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RESUMO

As lipases sdo um grupo de enzimas de grande importancia para a
indUstria de alimentos. Dessa forma, a realizagdo de estudos que visem
aumento da atividade e da estabilidade da enzima se faz necessério.
Modificacdes genéticas, imobilizacéo, alteracdes de condi¢des do meio e
aplicacdo de tecnologias ndo-térmicas sdo algumas das alternativas
utilizadas para aumentar a competitividade e usabilidade das enzimas
como catalisadores na indlstria. O uso de campos magnéticos tem se
destacado nesse contexto por ser uma tecnologia de simples operagéo,
baixo custo, baixa demanda energética e minimo impacto ambiental. O
objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do campo magnético na
atividade das lipases CalB e NS-40116. Formulagdes liquidas das
enzimas (solucbes de proteina enziméatica em agua com varios aditivos,
incluindo sais e estabilizadores), fornecidas pela Novozymes, foram
submetidas a mddulos com imés que produzem campo magnético de
intensidades 0,7 e 1,34 T, e os valores foram comparados com ensaios
sem a influéncia do campo magnético (controle). Foram testadas
condicdes de campo estatico e por recirculacdo. O efeito do campo nédo
foi significativo para a NS-40116 em nenhum dos tratamentos no modo
estatico. Contudo, observou-se incremento de atividade de 22% na
condicdo de recirculagdo no campo de 1,34 T. O campo magnético
estatico teve efeito positivo para a CalB, e este foi maior em campo de
intensidade 0,7 T. Desta forma, foi fixada essa intensidade, e testados a
influéncia do pH da solugdo na atividade da enzima tratada
magneticamente, as temperaturas do meio (25, 45 e 65 °C) para as
amostras submetidas ao campo, e o tempo de inducéo, de 2, 3ou 4 h. A
melhor condicdo de incremento de atividade (134%), foi para a lipase
CalB, diluida em tampé&o pH 7 (1:5), a 65 °C, por 2 horas. Para investigar
a influéncia do campo na estrutura da molécula, estudos de caracterizacéo
foram conduzidos pelas técnicas de potencial zeta, infravermelho e
espectroscopia de fluorescéncia. Os resultados sugerem aumento da acéao
do campo pelo aumento das cargas superficiais na condicdo 6tima de
incremento de atividade.

Palavras-chave: enzima, lipase, campo magnético, atividade.






ABSTRACT

Lipases are a group of enzymes of great importance to food industry.
Thus, an assay of studies aimed at increasing the activity and stability of
the enzyme is necessary. Genetic modifications, immobilization,
changing conditions of use and non-thermal technologies are some of the
alternatives used to increase the competitiveness and usability of enzymes
as catalysts in the industry. Magnetic fields is a simple operation
technology, with low cost, low energy demand and minimal
environmental impact. The aim of this work was to evaluate the effect of
the magnetic field on the activity of CalB and NS-40116 lipases. Liquid
enzyme formulations (enzyme solutions in water with various additives,
including salts and stabilizers), supplied by Novozymes, were submitted
to modules producing 0.7 and 1.34 T magnetic field intensities, and the
values were compared with tests without the influence of the magnetic
field. Static and recirculation field conditions were tested. The field effect
was not significant for NS-40116 in any of the static-mode treatments.
However, the activity increment of 22% was observed in the recirculation
condition of 1.34 T. The static magnetic field had a positive effect for a
CalB, and it was higher at 0.7 T. The intensity of 0,7 T was fixed, and the
influence of the pH of the solution, medium temperatures (25, 45 and 65
° C) and the induction time (2, 3 or 4 h) were tested. The best activity
increase condition was 134% for a CalB lipase, diluted in pH 7 buffer (1:
5), 65 ° C, 2 hours. To investigate an influence of the field on the structure
of the molecule, characterization studies were conducted in zeta potential,
infrared and fluorescence spectroscopy techniques. The results suggest
the increase of the field action by the increase of the surface loads in the
optimum condition of the increase of the activity.

Keywords: Enzyme. Magnetic field. Activity. Lipase.
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1. INTRODUCAO

O crescente uso de enzimas como biocatalisadores em Varios
processos tem como meta a reducdo do uso de catalisadores toxicos e
poluentes, propiciando a reducdo de impactos negativos para 0 ambiente.
O uso generalizado dos biocatalisadores reduz em 30% a dispersao tdxica,
0 consumo de &gua e a intensidade do material quimico residual
(ANGAJALA et al., 2015).

As enzimas sdo classificadas de acordo com seu mecanismo de
catalise em varios grupos. As lipases fazem parte do grupo das hidrolases,
enzimas que em meio aquoso promovem a quebra de ligagOes covalentes.
Lipases hidrolisam ligacGes de acilglicerdis, liberando acidos graxos e
glicerol. S&o enzimas de intensa aplicacdo industrial, como, por exemplo,
na producdo de acidos graxos essenciais (MESSIAS et al., 2011) e
biodiesel (CESARINE et al., 2014).

