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RESUMO

As enzimas, sdo catalisadores bioldgicos de varias reacdes bioquimicas
por possuirem natureza principalmente proteica e apresentam uma grande
especificidade pelo substrato. A lisozima é de particular interesse para o
uso em sistemas alimentares, uma vez que é uma enzima que ocorre
naturalmente com atividade antimicrobiana, possui ampla disponibilidade
e um conhecimento detalhado de suas propriedades, moleculares,
incluindo sequéncia e estrutura. Tratamento de enzimas com base em
mudancas de temperatura e pressdo, aplicagdo de ultrassom e de pulsos
elétricos podem ser responsaveis por modificagBes nas suas propriedades
e 0 resultado dessa mudanga geralmente & um impedimento ou
dificuldade de fixacdo do substrato na enzima. A aplicacdo de campos
magnéticos, uma tecnologia de simples operacdo, baixo custo e minimo
impacto ambiental, vem sendo testado como meio de intensificar
processos enzimaticos, uma vez que trabalhos na literatura relatam um
aumento da atividade e estabilidade de certas enzimas tratadas por
campos magnéticos. No entanto, estes trabalhos ainda sdo escassos e
limitados, contemplando poucas enzimas, sendo que a maioria avalia
apenas a atividade catalitica da enzima alvo sem estudar os mecanismos
de acdo do campo magnético e as possiveis alteracdes estruturais apds o
tratamento. Neste contexto, nesse trabalho teve-se por objetivo avaliar o
efeito do campo magnético e das condicdes operacionais na atividade
catalitica da lisozima da clara de ovo, uma proteina bastante utilizada
como modelo pela ampla disponibilidade e conhecimento detalhado sobre
sua estrutura nativa. Foram avaliados os efeitos do pH, forca ibnica e
densidade de fluxo magnético sobre a atividade catalitica desta enzima.
O pH e o campo magnético apresentaram efeito significativo sobre a
atividade da lisozima, sendo que, o uso do pH na faixa alcalina mais
extrema (13,7) e de campo magnético de maior densidade de fluxo
magnético (1,34 T) permitiram uma atividade especifica residual de
212%, ou seja, um incremento de trés vezes a atividade especifica da
enzima. Os resultados sugerem que a ativacao de lisozima causada pelo
tratamento magnético pode estar relacionada com as alteracdes no teor de
a-hélice na estrutura secundéria, e com o incremento do tamanho de
particula médio, facilitando o acesso do substrato ao sitio ativo da enzima.
As modificacbes do estado natural da lisozima, funcdo do pH e forca
ibnica nas solucdes, resultaram num aumento do tamanho de particula
médio e pequenas altera¢des do potencial zeta.



Palavras-chave: lisozima de clara de ovo, campo magnético, atividade
enzimatica, dicroismo circular.



ABSTRACT

Enzymes are biological catalysts involved in many biochemical reactions
due mainly to their protein nature and because they present a great
specificity for the substrate. The lysozyme is of particular interest for the
use in food systems, once it is an enzyme with antimicrobial activity, it
possesses a wide availability and detailed knowledge of its molecular
properties, including sequence and structure. Enzymes treatment
involving temperature and pressure changes, applications of ultrasound
and electrical pulses can be responsible for modifications in its properties
and the result of such changes are usually associated with stereo
impediment or difficulty in substrate - enzyme interaction. The
application of magnetic fields, a technology of simple operation, low cost
and minimal environmental impact, is being tested as a way to intensify
enzymatic processes, since literature reports an increase in activity and
stability of certain enzymes treated by magnetic fields. However, these
papers are still scarce and limited, contemplating few enzymes, and the
majority evaluates only the catalytic activity of the target enzyme without
studying the mechanisms of action and the possible structural changes
after the treatment. In this context, this work aims to evaluate the effects
of the magnetic field and the operational conditions on the catalytic
activity of the egg white lysozyme, a protein very used as a model for its
wide availability and detailed knowledge about its native structure. The
pH and the magnetic field showed a significant effect on lysozyme
activity at the highest pH value for the most strongly alkaline range (13.7)
and a magnetic field with the highest magnetic flux density (1.34 T)
allowed to achieve a residual specific activity of 212%, i.e. an increase of
three times the original specific activity of the enzyme. The results
suggest that the activation of lysozyme caused by the magnetic treatment
may be related to the changes of the a-helix content in the secondary
structure, and with the average particle size increase, facilitating the
substrate access to the enzyme active site. As changes in the natural state
of lysozyme pH function and the ionic strength in the solutions resulted
in an increase of the average particle size and small changes on the zeta
potential.

Keywords: egg white lysozyme, magnetic field, enzymatic activity,
circular dichroism.
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1 INTRODUCAO

A aplicagdo de campo magnético em solugdes proteicas vem sendo
largamente estudada pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Processos
de Separacdo com Membranas da Universidade Federal de Santa Catarina
(LABSEM). O campo magnético além de conferir uma melhora em
diversos processos, apresenta vantagens como 0 baixo custo, facilidade
de operacdo e o reduzido impacto ambiental.

Os trabalhos do grupo iniciaram apds uma detalhada pesquisa da
literatura com relacdo ao tratamento magnético de &gua e de sais
inorganicos, que mostra que 0 campo magnético age nas interagdes
intermoleculares reduzindo a deposicdo de sais sobre a superficie de
membranas.

Vardanega et al. (2013), Silva et al. (2015) e Zin et al. (2016)
iniciaram os estudos do grupo aplicando campos magnéticos na UF de
albumina de soro bovino (BSA). No entanto, apesar dos resultados
promissores na recuperacdo do fluxo de permeado de BSA apds
tratamento magnético, sente-se a necessidade de investigar se esse efeito
é extensivo a outras proteinas e de avaliar se 0 campo magnético acarreta
alteragdes estruturais nestas, além das alteracBes fisico-quimicas ja
relatadas.

Dentre as proteinas modelo disponiveis comercialmente, a
lisozima da clara de ovo possui ampla disponibilidade e um conhecimento
detalhado de suas propriedades moleculares incluindo sequéncia de
amino4cidos e estrutura, o que facilita a realizacdo de estudos
comparativos com relacdo aos efeitos de um dado tratamento. Além disso,
por se tratar de uma proteina com atividade antimicrobiana, a lisozima da
clara de ovo apresenta diversas aplicacdes para a inddstria de alimentos,
dando uma maior relevancia a realizacdo de estudos com esta proteina.

Sabe-se que a atividade catalitica, bem como a estabilidade e a
especificidade das enzimas € funcdo direta da sua estrutura e que as
propriedades das enzimas podem ser modificadas apds aplicacdo de
diferentes tratamentos. Considerando nesta questao, o primeiro passo a se
estudar no efeito do campo magnético em uma enzima seria o de
avaliacdo da sua atividade catalitica antes e apds o tratamento.

No entanto, além dos trabalhos com aplicagdo de campo magnético
em enzimas serem escassos e limitados, contemplando poucas enzimas,
como a celulase (RAN et al., 2009), a a-amilase (LIU et al., 2010), a
maioria avalia apenas a atividade catalitica da enzima alvo sem estudar
0s mecanismos de a¢do do campo magnético e as possiveis alteragdes
estruturais apds o tratamento.
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Tendo todas essas lacunas em vista, e ap6s testes preliminares do
grupo mostrarem alteragdes na atividade catalitica da lisozima da clara de
ovo tratada magneticamente, € interessante se voltar em um primeiro
momento, a avaliacdo dos diferentes parametros do campo magnético e
das condicBes operacionais que levam a alteragfes na atividade
enzimatica, estudar a estabilidade, parametros fisico-quimicos e
estruturais da lisozima antes e apds o tratamento magnético.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar o efeito do campo
magnético e das condigBes operacionais na atividade catalitica da
lisozima da clara de ovo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Awvaliar o efeito das varidveis: pH, concentracdo de NaCl e
densidade de fluxo magnético, aplicando a técnica de
planejamento experimental, na atividade catalitica da
lisozima;

b) Estudar o efeito da orientacdo dos polos magnéticos (N-N; N-
S; S-S) na atividade catalitica da lisozima;

c) Avaliar a forma de exposicdo a0 campo magnético (estatica
ou com recirculacdo) na atividade catalitica da lisozima;

d) Estudar o efeito do campo magnético no potencial zeta,
estabilidade e estrutura secundéria da lisozima.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo serd apresentado um levantamento aprofundado da
literatura envolvendo uma abordagem da lisozima e suas aplicacfes, bem
como seus possiveis tratamentos, déficits e potencialidades, enfatizando
gue 0 campo magnético se mostra em ascensdo frente aos demais, como
é apresentado na Tabela 1, e logo ap6s uma breve discorrido sobre as
analises a serem feitas na solugdo de lisozima submetida ao campo
magnético a titulo de investigar as mudancas sofridas na mesma.

3.1 ENZIMAS

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos participantes de varias
reacdes bioquimicas. Possuem natureza principalmente proteica e
apresentam uma grande especificidade pelo substrato (ARANTES, 2008;
COELHO, 2008). A estrutura tridimensional das enzimas é responsavel
pela sua atividade catalitica, estabilidade assim como especificidade. Sdo
altamente sensiveis a variacdes de pH, temperatura, forca ibnica do meio,
concentracdo dentre outros fatores. Portanto, o conhecimento desses
parametros sobre a reacdo enzimatica, permite explorar melhor as
propriedades cataliticas (LIMA et al., 2001; GOMES et al., 2006).

As reacOes enzimaticas sdo fortemente dependentes de uma
temperatura 6tima, sendo que temperaturas abaixo ou acima desta faixa,
inibem a atividade enzimética, sendo essencial o conhecimento da faixa
de temperatura dtima para cada enzima, para a otimiza¢do dos processos
envolvendo-as.

A concentracdo de H+ também tem relevancia sob a velocidade
das reagBes quimicas, valores extremos de pH podem levar a
desnaturagdo das enzimas. O valor de pH 6timo varia para diferentes
enzimas, por exemplo, a pepsina digestiva do estomago, é ativada em pH
2, enquanto que outras enzimas, destinadas a funcionarem em pH neutro,
sdo desnaturas neste pH &cido (CAMPESTRINI; SILVA; APPELT,
2005).

