrélise sem perda de atividade por até 10 ciclos consecutivos (Fig. 9).
Estes resultados que demonstram que grafeno pode ser usado como suporte em processos de
imobilizacdo, pois apresentou uma excelente bio-compatibilidade com a enzima naringinase.

CONCLUSAO
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A naringinase ligada em GO reteve mais de 85% de sua atividade até 85°C
apresentando alta afinidade pelo substrato quando comparado com a enzima livre. Do ponto
de vista da complexidade do protocolo de imobilizagdo e custos com reagentes, a adsor¢édo
fisica pode ser uma alternativa simples com alta retencdo de atividade. O estudo confirma o
sucesso da imobilizacdo na obtencdo de derivados estaveis e reutilizaveis, fatores importantes
e atrativos para processos biotecnoldgicos industriais.
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