O campo magnético vem sendo muito estudado por ser uma
tecnologia limpa, de fécil manuseio, baixo custo de operacdo, e por
apresentar efeitos positivos em muitos processos, como na reducdo de
incrustacdo de membranas, tratamento de agua, efeitos em enzimas, entre
outros.

No Laboratério de Separacdo de Membranas (LABSEM) do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
UFSC tém-se avaliado o efeito do campo magnético na redugdo de
incrustacGes de membranas de ultrafiltracdo e microfiltracdo (ZIN et al.,
2016; SILVA, 2015; VARDANEGA et al., 2013) e seu efeito em solugdes
proteicas. Até entdo foram avaliadas apenas solu¢Ges modelo, solugdes
de albumina de soro bovino (BSA) e lisozima de clara de ovo, ambas as
proteinas com alto grau de pureza e caracteristicas fisico-quimicas e
bioguimicas vastamente exploradas e conhecidas na literatura.

Com o intuito de verificar se os efeitos de campos magnéticos
sdo extensiveis a outras proteinas, decidiu-se entdo por estudar o efeito
do campo magnético em uma enzima de conhecida aplicagéo industrial, a
lipase. A ideia foi verificar o efeito do campo no aumento da atividade da
enzima, para posterior uso deste método como pré-tratamento no processo
de producdo industrial.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da aplicacdo campo magnético sobre as lipases
de Candida antarctica B (CalB) e de Thermomyces lanuginosus (NS-
40116).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da intensidade do campo e o efeito da inducéo
magnética na atividade catalitica das lipases de Candida
antarctica B (CalB) e de Thermomyces lanuginosus (NS-40116).

e Avaliar a influéncia de diferentes concentracdes de lipase, pH,
tempo, temperatura e do método de inducdo (estatico ou
recirculacdo) na magnetizacao da solugdo enzimatica.

e Auvaliar as mudancas nas propriedades fisico-quimicas e na
conformagdo das enzimas submetidas ao campo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo tem como objetivo apresentar a fundamentacao
tedrica necessaria para o desenvolvimento deste trabalho, incluindo
topicos sobre enzimas, em especial as lipases, campo magnético como
tecnologia promissora para pré-tratamento de proteinas, e outros estudos
envolvendo tecnologias emergentes e seus efeitos na atividade
enzimatica.

3.1. ENZIMAS

Com excecdo de um pequeno grupo de moléculas de RNA
catalitico, todas as enzimas sdo proteinas. Elas sdo moléculas que
possuem atividade catalitica, acelerando a velocidade de reacdo sem que
elas mesmas sofram qualquer modificacdo quimica liquida, ou seja, sem
gue ocorram modificacdes irreversiveis da estrutura da enzima. A
atividade catalitica de uma proteina depende da integridade da sua
conformagdo nativa, e a reacdo se da numa regido especifica da enzima
conhecida como sitio ativo (LEHNINGER et al., 1995; ERGINER et al.,
2000).

As enzimas sdo conhecidas como biocatalisadores de vérias
reacbes quimicas em processos industriais. Sua aplicabilidade e
especificidade de atuacdo em reacBes quimicas sdo muito Uteis para
aplicacdes em larga escala (KUMAR et al., 2014).

Na crescente preocupagdo com questdes ambientais, a utilizacdo
de enzimas tem se tornado essencial para o desenvolvimento sustentavel
de processos industriais envolvendo bioenergia e fabricacdo de produtos
guimicos (FOURAGE et al., 2013).

Em 2012, o mercado global de enzimas arrecadou cerca de U$
4.5 bilhdes, com previsdo de 7,1 bilhdes para 2018 (DEWAN, 2014).

3.1.1. Lipases

Lipases (triacilglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas
gue catalisam as reacOes de hidrolise de acilglicerideos de cadeia longa.
Dependendo das condicdes do meio de reacdo, as lipases também
catalisam reacdes de sintese, como de esterificacdo e transesterificacéo
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(alcbolise e acidolise). Sdo enzimas altamente apliciveis na indUstria
devido as suas caracteristicas de estabilidade a altas temperaturas e ampla
faixa de pH, elevada especificidade ao substrato e propriedades de
quimio, régio e enantioseletividade, e, por pertencerem ao grupo de serina
hidrolases, ndo requerem cofatores para sua acdo catalitica (ANGAJALA
etal., 2016).