Por altimo, destaca-se a importancia da forca iénica que é uma das
principais caracteristicas determinadas pelos ions dissolvidos em uma
solucéo, além de um parametro de suma importancia que afeta a atividade
da enzima, Bilal et al., (2016) levando esse dado em consideracdo,
observaram a influéncia da forca ibnica sobre a atividade do manganés
peroxidase purificada a partir de Ganoderma lucidum IBL-05 imobilizada
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em apoio agar-agar utilizando a técnica de aprisionamento na faixa de 20
a 250 mM de NacCl, os autores observaram um amento significativo de
74,3 % da atividade residual até a concentracdo de 100 mM.

3.1.1 Lisozima

A lisozima é de particular interesse para 0 uso em sistemas
alimentares, uma vez que é uma enzima que ocorre naturalmente com
atividade antimicrobiana (ZHAO; YANG, 2008), possui ampla
disponibilidade e um conhecimento detalhado quanto as suas
propriedades moleculares incluindo sequéncia e estrutura.

A lisozima extraida da clara do ovo de galinhas possui tamanho
relativamente pequeno. Trata-se de uma enzima secretora capaz de atacar
muitas bactérias por lise ou dissolvendo a estrutura da parede celular. E
uma proteina globular que contém 129 aminoacidos, constituida
principalmente por trés componentes estruturais. O primeiro componente
¢ constituido por trés extensdes de a-hélice, o segundo é uma folha
pregueada anti-paralela e o terceiro consta de uma sequéncia dobrada de
forma aleatdria. Possui massa molecular igual a 14300 Da e ponto
isoelétrico igual a 10,7 (TORREGGIANI et al., 2005).

Além de estar presente na clara de ovo, a lisozima é encontrada em
outros organismos vivos, desde insetos e nematoides a répteis e
mamiferos, incluindo virus e plantas, bem como em variados tecidos e
suas secrecOes , tais como lagrimas, saliva, leite, musculos e 6rgdos
(ALTINTAS et al., 2007; BASAR et al., 2007; THAMMASIRIRAK et
al., 2006).

Dentre 0s poucos agentes antimicrobianos naturais aprovados
pelas agéncias reguladoras para uso em alimentos, a lisozima se destaca,
detendo uma série de estudos realizados quanto & sua aplicacdo em
alimentos e ao seu efeito antimicrobiano (BRANEN e DAVIDSON,
2004; CALLEWAERT et al., 2011; CHUNG; HANCOCK, 2000; GILL;
HOLLEY, 2000; NATTRESS; YOST; BAKER, 2001;
QUINTAVALLA; VICINI, 2002 ; PADGETT et al., 1998).

A atividade especifica antimicrobiana da lisozima é sobre bactérias
gram-positivas, provocando hidrélise nas ligagdes o-1,4 entre a N-
acetilglicosamina e o &cido N-acetilmurdmico do peptidoglicano da
parede celular. No entanto, quando combinada com o EDTA (acido
etilenodiaminotetra-acético), pode desestabilizar a membrana externa
protetora ao redor da camada de peptidoglicano das bactérias gram-
negativas, promovendo um campo ainda maior da a¢do antimicrobiana da
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lisozima (PADGETT et al., 1998; BRANEN ; DAVIDSON, 2004,
CONTE; BRESCIA; DEL NOBILE, 2011).

3.1.1.1 Aplicagbes

Nos dltimos anos a indudstria de alimentos vem se preocupando
com a substituicdo de conservantes quimicos em consideracdo a atual
conscientizacdo dos consumidores em relacdo ao seu bem-estar e saude,
visando isso, a indistria vem tracando estratégias e pesquisas para
encontrar  bioconservantes naturais, assim como as enzimas
antimicrobianas.

Nesse cendrio, as enzimas antimicrobianas apresentam diversas
vantagens quanto aos conservantes quimicos para emprego nas indudstrias
de alimentos, visto que apresentam uma rapida velocidade de reac&o, séo
atéxicas, geralmente necessitam de uma baixa concentracdo para
converter o substrato em produto e atuam sobre um substrato especifico
(COELHO, 2008).

A alta estabilidade térmica da lisozima faz com que seja atraente
para sua utilizagcdo como agente antimicrobiano em produtos alimentares
pasteurizados e esterilizados, possibilitando um menor processamento
térmico com consequente minimizacdo da perda de qualidade nutricional
e sensorial. A lisozima apresenta diversas aplicaces contra importantes
patogenos alimentares, incluindo clostridios termofilicos, certas cepas de
Clostridium botulinum e Listeria monocytogenes (MAKKI; DURANCE,
1996).

Na Europa, a lisozima é usada no processamento de queijos, como
o famoso queijo burrata, original da regido de Puglia, na Italia com o
intuito de aumentar sua vida de prateleira (CONTE; BRESCIA; DEL
NOBILE, 2011). No Japdo, ela é usada para a preservacdo de vegetais,
frutos do mar, massas e até saladas (DAVIDSON, 2001). Outra aplicagéo
importante inclui sua adicdo em queijos tipo Grana Padano e em queijos
processados (“Polenguinho”, por exemplo) para protecdo contra
organismos formadores de esporos (DEEGAN et al., 2006).

Ha também varios estudos de utilizacdo de lisozima para o controle
da fermentacdo em vinhos bem como empregada no Japdo para estender
0 tempo de prateleira do saqué (GERBAUX et al., 1997; SOFOS et al.,
1998) ou em combinagdo com nisina ou EDTA para a preservacdo da
carne e produtos carneos, como presunto e mortadela (CHUNG;
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HANCOCK, 2000; GILL; HOLLEY, 2000; NATTRESS; YOST;
BAKER., 2001; GILL; HOLLEY, 2003). A lisozima quando adicionada
em férmulas de produtos infantis ou ao leite, promove o crescimento de
espécies de Lactobacillus e Bifidifobacterium bifidus no intestino de
criancas as quais podem prevenir o crescimento de bactérias nocivas
(DAVIDSON; SOFOS; BRANEN, 2005).

A incorporacédo da enzima em filmes plésticos ou comestiveis para
a producdo de embalagem antimicrobiana € outro uso potencial da
lisozima, estudos tém abordado o uso da lisozima na producgéo de filmes
antimicrobianos para materiais plasticos, bem como para filmes
comestiveis e biodegradaveis (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002;
PADGETT; HAN; DAWSON., 1998; BUONOCORE et al., 2003).3.2
TRATAMENTOS DE ENZIMAS

3.2 TRATAMENTOS DE ENZIMAS

Tratamento de enzimas com base em mudangas de temperatura e
pressdo, aplicacdo de ultrassom e de pulsos elétricos podem ser
responsaveis por modificaces de suas propriedades e o resultado dessa
mudanga, geralmente € um impedimento ou dificuldade de fixacdo do
substrato na enzima, todavia, também pode resultar em um aumento na
sua atividade catalitica, que é em funcéo direta da sua estrutura terciaria
e quaternaria (SCRIBAN, 1985; LEHNINGER et al., 1995).

Diversos estudos tém relatado a influéncia da alta pressdo
(MANERA et al., 2011; KUHN, et al., 2013), de pulsos elétricos e do
ultrassom (SULLIVAN, etal., 2014; JAMBRAK et al., 2014) na estrutura
de proteinas e na atividade catalitica de enzimas. E mais recentemente,
tem havido um interesse consideravel nos efeitos de campos magnéticos
em sistemas bioldgicos.

A ligagdo entre o campo magnético e os seus efeitos sobre os
organismos vivos ainda intriga muitos pesquisadores e carece de estudos.
Alguns autores justificam a acdo do campo magnético em relacdo a
ocorréncia de estresse oxidativo nos sistemas. No entanto, a maioria dos
trabalhos disponiveis na literatura aborda simples descricGes
fenomenoldgicas, com pouco controle e sem tentativas de definir um
mecanismo de a¢do do campo magnético (ROSEN, 2003).

3.3 CAMPOS MAGNETICOS
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3.3.1 Conceitos basicos

Quando um material é colocado em um campo magnético intenso
esse campo tende a alinhar os momentos de dipolo magnético (sejam
permanentes ou induzidos) no interior do material e o material ficara
magnetizado. O dipolo magnético guarda uma estreita analogia com o
dipolo elétrico. Quando submete-se uma substancia qualquer a um campo
magnético, cada elétron que se move nos atomos ou moléculas da
substancia fica sujeito a uma forca adicional. A perturbacdo no
movimento de cada elétron € equivalente a uma velocidade adicional e,
portanto, a uma mudanca no seu momento de dipolo magnético orbital
(TIPLER; MOSCA, 2009).

A suscetibilidade magnética é uma medida da for¢a exercida pelo
campo magnético sobre a unidade de massa do corpo. E uma
caracteristica intrinseca do material e esti relacionada ao nimero de
elétrons desemparelhados por unidade de massa.

A valorizagdo deste novo processo deve ocorrer em vista do
tratamento magnético tem as vantagens do uso conveniente, baixo custo
de funcionamento, ndo-toxico, sem polui¢do secundaria, ampla gama de
aplicacOes e facil de ser blindado. Ao longo das ultimas décadas, a
influéncia do campo magnético estatico em sistemas biolégicos foi
investigada em alguns organismos modelo (TU et al., 2015).

O estudo da influéncia do campo magnético em enzimas ainda se
encontra em um estado superficial frente a abrangéncia do assunto.
Segundo Liu et al. (2010) nos ultimos anos tém surgido trabalhos em
relacdo ao tratamento magnético das enzimas peroxidase, catalase,
oxidase e celulase. Contudo, nestes trabalhos sdo apresentadas diversas
respostas inconclusivas, seja devido a falta de estudos quanto a acdo do
campo magnético na estrutura destas enzimas ou pela falta de
padronizacdo do tratamento magnético.

Na Tabela 1 sdo apresentados os principais estudos disponiveis em
relagdo a aplicacdo de campos magnéticos em enzimas e proteinas.
Analisando os trabalhos para o tratamento magnético de enzimas €
possivel observar que a atividade das enzimas, na grande maioria dos
casos, é significativamente alterada e que as justificativas para acdo do
tratamento magnético sdo superficiais e divergentes.

Os trabalhos realizados pelos nosso grupo de pesquisa LABSEM,
como resumidamente descritos nos primeiros pontos da tabela, sugerem
uma introducéo do projeto de aplicagdo do campo magnético a solugdes
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enzimaticas, no qual notou — se que o campo magnético de fato influi em
um aumento da permeacdo na utltafiltracdo em conjunto a uma mudanca
no pH.

Em sequéncia destacamos alguns outros artigos, que buscaram
variar um pouco mais as intensidades do campo magnético, aplicado
diretamente sobre a solucdo enzimatica, e sim, obtiveram um significativo
aumento da atividade enzimética, contudo ndo realizaram analises
profundas a titulo de averiguar o que de fato ocorreu na estrutura de suas
respectivas enzimas submetidas ao processo.






Tabela 1 - Campo magnético aplicado a sistemas biolégicos
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Estudo

Intensidade do
CM

Analises

Resultados

Justificativa do fendbmeno

Autor/Ano

Efeito do campo
magnético sobre a
ultrafiltracdo  de
albumina de soro
bovino

041T

- Anélise de proteina em
espectrofotdmetro a 280
nm

Fluxo de permeado

Aumento na recuperagdo
do fluxo de permeado
inicial da agua chegando a
100 % de recuperacéo para
0S ensaios com membranas
novas na presenca do
campo em pH 3,0 e no
efeito de memoria
magnética em pH 4,6.

A solugdo de BSA
adquire uma memoria
magnética

VARDANEGA et al.
2013

Efeito de campo
magnético no
desempenho  da
ultrafiltracdo  de
solucbes proteicas
utilizando
membrana
polimérica

0,7 T por 2
horas

- Anélise em
espectrofotdmetro UV;
- Fluxo de permeado

Alta recuperacéo da
permeabilidade ap6s
tratamento magnético da
solucéo de BSA nos pH
4,0 e 6,5 chegando a 81,0
% e 94,0 % de recuperagédo
respectivamente

O campo magnético teve
um efeito positivo tanto
para o fluxo permeado
quanto para a recuperagao
da permeabilidade

ZIN, 2014
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Efeito de campo
magnético  sobre
as caracteristicas
fisico-quimicas de

- Determinagéo do pH
- Condutividade

Nas andlises fisico-
quimicas realizadas ndo
foram observadas
alteragBes das

Este comportamento do
potencial zeta com o
tempo  de inducéo
magnética mostra que a

uma _solugao de 07T - Potencial zeta propne_dgdes de PH, estabilidade das proteinas SILVA, 2015
albumina de soro condutividade, viscosidade ¢ afetada pela presenca do

bovino (BSA) e e tensdo superficial, a camno pelap ¢

seu desempenho excegdo do potencial zeta po.

na ultrafiltracéo da solugdo de BSA.

Efeitos do campo

magr_metlco - Atividade aumentou -

estatico sobre a - Andlise em 19.5 %: Campo magnético

auwo!a_de e 015T espectrofotdmetro UV Estabilidade operacional e reforgou as interacdes LIU et al., 2010
estabilidade de a- ih ! entre enzima e suporte.

amilase pH melhoraram apos o

imobilizada em
quitosana

tratamento.
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Efeitos do
tratamento
magnético no

Tratamento magnético
teve um efeito positivo

Efeito significativo sobre
a atividade das proteases,

crescimento e na 05T, - Andlise em sobre o crescimento do sugerindo ue 0
atividade da enzima 0,3 T, espectrofotdmetro UV . g q .
de enzimas de 01T pepino do mar e na tratamento mAagr?etlco TANG et al., 2015
. ' atividade das enzimas aumenta a eficiéncia da
pepino do mar digestivas digestéo de proteinas;
Apostichopus 9 g P '
japonicus (Selenka)
Caracterizagdo de
chL_JIase sob - Diminuicio de A aplllcgu;ao d_e campos
varias - Analise em . magnéticos diminui as
h . 0,15 T, . aproximadamente 24% na D
intensidades de espectrofotémetro UV . S oscilagdes nas respostas
0,30 T, L : atividade enzimatica. I RAN et al., 2009
campos - Dicroismo circular far- . de atividade durante o
o 045T Melhora da estabilidade na
magneticos uv armazenamento da
o gama de pH 3,0-6,0. -
estaticos enzima
2,9-4,6 mT nos
Efeitos do campo  intervalos 2,2, "
magnético na tempos de - Anélise em - Campo magnetico R
Atividade residéncia no espectrofotdbmetro UV Aumento da atividade em  causou BUYUKUSLU,
- P 21,2 %; desemparelhamento CELIK, ATAK 2006

do Superdxido campo X .

. - Dos elétrons das enzimas
Dismutase magnético  de

19,8 e 33s
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3.3.2 Polos invertidos

O campo de uma forca é representado por linhas de campo,
visualizando que em qualquer lugar do espaco, a forca é tangencial a linha
de campo e a intensidade da forca é representada pelo nimero de linhas
de campo por unidade de area da secéo transversal (FILHO, 2016).

O imé é constituido essencialmente por dois conjuntos de polo
simetricamente opostos. Cada conjunto de polo consiste em um norte e
um sul, e incorpora um caminho de retorno do fluxo. (MCGINLEY;
RISTIC; YOUNG, 2016).

Aproximando-se o polo norte de um ima ao polo sul de outro im4,
nota-se uma atracdo, medida pela forma magnética encontrada na regido
central, que no presente trabalho foi trabalhadaem 0,7 T e 1,34 T, contudo
guando os presentes imds sdo dispostos na mesma polaridade, os imas
tendem a se repelir e a forga tende a diminuir grandemente ou até mesmo
zerar.

A partir da Figura 1, podemos enunciar esta lei da forca
magnética: polos da mesma natureza se repelem e de naturezas diferentes
se atraem.

Figura 1 - Disposicdo dos polos magnéticos em sentidos opostos (a)
disposicao dos polos magnéticos no mesmo sentido (b)

(@) (b)
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3.4 TECNICAS PARA AVALIACAO DO EFEITO DO CAMPO
MAGNETICO

3.4.1 Dicroismo circular (DC)

Desde a década de 1980, tém-se a necessidade crescente de se
realizar estudos estruturais das enzimas sob as mesmas condicGes em que
estas encontram naturalmente (condi¢cBes nativas). Além disso, ha
bastante interesse em poder variar as condigdes do meio e o tratamento
da enzima com um acompanhamento simultdneo das mudancas
estruturais induzidas. Logo, a técnica de dicroismo circular afirmou-se
como uma técnica estrutural valiosa para direcionar esses ensaios.

A espectroscopia de DC se baseia na diferenga de absorgéo entre a
luz circularmente polarizada a esquerda e luz circularmente polarizada a
direita, por uma amostra de proteina pura e solubilizada em solvente
adequado. A andlise de DC esta intimamente relacionada a conformacéo
da estrutura secundaria das proteinas, indicando os teores de a-hélice e
folhas-p destas (CITADINI, 2011).

Sendo assim, a presente técnica é de valor inestimavel para estudos
com proteinas, estas possuem centros assimétricos naturais como o
carbono & e carbono & dos aminodcidos treonina e isoleucina. Tais
ligagbes peptidicas absorvem energia entre 195 e 240 nm,
particularmente, onde se encaixa a lisozima, bem como existem o0s
aminoacidos aromaticos que absorvem na regido de 260 e 320 nm.

Nesse aspecto, com o DC torna-se possivel avaliar mudancas
conformacionais, bem como obter - se uma estimativa do conteido da
estrutura secundaria, no intervalo de comprimento de onda de 190 a 260
nm, regido caracteristica da lisozima (CITADINI, 2011).

3.4.2 Eletroforese

O termo eletroforese descreve a migracdo de uma particula
carregada sob influéncia de um campo elétrico. As biomoléculas, como
aminoacidos, peptideos, proteinas, nucleotideos, e &cidos nucleicos,
possuem grupos funcionais ionizaveis e, portanto, adquirem carga
positiva ou negativa em um determinado valor de pH. Sendo assim,
guando essas biomoléculas sdo submetidas a um campo elétrico, as
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particulas carregadas irdo migrar para o catodo ou anodo, dependendo de
sua carga liquida.

O equipamento necessario para a eletroforese consiste basicamente
de dois itens: uma fonte de tensdo e uma unidade de eletroforese, essa
unidade de eletroforese estd disponivel em duas formas, as quais
permitem realizar migracdo na vertical ou na horizontal. O aparato mais
comumente utilizado é mostrado na Figura 2 (WILSON;WALKER,
2010).

Figura 2 - Equipamento para a eletroforese composto por dois itens: fonte
de tensdo e uma unidade de eletroforese.

Dentre 0s geis e técnicas de eletroforese utilizados, 0 SDS-PAGE
(Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) é o
método mais utilizado para anélises qualitativas de proteinas. Trata-se de
um método particularmente Util para acompanhar a purificacdo de
proteinas, em que as proteinas sdo separadas segundo seu respectivo
tamanho. A analise de proteinas por SDS-PAGE também é utilizado para
a determinacdo da massa molecular relativa da proteina, corroborando
para autenticar a pureza da proteina alvo (WILSON; WALKER, 2010).
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3.4.3 Potencial zeta da solucéo

O potencial zeta € uma propriedade fisica que é obtida de particulas
em suspensdo, macromoléculas ou superficie de material. (MALVERN,
2012). Na Figura 3 é apresentado um esquema da distribuicdo de cargas
na vizinhancga de uma particula carregada. As cargas positivas do liquido
que estdo perto da superficie da particula interagem fortemente, e essa
regido é chamada de camada Stern. J& as cargas que estdo mais afastadas
apresentam interacGes mais fracas com a superficie, formando a camada
difusa. Dentro da camada difusa, hd um limite tedrico no qual os fons e
as particulas formam um sistema estavel. Quando uma particula se move
(por exemplo, devido a gravidade), os ions dentro da camada se movem.
Porém, qualquer ion que esteja além da camada difusa ndo ira se mover
com a particula. Essa fronteira é chamada de superficie de cisalhamento
hidrodinamico ou slipping plane (plano de deslizamento). O potencial que
existe até essa fronteira (slipping plane) é conhecido como potencial zeta
(MALVERN, 2012).

Figura 3 - Esquema da distribuicdo de cargas na vizinhanga de uma
particula carregada e os respectivos potenciais associados a dupla camada
elétrica na interface sélido-liquido (Adaptado de Espectroscopia, 2015).

! ! Dupla camada

| elétrica
Slipping plane

Particula com carga
superficial negativa

Camada difusa

Camada Stern

-100

Potencial de superficie

Potencial de Stern
mV

Potencial Zeta

0 - - -
Distancia da superficie particula
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Para determinar a magnitude das interacdes entre as particulas do
sistema, o potencial zeta é bastante utilizado determinando se as
particulas em suspensdo no liquido tenderdo ou ndo a flocular. As
particulas de um sistema coloidal podem se unir formando agregados que
poderdo sedimentar por acdo da gravidade, este processo chama-se
floculagdo e pode ser reversivel ou irreversivel. Quando os agregados se
tornam maiores o processo é chamado de coagulacéo e é irreversivel. Se
as particulas em suspensao apresentam um alto valor de potencial zeta,
seja ele positiva ou negativo, elas tenderdo a se repelir, assim nao havera
tendéncia para flocular. Todavia, se as particulas tém baixos valores de
potencial zeta, ndo haverd forca que previna a agregacdo das particulas,
logo elas tendem a flocular. (LUXBACHER, 2014; MALVERN, 2012).

O fator que apresenta maior influéncia sobre potencial zeta é o pH.
Se uma particula esta em suspensdo e com um potencial zeta negativo,
guanto mais alcalino for adicionado nessa suspensdo, as particulas irdo
adquirir mais cargas negativas. Contudo, se for adicionado acido na
mesma suspensdo, as particulas irdo adquirir cargas positivas até a
neutralizagdo, adquirindo cargas positivas caso mais &cido seja
adicionado. Logo a curva de potencial zeta versus pH sera positiva para
valores de pH mais baixos e negativa para valores de pH elevados
(MALVERN, 2012). Na Figura 4, apresenta-se a curva de variagdo do
potencial zeta com o pH.
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Figura 4 - Curva de variagao do potencial zeta com o pH (Adaptado de Malvern,
2012).
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3.4.4 Estabilidade

Observar e analisar o comportamento das dispersdes é um conceito
amplamente utilizado na pesquisa, industria, agricultura, alimentacéo,
farmacia ou em casa e cuidados de salde, visto que o estado da dispersao
das particulas regula o comportamento de produtos intermediarios
durante o processamento, bem como muitos aspectos funcionais do
produto final e a sua vida de prateleira, observando os aspectos que
resultam na desestabilizacdo da dispersdo (LERCHE; SOBISCH, 2014)

A estabilidade fisica das solu¢des e tamanho das particulas pode
ser medida pelo equipamento LUMiSizer (LUM GmbH, Dispersion &
Stability Analyses), um novo instrumento, de simples operagdo, que
emprega sedimentacdo centrifuga para acelerar a ocorréncia de
fendbmenos de instabilidade (LUMISIZER, 2016).

A centrifuga analitica de multi amostras - LUMiSizer® (LUM
GmbH, Dispersion &Stability Analyses) permite medir a intensidade da
luz transmitida em funcdo do tempo e a posicdo ao longo de todo o
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comprimento da amostra a0 mesmo tempo. O sistema de medicdo €
mostrado na Figura 5.

Figura 5 - Esquema de medicdo do LUMiSizer

S —

Transmission

Radial Position

Fonte: DETLOFF; SOBISCH; LERCHE, (2007).

(1) Uma fonte de luz emite luz NIR-Paralela (2) emitida através das células das
amostras (3) que se encontram no rotor (4). A distribui¢do de transmissdo local é
registrada ao longo de todo o comprimento da amostra pelo detector.

Os dados séo apresentados como uma funcéo da posicao no interior
da amostra, como a distancia a partir do centro de rotagéo, denominados
perfis de transmissdo. A progressao destes contém informacdes sobre a
cinética do processo de separacao e permite a caracterizagao de particulas.

Ao mesmo tempo, até 12 diferentes amostras podem ser analisadas
simultaneamente, ajustando 0s paramentos instrumentais de medicéo:
velocidade de rotagdo, temperatura, tempo de analise e nimeros de
leituras.

A partir desse levantamento bibliografico que foi abordado,
incluindo o conhecimento dos processos e da matéria prima a ser tratada,
foi dado inicio aos processos experimentais.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo estdo descritos os materiais e métodos adotados para
a realizagdo dos experimentos, assim como 0s procedimentos
laboratoriais utilizados. Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
de Separacdo por Membranas LABSEM, Laboratério de Controle de
Processos LCP, Laboratério Central de Biologia Molecular Estrutural
CEBIME, nucleo de pesquisas em materiais cerdmicos e compdsitos
CERMAT, e Laboratérios de Simulagdo Numérica de Sistemas Quimicos
e de Transferéncia de Massa LABMASSA — LABSIN todos pertencentes
ao Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Figura 6: Fluxograma simplificado do processos experimentais
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4.1 MATERIAIS
4.1.1 Lisozima

A lisozima da clara do ovo de galinha utilizada nos ensaios foi
adquirida da Sigma-Aldrich, com pureza superior a 99%, massa
molecular média de 13,4 kDa e ponto isoelétrico de 10,7.

4.1.2 Aparato experimental

O aparato experimental é composto por um campo magnético
gerado pela presenca de dois imas permanentes de neodimio-ferro-boro
(Nd2Fe1sB) com dimensdes de 50 x 50 x 25 mm, permitindo uma
densidade de fluxo de 0,7 T e também pelo posicionamento de imas
permanentes de NdzFe14B no formato de arranjos de Halbach, permitindo
uma densidade de fluxo de 1,34 T. A intensidade do campo magnético foi
medida com um transdutor de campo magnético (modelo TMAG-1T,
Globalmag Ltda, Brasil). Neste processo, pequenas quantidades de
solucdo de lisozima foram expostas ao campo dentro de pipetas Pasteur,
como mostra a Figura 7. imds com p6los magnéticos invertidos, ou seja,
com o mesmo pélo direcionados em paralelo, com densidade de fluxo de
0,15 T também foram rearranjados a partir dos imas permanentes de 0,7
T.
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Figura 7 - Amostra controle de solugio de lisozima (a) imas permanentes de
neodimio-ferro-boro (NdzFe14B) com densidade de fluxo de 0,71 T (b) Arranjo
de Halbach com densidade de fluxo de 1,34 T (c).
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4.2 METODOS
4.2.1 Procedimentos experimental

Os ensaios de lisozima foram realizados seguindo um
planejamento fatorial 23 variando as condicdes experimentais: pH, forca
ibnica e densidade de fluxo magnético, como pode ser observado na
Tabela 2. A concentracéo de enzima (0,5 g.L 1), o tempo de exposicéo ao
campo magnético (2 h) e o volume de solucdo submetida ao campo (2
mL) foram fixados.

Tabela 2 - Valores utilizados no planejamento fatorial completo 23 (com
triplicata no ponto central) para o tratamento magnético.

Niveis
Variaveis Independentes
-1 0* 1
pH 8,7 11,7 13,7
Forca ibnica (mM) 0 25 50
Densidade de fluxo magnético 0 0.7 14

(tesla)

* Ponto Central

No preparo das solucBes enzimaticas de lisozima utilizou-se agua
ultrapura (Millipore Direct - Q® 3 UV with Pump), obtida com
resistividade igual a 18,2 MQ.cm a 25 °C.

A quantidade de lisozima a ser utilizada nos experimentos foi
determinada por trabalhos anteriores realizados pelo grupo LABSEM
com albumina de soro bovino, trabalhando-se com a mesma concentragéo
molar, resultando no valor de 0,5 g/L, que foi fixado para todos 0s ensaios.

Para ajustar o pH das solugdes utilizou-se o hidréxido de potassio
(KOH), nas concentragdes de 0,25, 0,1 e 1 M e cloreto de sodio (NaCl)
para modificar a forca i6nica.

As soluces foram posicionadas no centro dos campos magnéticos,
com tempo de exposicdo de 2h a temperatura ambiente. Amostras de
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solucbes enzimaticas que ndo sofreram inducdo magnética, foram
denominadas de ensaios controle, realizados nas mesmas condicBes que
0s demais ensaios. Sendo assim, foi possivel avaliar o efeito do campo
magnético, pH e forca ibnica na atividade enzimatica da lisozima.

Como o pH teve uma forte influéncia sobre a atividade enzimética,
deslocou-se 0s niveis para valores menores e intermediarios de pH sem o
uso do campo magnético, no intuito de averiguar se de fato o campo
magnético era um fator fundamental para o aumento da atividade
enzimatica. Estes experimentos foram realizados com a intencdo de
avaliar se apenas com a alteracdo do pH e da forca idnica, se alcancaria
uma resposta semelhante aos ensaios com campo magnético. Para essa
etapa, utilizou-se um planejamento fatorial 22 cujos niveis sdo mostrados
na Tabela 3:

Tabela 3 - Valores utilizados no planejamento fatorial completo 22 (com
triplicata no ponto central).

o Niveis
Variaveis Independentes
-1 0* 1
pH 7 10 13
Forca ibnica (mM) 0 25 50

O rearranjo do aparato experimental com imas invertidos, ou seja,
direcionados com o mesmo pdlo (N-N; S-S), gerando uma densidade de
fluxo de 0,15 T, foi realizado em triplicata para 0 ensaio a pH 13 e também
para o ensaio a pH nativo de 10

4.2.2  Determinacdo da atividade enzimatica da lisozima

A atividade enzimatica da lisozima foi realizada de acordo com o
método Shugar (1952). A lise da membrana bacteriana provoca uma
diminuicdo na absorbancia a 450 nm, sendo que esta foi avaliada a cada
0,5 s durante um periodo total de incubacdo de 5 min a 25 °C utilizando-
se um espectrofotémetro (UV-Vis Hitachi, U -1900).

Uma suspensdo fresca de Micrococus lysodeikticus a 0,01 % (w/v)
[18 mg de so6lido em 100 mL de tamp&o de fosfato (66 mM, pH 6,2)] foi
utilizada como substrato no ensaio de atividade padrdo da lisozima. Para
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cada determinagdo 100 pL de uma solugdo de lisozima apropriadamente
diluida foram adicionados a 2,5 mL de suspensdo bacteriana.

A atividade enzimatica foi calculada definindo-se que uma unidade
de lisozima produz uma alteracdo de absorbancia da suspensdo (AA) a
450 nandmetros de 0,001 unidade de absorbéncia (u.a.) por minuto a um
pH de 6,2 na temperatura de 25 °C, conforme a equagéo 1:

Equacdo 1:
§) AAbS,z, / minx 1000
Atividade em — = 01

4.2.3 Atividade enzimatica residual

A atividade enzimatica residual da lisozima (A.E.R) foi definida
como a porcentagem da atividade da solucdo de lisozima exposta ao
campo magnético em relacdo ao controle, a qual se tratava da lisozima
tratada, mas sem exposi¢do ao campo magnético.

4.2.4 AvaliacBes da estabilidade da atividade enzimatica da lisozima

Os ensaios que apresentaram maior efeito na atividade enzimatica
foram submetidos a analise de estabilidade. Os ensaios de estabilidade
foram realizados durante o armazenamento a temperatura ambiente (25 +
2 °C) e a temperatura de refrigeragéo (4 °C). O tempo de armazenamento
foi contado ap6s as 2h de indugdo magnética (25 °C).

Analises de atividade enzimatica foram realizadas a cada 1 hora,
observando o comportamento da atividade em fungéo do tempo. Ensaios
de estabilidade da amostra controle, ou seja, aquela ndo submetida ao
campo magnético foram realizados simultaneamente.

4.3 DETERMINAGOES ANALITICAS E CARACTERIZAGAO DA
SOLUCAO
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4.3.1 Eletroforese

Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE)
é a técnica mais utilizada para separar proteinas de amostras de mistura,
desempenhando um papel-chave na biologia molecular e ampla gama de
subcampo da pesquisa bioldgica, por autenticar a pureza da proteina, bem
como é utilizada para averiguar a pureza de uma amostra, ao qual foi o
objetivo da mesma nesta pesquisa.

As amostras foram desnaturadas por aquecimento a 95 °C,
depois incubadas em um tampéo contendo 5 mM de B-mercaptoetanol e
em seguida adicionadas ao gel. A corrida foi realizada em um gel 10 %
por 2h usando uma amperagem de 40 mA.

4.3.2 Dicroismo circular (DC)

A estrutura secundaria de uma molécula pode ser determinada pela
espectroscopia Dicroismo Circular (DC), que baseia- se na diferenca de
absorcdo entre a luz circularmente polarizada a esquerda e luz
circularmente polarizada a direita.

Espectros de DC da enzima foram analisados na faixa de
comprimento de onda - UV (190 - 250 nm) com um espectropolarimetro
DC (Jasco J, 715), em uma cubeta de quartzo de 0,1 cm de percurso
optico. O tampdo de fosfato utilizado para dissolver a lisozima foi
utilizado como solugdo em branco para todas as amostras. Os dados de
DC foram expressos em termos de elipticidade molar, em grau cm?.dmol-
LA diminuicdo da intensidade da banda negativa a 208 nm, demonstra
alteragdes na estrutura secundéria de lisozima e um declinio particular no
conteudo de a-hélice (PENG; HIDAJAT; UDDIN, 2004; RAN et al.,
2009; ZHONG et al., 2005). O teor dea. - hélice de lisozima foi calculado
a partir da [0] a 208 nm utilizando a equagdo 2 e 3 (GREENFIELD e
FASMAN, 1969):

Equacéo 2:

—([6 + 4000
%hélice = ( ]22;8000 ) x 100

E o teor de a-hélice relativo foi calculado com a equacéo 3:
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Equacdo 3:

Teor de a_hélice relativo
Conteldo de a_hélice depois da inducio magética

Contetdo de a_hélice antes da inducio magética

- ([6]208 + 4'Ooo)depois da indugio
- ([9]208 + 4000)antes da indugio

4.3.3 Determinagao do potencial zeta

O potencial zeta das amostras dos ensaios controle e apds a indugéo
magnética de 2 h foi medido utilizando-se uma célula capilar com dois
eletrodos em um instrumento de dispersdo de luz dindmica (DLYS),
utilizando uma aliquota de cada amostra, ao qual o proprio equipamento
fornece os célculos (Zetasizer Nano-S, Malvern Instruments, 2004).

4.4 RECIRCULACAO DA SOLUGCAO DE LISOZIMA

A titulo de experimento inicial, foi submetida a solucdo de
lisozima tratada por uma unidade de ultra filtrag&o, disposta do LABSEM,
contudo ndo acompanhada de membrana.

4.4.1 Aparato experimental

A unidade de recirculacdo opera em escoamento tangencial (cross
flow filtration) e com reciclo total que consiste em recircular para o tanque
de alimenta¢do como pode ser observado na Figura 7, para manter a
concentracdo da alimentacdo constante. O aparato é composto por um
tanque de alimentagdo com capacidade de 1L, uma bomba de
deslocamento positivo (Micropump), e um mddulo feito de ago
inoxidavel com dimensdes de 120x90x10 mm. Nos ensaios com campo
magnético foram utilizados os imas permanentes de NdzFe14B no formato
de arranjos de Halbach, permitindo uma densidade de fluxo de 1,34 T. A
solucdo de lisozima era bombeada do tanque de alimentagdo para o
maodulo onde sofre indugdo magnética. O sistema também é composto por
um rotdmetro (Blaster Controles) capaz de medir vazdo de alimentagdo
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de 0,06 a 0,6 L.min’. A Figura 8 apresenta um diagrama esquematico do
aparato experimental utilizado no estudo.

Figura 8 - Diagrama esquematico da unidade experimental de
ultrafiltracdo (Adaptado de ZIN, 2014).
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4.4.2. Procedimento experimental

Os ensaios de recirculagdo foram realizados em duplicata em um
ambiente climatizado em temperatura média de 25 °C £ 2 °C As
permeacdes utilizando amostras de solucfes proteicas que ndo sofreram
inducdo magnética foram denominados ensaios controle.

Os ensaios realizados foram a lisozima no seu estado nativo com e
sem campo, e tratada sobre pH 13,7, forca i6bnica 50 mM com e sem
campo. A concentracdo de enzima (0,5 g.L), o tempo de exposicdo ao
campo magnético (2 h) e o volume de solugéo submetida ao campo (1L),
foram fixados.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os efeitos das varidveis independentes (pH, forca ibnica e
densidade de fluxo magnético) sobre a atividade enzimatica da lisozima
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foram avaliados estatisticamente mediante andlise do planejamento
fatorial 23com triplicata do ponto central, utilizando erro puro (que avalia
0s 3 pontos centrais para o calculo do erro experimental) utilizando
software STATISTICA versdo 7.0 e a ferramenta estatistica Experimental
design (DOE). Os resultados foram analisados com nivel de confianca de
90 %.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse capitulo estdo apresentados e discutidos os resultados
obtidos no desenvolvimento desta pesquisa, referentes a avaliacdo da
atividade e estabilidade da lisozima da clara de ovo submetida ao
tratamento com campo magnético. Sdo apresentados também as analises
que foram realizadas para melhor entender o processo, eletroforese,
dicroismo circular, potencial zeta, tamanho de particula, e uma discusséo
sobre o planejamento fatorial realizado, bem como a estabilidade do
aumento a atividade enzimatica e o seu aumento quando submetido a
unidade de recirculacéo.

5.1 EFEITOS DO TRATAMENTO COM CAMPO MAGNETICO

5.1.1 Efeito do campo magnético estatico e das condi¢des operacionais
na atividade da lisozima

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados dos experimentos
realizados em funcéo do planejamento fatorial completo 2 para atividade
especifica residual (%) em funcdo do pH, forca ibnica e densidade de
fluxo magnético. E importante ressaltar que todos os ensaios do
planejamento 23 foram realizados de forma estatica, ou seja, sem a
influéncia da recirculacdo da solucdo de lisozima e que as condicdes:
tempo de exposicdo ao campo (2 h), concentracao de enzima (0,5 g.L %) e
volume de enzima (2 mL) foram fixadas.

A cada ensaio do planejamento a atividade da lisozima nativa (nas
condi¢des originais de pH e forga idnica) era medida novamente para fins
comparativos. As respostas para atividade especifica residual (AER)
foram calculadas pela diferenca entre a atividade especifica da lisozima
em cada ensaio e a atividade especifica da lisozima nativa (ndo tratada),
expressa em percentual (%).

Os ensaios 12 e 13 ndo fazem parte do planejamento, mas suas
respostas foram adicionadas para avaliar o efeito do pH e da forca idnica
no seu valor intermediario (11,7 e 25 mM, respectivamente) sem a
influéncia do campo magnético.

Na tabela 4 os experimentos (2, 4, 6 e 8) apresentaram um
aumento significativo na atividade especifica residual da lisozima (134;
136; 179 e 212%, respectivamente) enquanto que, na maioria dos
experimentos se manteve praticamente inalterada ou com uma pequena
reducgdo (ensaios 3, 12 e 13).
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Os grandes destaques de valores de atividade especifica residual
foram reportados nos ensaios 6 (179%) e 8 (212%), aos quais foram
utilizados valores maiores de pH (13,7) e de densidade de fluxo
magnético (1,34 T). A aplicacdo de campo magnético nos maiores valores
de densidade de fluxo magnético, pH e forca i6nica (ensaio 8), resultou
em um aumento de 56% na atividade enzimatica se comparado ao seu
controle (ensaio 4) sem campo magnético.

Tabela 4 - Matriz do planejamento fatorial completo 22 com as respostas
de atividade especifica residual.

Densidade
U ién'i:c(;r(grzM) n?aegggt):go ngrfaatfcea Potencial
(M Residual %) 2@
X1 X2 X3
1 8,7 0 0 92 12,4+0,2
2 13,7 0 0 134 -17,5+0,9
3 8,7 50 0 79 -5,69+0,3
4 13,7 50 0 136 -20,4£ .9
5 8,7 0 1,34 98 7,8+06
6 13,7 0 1,34 179  -17,0¢13
7 8,7 50 1,34 99 -2,140,9
8 13,7 50 1,34 212 -20,0£13
9 11,7 25 0,7 94 -11,0¢0,4
10 11,7 25 0,7 100  -10,5%0,7
1 117 25 0,7 98 -11,8+0,2
1o 117 25 0 74 -12,7+1,2
13 117 25 0 73 -13,5+0,8

Lisozima 10,1

Nativa 0 0 10016 kurg) 2,28%0,3
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Liu et al. (2010) observou um aumento de 20% na atividade da a-
amilase imobilizada em quitosana apds tratamento com campo magnético
estatico (sem recirculagdo) de 0,15 T durante 1 hora. Tang et al. (2015)
avaliaram a influéncia do campo magnético estacionario em enzimas
digestivas de pepino do mar obtendo um aumento significativo na
atividade enzimatica para as enzimas fosfatase acida, fosfatase alcalina e
superdxido dismutase a 0,5 T por 1 h.

Mais destaques frente ao campo magnético foram observados por
Katsenios et al. (2016), no qual o tratamento com campo eletromagnético
pulsado em amplitude da ordem de 12,5 mT foi utilizado a um tempo de
duracdo de 30 e 45 min em sementes de trigo duro, verificando que a
exposicdo de sementes em campo eletromagnético aumenta a atividade
da a-amilase no terceiro e quarto dias apds a semeadura, proporcionando
assim uma vantagem durante a germinagao.

Em relagdo as respostas para o potencial zeta, conforme tratado na
revisdo, esse parametro auxilia na avaliacdo da magnitude das interagdes
entre as particulas do sistema (LUXBACHER, 2014; MALVERN, 2012)
podendo dar um indicativo de possiveis mudancas na magnitude da
repulsdo ou atracdo eletrostatica das cargas da solugcdo de lisozima,
resultantes da aplicacdo dos diferentes tratamentos do planejamento
experimental.

Observando a Tabela 4, é possivel verificar que o potencial zeta da
solucéo de lisozima ndo sofre influéncia do campo magnético. Contudo,
0 aumento do pH e da forca idnica (pela adicdo de NaCl) tornam esse
potencial mais negativo.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4, decidiu-se
deslocar os valores de pH do planejamento 23, visto o efeito pronunciado
pH na atividade catalitica da lisozima, para avaliar se haveria a
possibilidade de observar um aumento de atividade semelhante aos 56%
obtido para o tratamento magnético. Dlvida a qual foi sanada pela
realizacdo do planejamento 22 apresentado na Tabela 5.
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Tabela 5 - Planejamento fatorial 22 e as respostas para atividade
enzimatica residual (%).

Atividade
Ensaio pH NaCl (mM)  Campo (T) Enzimética
Residual (kU.mg™?)

1 7 0 0 1182
3 7 50 0 12
2 13 0 0 112
4 13 50 0 1470
5 10 25 0 100°
6 10 25 0 103
7 10 25 0 105°
8 13,7 50 1,4 212°

Os ensaios foram realizados seguindo os demais padrdes
experimentais fixados apresentados na Tabela 4, contudo nesse caso foi
retirado o campo magnético. Pela andlise da Tabela 5 fica clara a
influéncia do campo magnético sobre a atividade enzimatica. Os ensaios
mostraram que o pH e a for¢a ibnica exercem certa influéncia, mas que o
fator campo é fundamental para um aumento da atividade enzimatica.

O ensaio controle 4 (pH 13 e forga i6nica 50) dentre os demais, foi
0 que apresentou maior valor significativo. Em virtude disso, foi realizado
0 ensaio 8 (pH 13, forca idnica 50 e densidade magnética de 1,4T), que
nao estava dentro do planejamento, mas foi acrescentado no intuito de
enfatizar e comprovar a influéncia do campo. Pode-se observar um
aumento significativo de 44 %, frente ao controle.

Essa mesma influéncia significativa frente a exposicdo do campo
magnético foi observada por Vashisth e Nagarajan (2010), que
submeteram sementes de girassol (Helianthus annuus) em lotes a campos
magnéticos estaticos de densidade, de 50 e 200 mT durante 2 h. Os
referidos autores obtiveram resultados satisfatorios quanto as atividades
enziméaticas da o-amilase, desidrogenase e protease, as quais foram
significativamente mais elevadas nas sementes tratadas em contraste com
amostras controle.

Influéncia pronunciada também foi encontrada em sementes de
pepino que foram expostas a uma intensidade de campo magnético
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estatico de 100 a 250 mT durante 1, 2 ou 3 h, resultando em atividades
aumentadas das enzimas antioxidantes, superdxido dismutase (8%),
catalase (83%) e redutase (77%) em relacdo as amostras controle
(BHARDWAUJ; ANAND; NAGARAJAN, 2012).

Apesar dos resultados deste trabalho indicarem alteracbes na
atividade catalitica e na estabilidade ao pH, da lisozima submetida ao
tratamento com campo magnético, os trabalhos reportados na literatura
necessitam de um aprofundamento no estudo dos efeitos do tratamento
magnético. Nosso trabalho visa ir mais além, analisando estatisticamente
o efeito do campo magnético, pH e forca ibnica na atividade e no
potencial zeta e avaliar possiveis alteracbes no tamanho de particula,
estabilidade e conformacéo da lisozima submetida ao campo magnético,
conforme seré discutido nos itens a seguir.

5.1.1.1 Analises estatistica dos planejamentos para a atividade especifica
residual

O resultado da andlise estatistica dos resultados da Tabela 5 foi
expresso na forma de um diagrama de Pareto, apresentado na Figura 9,
gue permite observar os efeitos significativos negativos e positivos das
variaveis estudadas sobre a atividade especifica residual da lisozima.
Figura 9 - Diagrama de Pareto do primeiro planejamento fatorial 2° com

os efeitos estimados para a atividade especifica residual da lisozima
(p<0,1) em funcéo do pH, densidade de fluxo magnético e for¢a idnica.

(1)DH 37,86899

(3)Densidade de fluxo magnét\co 14,19906

2X3 9 327445

1X2

(2)Forca idnica
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As variaveis independentes pH e densidade de fluxo magnético
influenciaram significativamente e positivamente a atividade especifica
residual da lisozima, bem como as interag@es: Forca i6nica x Densidade
de fluxo magnético e pH x Densidade de fluxo magnético, como pode-se
observar na Figura 8. Induzindo um aumento nessa faixa estudada, obtém-
se aumento da atividade enzimatica. A varidvel forga ibnica ndo
apresentou efeito significativo ao nivel de 90% de confianca.

Na Tabela 10 que encontra—se no Anexo A estdo apresentados 0s
coeficientes de regressao, desvio padréo e os limites de confianca para a
AER. da lisozima para o tratamento estatistico dos dados por erro puro, a
um nivel de confianca de 90%, bem como as superficies de respostas
Anexo B fixando uma comprovacao estatistica da influéncia satisfatoria
do campo magnético sobre a atividade enzimatica.

Pela analise de variancia (ANOVA) Tabela 6 obtiveram-se o
coeficiente de correlacdo (0,88) e o F-calculado (1,5 vezes maior que o F-
tabelado), que permitem afirmar que o modelo matematico gerado
apresentado na Equacdo 4 é valido para a faixa estudada.

Tabela 6 - Analise de Variancia (ANOVA) para atividade especifica
relativa (%) da lisozima para o planejamento 23

Somados  Grausde  Quadrados

Fator quadrados liberdade médios F calculado
Regressao 14477,3 6 3619,3 49
Residuo 4402,1 4 733,7
Falta de ajuste 4385,9 2
Erro Puro 16,2 2
Total 18879,5 10

Residuo= Falta de ajuste + Erro puro; Coeficiente de correlacdo R= 0,88; Ftab,90%=
3,18.

A Equacdo 4 apresenta 0 modelo empirico codificado de primeira
ordem que descreve a atividade especifica residual em funcdo das
variaveis significativas independentes analisadas (pH e densidade de
fluxo magnética) dentro da faixa estudada.

Equacéo 4:

AER(%) = 120,81 + 75,79.X; + 28,57.X5 + 16,21X,.X5 +
18,77X,. X5
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Onde:

X1 = pH;

X2 = forca ibnica;

Xs= densidade de fluxo magnético

Na Tabela 7 esta apresentada a analise de variancia (ANOVA) para
atividade especifica residual (%) da lisozima para o planejamento 22.

Tabela 7 - Andlise de Variancia (ANOVA) para atividade especifica
residual (%) da lisozima para o planejamento 22,

Soma dos Graus de Quadrados

Fator — oladrados  liberdade  médios | calculado
Regressao 706 3 235,3 0,81
Residuo 867,7 3 289,2
Falta de ajuste 855,05 1
Erro Puro 12,7 2
Total 1573,7 6

Residuo= Falta de ajuste + Erro puro; Coeficiente de correlagdo R=0,66; Ftapo5%= 9,3

Pela andlise de variancia (ANOVA) Tabela 7 obteve-se o
coeficiente de correlacdo (0,66) e o F-tabelado maior que o F-calculado,
apesar de ndo permitir a geracdo de modelo matematico, possibilitou a
geracdo do diagrama de Pareto apresentado na Figura 10.



a lisozima (p<0,1) em funcdo do pH e forca idnica
22,
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maior valor de atividade enzimética para a lisozima.
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5.1.2 Efeito da orientacdo dos polos magnéticos na atividade da
lisozima

Ap0s os estudos sobre a aplicacdo de campo magnético estatico na
atividade enzimatica da lisozima apresentarem um incremento
significativo nessa resposta, despertou-se a curiosidade em verificar a
orientacdo dos polos magnéticos no sentido invertido, ou seja, polos
iguais em uma mesma direcdo (N-N ou S-S), traria alguma resposta na
atividade catalitica.

Ao invertermos os polos magnéticos do sistema apresentado na
Figura 6b em um mesmo sentido (N-N ou S-S) ainda teremos regifes com
campo magnético de aproximadamente 0,15 T, porém, com as linhas de
campo orientadas no sentido oposto.

E importante ressaltar que a densidade de fluxo magnético de 0,15
T ndo é uniforme entre os dois magnetos e ao afastarmos os imas essa
densidade de fluxo magnético reduz, sendo nula no centro (0 T). Essa
reducdo da densidade do fluxo magnético estd associada ao aumento da
distancia entre os polos N-S.

A Tabela 8 apresenta os resultados de atividade enzimatica para a
lisozima tratada em imd invertido (0,15 T). Para fins comparativos testou-
se a melhor condicéo de pH e forca i6nica do planejamento 23 (pH 13,7 e
50 mM de NaCl) e a lisozima em sua condi¢&o nativa.

Tabela 8 - Respostas de atividade enzimatica (kU.mg™) da lisozima para
0 tratamento magnético em ima invertido (0,15 T).

Lisozima nativa pH 13,7
. Com Com
Ensaio Sem Sem
Campo Campo
Campo Campo
(0,15T) * (0,15T) *
1 112,3 77,9 140,7 102,1
2 106,2 71,8 131,1 108,4

Média 109,2+43 749+43 1359%6,7 105244

Incremento -31,4% -22,5%

* tempo de exposi¢do de 2 horas
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Na Tabela 8 é possivel observar que ocorreram reducGes
significativas na atividade da lisozima nativa e a pH 13,7 de 31,4% e
22,5%, respectivamente, apds tratamento em ima invertido de 0,15 T. As
menores respostas de atividade enzimatica ap6s tratamento em imd
invertido podem estar relacionadas as questbes levantadas por
Albuquerque et al. (2016) em que, segundo esses autores proteinas com
estrutura predominantemente a-hélice podem sofrer anisotropia
diamagnética. Essa anisotropia leva a uma magnetizacdo negativa
contrdria a0 campo magnético aplicado e pode gerar alteracdes
subsequentes na estrutura das proteinas.

No campo magnético invertido temos forgas de repulsdo entre os
polos (N-N ou S-S), linhas de campo contrérias a do alinhamento padréo
(N-S), além de zonas com diferentes densidades de fluxo magnético (de
0,15 a 0 T). Esses fatores podem ter “prejudicado” a orientacao das
ligagbes planares que compbem a estrutura da lisozima e gerado
alteracGes na estrutura da mesma.

Tentando responder a essa questdo, realizamos testes preliminares
de DC e ndo observamos diferencas significativas na estrutura secundaria
da lisozima (Figura apresentada no Anexo C). No entanto, essas
modificacdes podem ter sido mais sutis, na estrutura terciaria da enzima,
gue podem ser verificadas em analises de fluorescéncia. Essas analises
nao foram realizadas no presente estudo devido a falta de disponibilidade
das analises, contudo seriam de extrema importancia para justificar
nossos resultados.

Ran et al. (2009) investigaram os efeitos do campo magnético
estéatico de 0,15 T sobre a atividade e a estrutura secundéria da celulase e
também observaram uma reducdo na atividade enzimatica (24 %) apos 2
horas de tratamento magnético. No entanto, ao contrario do nosso estudo,
esses autores verificaram alteracGes significativas na estrutura secundaria
da celulase. Como se trata de outra enzima e de um tratamento magnético
com imas no sentido padrao (N-S) respostas distintas sao justificaveis.

E importante ressaltar que n&o encontramos outros trabalhos na
literatura que tenham estudado a orientacdo dos polos magnéticos, para
fins comparativos.
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5.1.3 Efeito da forma de exposi¢do ao campo magnético na atividade
da lisozima

Até 0o momento todos os resultados apresentados tratavam de
estudos conduzidos de forma estatica, em que pequenas quantidades de
enzima (2 mL) eram expostas ao tratamento magnético. No entanto,
pensando na viabilidade industrial seria interessante o tratamento
magnético de grandes volumes de amostra. Tendo essa questdo em vista,
despertou-se o interesse de investigar o efeito do campo magnético
recirculando um dado volume de solugéo pelo imé& de 1,34 T.

Nos experimentos de recirculacdo utilizou-se o aparato
experimental apresentado na Figura 7 da metodologia, aos quais, 1 L de
solucdo de lisozima na melhor condicdo do planejamento 23 (pH 13,7 e
50 mM de NaCl) e da lisozima em sua condi¢&o nativa foram recirculadas
durante 2 horas com ou sem a presenca do campo magnético (1,34 T). O
volume de 1 L de solucéo e o tempo tratamento magnético (2h) foram
fixados de acordo com trabalhos anteriores de indu¢do magnética de
solugdes proteicas do grupo.

A Tabela 9 apresenta as respostas de atividade enzimatica da
lisozima para o tratamento magnético com recircula¢do. Todos 0s ensaios
foram realizados em duplicata.

Tabela 9 - Respostas de atividade enzimética (kU.mg™?) da lisozima para
0 tratamento magnético com recirculagdo em imd de 1,34 T

Lisozima Nativa pH 13,7
Ensaio
Sem Campo 1,34 T* Sem Campo 1,34T*
1 121,8 151,3 157,2 250,2
2 115,3 143,3 143,9 246,9
Média 118,6 + 4,6 147,3+5,6 1505+9,4 248,5+2,2
Incremento 31,20% 65,10%

* Recirculacdo da solugdo por 2 horas

Enquanto que, no tratamento magnético estatico obtivemos um
incremento de 56% na atividade enzimatica, no tratamento magnético
com recirculagdo encontramos um aumento de até 65% (pH 13,7, forca
ionica de 50 mM e densidade de fluxo magnético de 1,34 T) nessa
resposta.
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Pensando no processo industrial, o tratamento magnético com
recirculacdo permitiu a exposicdo de um maior volume de amostra ao
campo magnético e um aumento superior na atividade catalitica da
lisozima. A maior resposta na atividade catalitica, comparando ao
tratamento estatico, deve estar relacionada a maior agitacdo da solucédo e
a maior velocidade das particulas carregadas que passam pelo campo
magnético. Contudo esse experimento foi realizado em caréater inicial,
necessitando de aprofundamentos futuros.

5.2 CARACTERIZACAO DA LISOZIMA

E importante ressaltar que em todos os experimentos de
caracterizacdo, utilizou-se o tratamento magnético estatico a fim de
facilitar o processo em nivel de laborat6rio e para um menor consumo de
lisozima. As caracterizacGes apresentadas a seguir, com excecdo da
andlise de tamanho de particula, sdo em relacdo a melhor condi¢do do
planejamento fatorial completo 23 (pH 13,7 e 50 mM de NaCl),
comparando-as com a lisozima em sua condicéo nativa.

5.2.1 Eletroforese

A fim de realizar uma analise posterior de dicroismo circular, com
alta qualidade, o primeiro passo é verificar a pureza das amostras. A
presenca de apenas uma banda caracteristica no gel de eletroforese
fornece um bom indicativo da pureza das amostras. Pela Figura 11 é
possivel observar bandas Unicas a 14,4 kDa para todos os ensaios,
mostrando que a proteina esta pura e apresenta massa molar de acordo
com o reportado pela literatura e fornecedor (CITADINI, 2011).
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Figura 11 - Perfil eletroforético da lisozima em gel de poliacrilamida -
SDS

20,1 - === S S TR
|(a) : :('b) : :(c) : l(d)l

1
14,4 1 -“‘“

(a) lisozima; pH 13,7; forga idnica 50 mM; 2 horas com campo (1,4 tesla);
(b) lisozima; pH 13,7; forga ibnica 50 mM; sem campo; (c) lisozima; pH 13,7;
forca idnica 0; 2 horas com campo (1,4 Tesla); (d) lisozima; pH 13,7; forca
ibnica 0; sem campo.

5.2.2 Dicroismo Circular

Nos espectros de dicroismo circular, bandas a 208 nm e 222 nm
sdo predominantemente associadas com as estruturas em o-hélice, e
bandas caracteristicas em 198 e 206 nm podem estar associadas com
outros elementos de estrutura secundaria na proteina, como estruturas
folhas-B (BARROW et al., 1992). Conforme apresentado na Figura 11,
para os espectros de DC, é possivel observar que todas as amostras de
lisozima possuem 2 bandas caracteristicas de estruturas de o-hélice
préximas a 208 e a 222 nm.

O DC pode dar um bom indicativo de alteragdes conformacionais
na estrutura secundéria das enzimas. Uma diminui¢do da intensidade das
bandas a 208 e a 222 nm (negativo) representa uma reducdo do contetdo
de a-hélice (PENG; HIDAJAT; UDDIN, 2004).

Observando-se a Figura 12 quanto ao contetido de a-hélice para 0s
ensaios de lisozima nativa sem exposicdo ao campo magnético (0 T),
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lisozima nativa submetida ao campo magnético (1,34 T), lisozima no
maior pH (13,7) com campo magnético (1,34 T) e lisozima no pH mais
alto (13,7) sem campo magnético foram de 32%, 29%, 26% e 24%,
respectivamente.

De acordo com os resultados descritos anteriormente, destaca-se a
diferenca pronunciada entre o ensaio de pH 13,7 e mais alto campo
magnético (1,34 T), em comparagdo com a lisozima nativa, relativo as
alteragBes na estrutura secundaria, com perda de 25% da estrutura
secundaria em relacdo ao ensaio controle, essa diminui¢do foi
acompanhada por uma forte ativacdo da enzima (AER 212%), como foi
descrito mais detalhadamente na Tabela 4.

Fato que também foi observado por Subhedar e Gogate (2014) que
avaliaram a atividade da celulase tratada com ultrassom a intensidade de
17,33 W/cm? durante 30 min, no qual a atividade da enzima aumentou
25% em comparagdo com a amostra ndo tratada, observando por meio do
dicroismo circular uma reducgdo de 12,4% do conteudo de a-hélice em
comparagdo com a enzima ndo tratada. Estas alteracdes na celulase
levaram a uma maior flexibilidade da molécula de enzima, e portanto,
gerando uma maior eficiéncia catalitica pela melhor exposicédo dos locais
ativos de enzima.

Lopes et al. (2015) observaram efeitos parecidos com o presente
estudo, avaliando a peroxidase ao qual foi aplicado aquecimento
convencional e micro-ondas, avaliando seus efeitos sobre as estruturas e
a atividade. A estrutura secundaria também foi analisada por dicroismo
circular observando uma reducdo de 22% do contetido de a-hélice durante
0 tratamento de aquecimento convencional a 40°C durante 12h. A
atividade enzimatica sofreu um aumento, que os autores atribuem a
fungao de que um menor conteuido de a-hélice leva a um acesso facilitado
do substrato ao local do sitio ativo da perioxidase.

Resultados similares também foram encontrados para o tratamento
com ultrassonografia na enzima glicose-oxidase, com reducéao do teor de
alfa-hélice na estrutura secundaria e aumento da atividade enzimatica
(GUISEPPI-ELIE; CHOI; GECKELER, 2009) alteracdes similares
também foram encontradas para a-amilase, papaina e pepsina (YU etal.,
2014).
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Figura 12 - Andlise DC para: lisozima nativa (0 T); lisozima nativa (1,34
T); lisozima no pH de 13,7 e submetida a um campo magnético de 1,34
T, e lisozima no pH 13,7, sem ser submetida a campo magnético (0 T).

* pH13,7(1,34T)
pH 13,7 (0 T)

0 (mdeg)

« Nativa (1,34 T)
« Nativa (0 T)

-12
A (nm)

5.2.3 Efeito do campo magnético na estabilidade da atividade
enzimatica

Para avaliacdo da durabilidade do efeito do campo magnético
aplicado a lisozima, foram realizados dois experimentos variando a
temperatura de armazenamento. No primeiro momento a solugéo
enzimatica foi exposta a temperatura ambiente (25°C), com medicdes
realizadas no espectrofotdmetro a cada 1h acompanhando ponto a ponto
0 comportamento enzimatico. Em um segundo momento 0s mesmos
ensaios foram realizados a temperatura refrigerada (4°C) mantendo os
ensaios sob a mesma temperatura durante as medicdes.

Pode-se observar na Figura 13, que a lisozima tratada por campo
magnético perde atividade gradualmente com o passar do tempo de
armazenamento a temperatura ambiente (25°C). Enquanto que, para a
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lisozima armazenada a 4°C, Figura 14, essa reducéo de atividade é mais
acentuada nas primeiras 2h, mantendo-se superior a 140% nas horas
seguintes para o0 ensaio a pH 13,7, submetido a tratamento com campo
magnético de alta densidade de fluxo (1,34 T). Resultados relevantes,
uma vez que mostram que as densidades magnéticas perduram por pouco
tempo a temperatura ambiente, contudo pode ser prolongada em baixa
temperatura (4°C).

Martinez et al. (2016) também observaram a influéncia da
temperatura sobre a lisozima, avaliou a temperatura de desnaturacao, afim
de sanar os trés principais processos de degradagdo das proteinas:
formagdo de agregados, desnaturacdo pela temperatura e pela hidrolise,
observando intimamente a influéncia do teor especifico de umidade de
6,5% para que a mesma ndo desnaturasse, bem como LI et al. (2016)
investiram em estudos especificos afim de encontrar um valor de
temperatura e pH dtimo para o funcionamento da lisozima.
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Figura 13 - Perfil de estabilidade da lisozima ndo tratada, tratada com campo
magnético com densidade de fluxo magnético 0,7 T, e 1,34 T, nas condicGes de
pH 13,7 e forca idnica de 50 mmol/L, armazenada a temperatura de 25 + 2°C.
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Figura 14 - Perfil de estabilidade da lisozima néo tratada, tratada com
campo magnético com densidade de fluxo magnético 0,7 T, e 1,34 T, nas
condicdes de pH 13,7 e forca ibnica de 50 mmol/L, armazenada a
temperatura de 4 + 2°C.
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5.2.4 Tamanho de particula da lisozima

A Figura 15 mostra as distribuicbes de tamanho de particula
obtidas para cada ensaio do planejamento experimental, em funcéo das
variaveis independentes pH, forca i6nica e densidade de fluxo magnético.

Como foi apresentado na revisao, o potencial zeta é explicitamente
dependente do pH, ou seja, quanto mais extremos forem os valores de pH
maiores serdo os valores de potencial zeta, tanto para valores negativos
como positivos, fato que esta diretamente proporcional a repulsdo das
particulas, logo o inverso as atrai, gerando aglomerado das mesmas. Feita
as devidas explicacdes fica facil observar na Figura 15a e 15¢c um aumento
significativo da solucéo de lisozima, também influenciado pela densidade
de fluxo de 1,34 T, no qual o ensaio que apresentou 0 maior tamanho de
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particula médio (1574 nm) foi o ensaio com forca i6nica de 50 mM,
densidade de fluxo magnético de 1,34 T e pH de 8,7 (Figura 15c).

De acordo com Fayad et al. (2015)o aumento da forca idnica do
meio levou ao aumento do didmetro médio e da polidispersidade das
particulas, O aumento da forca idnica promove a contracdo da camada
elétrica difusa de ifons ao redor das particulas e consequentemente,
diminui o potencial de repulsdo. Desta maneira, processos degradativos
tal como a floculacdo e coagulacdo das particulas justificam o aumento
do tamanho e a alta polidispersidade nas formula¢es com maior forca
ibnica.

O qual é possivel observar quando na Tabela 4, o ensaio 7, que
mostra que a solugdo de lisozima que apresenta menor valor absoluto de
potencial zeta (&= -2,1) corresponde ao valor muito préximo ao ponto
isoelétrico (ee= 0), corroborando com a teoria de DLVO (DERJAGIN;
LANDAU; VERWEY; OVERBEEK, 1948). Esta descreve que quando a
proteina apresenta auséncia de cargas, as forcas repulsivas sdo minimas e
as proteinas ndo sdo impedidas de aglomerar (Luxbacher (2014) e
Malvern (2012)).

Estas justificativas também podem ser observadas na Figura 15 c,
uma vez que o tamanho médio da lisozima a pH 13,7 apresentou um dos
maiores valores absolutos de potencial zeta ((=20) sendo
significativamente menor do que a solugdo de lisozima em pH 8,7 com
potencial zeta ((=- 2).

Sendo assim, as maiores respostas de atividade enzimatica foram
encontradas nas solucGes em que a combinacéo dos fatores: pH alcalino
(13,7) e campo magnético na maior densidade de fluxo magnético (1,34
T), em gue possivelmente ocasionaram em um desdobramento parcial da
estrutura da lisozima, como foi observado pela analise de DC com a
reducdo do teor de a—hélice, gerando um maior tamanho de particula
médio apds exposicdo ao campo (Figura 15a e 15¢) como consequéncia,
os residuos de aminoacidos que estdo parcialmente desprotonados nesse
pH, ficaram mais expostos e acessiveis a ionizacdo pela acdo do campo
magnético, aumentando a atividade enzimatica.



Figura 15 - Distribuicdo do tamanho de Particula em funcéo do pH, densidade
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de fluxo magnético e forga idnica: (a) forca idnica de 0 mmol.L™,
25 mmol.L* e (c) 50 mmol.L™.
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Estas observacdes estdo em concordancia com o encontrado por
Schutz et al., (2008) os quais avaliaram o tamanho da enzima CALA em
diferentes pHs. Os autores perceberam que quando o pH estava proximo
ao ponto isoelétrico da enzima o tamanho da enzima aumentava
drasticamente.

Reus (2006) avaliou a estabilidade in vitro de nanoesferas na
presenga de componentes de lisozima, observando que o tamanho de
particula das formulacdes sofreu uma elevacdo significativa, apds duas
horas de incubagdo com a solugdo de lisozima (ANOVA, p < 0,05).
Comportamento, provavelmente, decorrente da interacdo da enzima com
este sistema coloidal, ja que, devido ao seu carater catiénico, a lisozima
apresenta capacidade de adsorver-se a superficie negativa das
nanoparticulas formadas modificando assim o didmetro médio das
particulas.

(©)
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6 CONCLUSOES

Este trabalho avaliou o efeito do tratamento magnético estatico,
nas condicdes operacionais pH, forca idnica e densidade de fluxo
magnético na atividade catalitica da lisozima da clara de ovo, além de
pequenos experimentos com recirculagdo e em ima invertido.

Adicionalmente, foram realizadas caracteriza¢Ges para a melhor
condicdo do planejamento fatorial 22 comparando-a com a lisozima
nativa.

O emprego da técnica de planejamento experimental mostrou que
as variaveis de processo densidade de fluxo magnético e pH e a interacéo
densidade de fluxo magnético e forca i6nica (NaCl) apresentaram efeito
significativo sobre a atividade enzimatica da lisozima.

A aplicacdo de campo magnético na maior densidade de fluxo
magnético (1,34 T) nos experimentos com maior pH (13,7) e for¢a idnica
(50 mM) resultou em um aumento de 56% na atividade enzimatica,
guando comparado a amostra nas mesmas condigdes de pH e forca ibnica
mas sem exposi¢do ao campo magnético.

A orientacdo dos polos magnéticos no formato de ima invertido
(N-N ou S-S) acarretou uma reducdo significativa da atividade catalitica
da lisozima. Apds estudos adicionais de fluorescéncia e testes com outras
enzimas esta técnica de tratamento magnético, ao que parece, pode vir a
auxiliar em processos de inativagdo enzimatica.

O tratamento magnético da solugdo de lisozima nas melhores
condi¢des de pH (13,7) e forga ibnica (50 mM), recirculando a solucéo
durante 2h em campo magnético de 1,34 T permitiu um aumento de 65%
na atividade enzimatica da lisozima. O tratamento magnético com
recirculacdo da solugdo mostra-se mais vantajoso a nivel industrial que o
tratamento estatico, permitindo o tratamento de maiores volumes de
enzima em um curto tempo.

O aumento da ativacdo da lisozima causada pelo tratamento com
campo magnético pode estar relacionado a reducdo do teor de a-hélice na
estrutura secundaria bem como o aumento da dimenséo das particulas de
lisozima, facilitando o acesso do substrato ao sitio ativo da enzima.

A lisozima submetida ao campo magnético estatico de 1,34 T, tem
sua atividade reduzida com o passar do tempo quando armazenada a
temperatura ambiente de (25 °C), contudo a lisozima também tratada
magneticamente, mas armazenada a 4 °C conserva sua atividade
especifica residual superior a 140% pelo periodo armazenado de 6h.
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ANEXO A

Tabela 10 - Resultados do coeficiente de regressdo e desvio padrdo
provenientes do planejamento 23 para atividade especifica residual da
lisozima.

Coeficiente Desvio
Fatores N 5 t(2) p

de regresséo padrdo
Média* 120,82 0,86 140,51 0,000051
(1) pH* 75,79 2,01 37,87 0,00069
(2) Forca
. -1,84 2,01 -0,91 0,46
ibnica
(3) Densidade
de fluxo 28,57 2,01 14,19 0,0049
magnético*
1X2 3,98 2,01 1,98 0,18
1X3* 16,21 2,01 8,053 0,015
2X3* 18,77 2,01 9,33 0,011

*fatores estatisticamente significativos (p<0,1)
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ANEXO B

Figura 16 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade
especifica residual AER (%) da lisozima em funcéo da forca idnica (Mm) e da
densidade de fluxo magnético (T).

(@)

N

k=

=
o

Densidade de fluxo magnético (T)
o
3

o
i

B 180
Il 160
[ 140
1120
1 12 13 14= ;go
pH

o
Y}

k=)
=3

@
©
=)

(b)



73

Figura 17 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a atividade
especifica residual AER (%) da lisozima em fungdo da forga idnica (mM) e da
densidade de fluxo magnético (T).
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ANEXO C

Figura 18 - Analise DC para: lisozima nativa (0,15 T); lisozima nativa (0
T); lisozima no pH de 13,7 e submetida a um campo magnético de 0,15

T.
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