A reacdo da lipase com o substrato ocorre na camada
lipidio/agua, sendo o sitio ativo composto principalmente de uma triade
de aminoacidos contendo serina, histidina e aspartato. Esse sitio ativo é
protegido por uma estrutura helicoidal oligopeptidica, que forma uma
“tampa”, que se desloca quando a lipase se liga a interface lipidica,
abrindo caminho para o substrato (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004).

As hidrolases sdo o grupo de enzimas mais utilizadas na
industria, quase 75 %, sendo as lipases, proteases e carboidrases aquelas
com maior representacdo no mercado. As lipases se destacam nesse grupo
por suas mdaltiplas aplicacbes, seja em industrias de detergentes,
medicamentos, alimentos, téxteis, tratamento de efluentes, entre outras.
Em alimentos é muito comum o uso para produgdo de acidos graxos
essenciais, como o acido linolénico e a-linolénico, assim como para a
producdo de margarina (interesterificacdo) e reagdes de desacetilacdo da
quitosana para producédo de oligossacarideos (MESSIAS et al., 2011; LI
etal., 2012).

As lipases podem ser encontradas em varias espécies de animais,
plantas, bactérias e fungos. As enzimas produzidas por micro-organismos
sdo as mais utilizadas no mercado devido aos altos rendimentos possiveis,
a facilidade de manipulacdo genética, a oferta regular devido a auséncia
de fatores sazonais, rapido crescimento de micro-organismos em meios
baratos, geralmente residuos de indlstrias de alimentos, e maior
estabilidade dessas enzimas comparadas as vegetais e animais (HASAN;
SHAH; HAMEED, 2006).

3.1.1.1. Lipase B de Candida antarctica (CalB)

A lipase B de Candida antarctica (CalB) é umas das enzimas
mais utilizadas em biocatalise para a conversao estereoseletiva de alcoois
secundarios. E bastante eficiente para reacdes de hidrolise em meio
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aquoso e reagdes de esterificacdo em solventes organicos (RABBANI et
al., 2015; LUTZ, 2004).

A CalB é um monbmero, globular, do tipo a/p-hidrolase, com
dimensdes 30°A x 40 A x 50 A, peso molecular 33,273 Da, e estrutura
multitriptofano e multitirosina. Possui 317 residuos de aminoacidos, e as
pontes dissulfeto formadas entre os residuos de cisteina ajudam a manter
a estabilidade conformacional da proteina, diminuindo a entropia, que
estd diretamente relacionada com a termoestabilidade da lipase
(RABBANI et al., 2015; GUPTA et al., 2015). A estrutura tridimensional
da lipase B de Candida antarctica (CalB) esta apresentada na Figura 1.

Como as outras lipases, seu sitio ativo é a triade catalitica Serina-
Histidina-Aspartato, contudo possui uma caracteristica que a diferencia
do grupo, a de ndo possuir ativagdo interfacial, ou seja, ndo tem uma
“tampa” que controle a entrada do substrato no sitio ativo, estando este
prontamente disponivel. A estrutura dos canais do sitio ativo a tornam
altamente régio e enantioseletivas para alcoois e aminas e pouco
enantioseletivas para acidos carboxilicos (BLANK et al., 2006; TSAl,
2016).

Figura 1 — Estrutura cristalina de alta resolugéo da lipase B de Candida antarctica
(CalB), Protein Data Bank (PDB ID: 1LBS).

Fonte: Uppenberg e colaboradores (1995).
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3.1.1.2. Lipase NS-40116

A lipase NS-40116 ou Callera Trans L® (Novozymes) é uma
enzima de Thermomyces lanuginosus modificada (PRICE et al., 2014;
PRICE et al., 2016). Ela é comercializada como uma formulacéo liquida,
0 que para alguns processos industriais € vantajoso, visto que a alternativa
¢ a utilizacdo de enzimas imobilizadas, que encarecem 0 processo.

A lipase de Thermomyces lanuginosus é um monémero, com 269
aminodacidos, massa molecular 31,700 g/mol e ponto isoelétrico (pl) de
4.,4. Ela possui forma estrutural esférica, de dimensfes 35A x 45A x 50A,
e uma pequena o-hélice (86 a 93 aminoacidos) como ‘tampa”. Como
lipase, seu sitio ativo é composto de uma triade catalitica Serina-
Histidina-Aspartato, e possui na “tampa” um residuo de triptofano
(RODRIGUES et al., 2009; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010).

A estabilidade da lipase de Thermomyces lanuginosus a
temperaturas de 55-60°C, e atividade em pH alcalino, préximo de 9, faz
com que seu uso seja desejavel para diversos processos industriais.
Apesar de ser um mondmero, esta proteina tem uma forte tendéncia a
formar dimeros (agregados bimoleculares) que sdo mais estaveis que 0s
mondmeros, sendo necessario algumas vezes diluir a enzima na presenca
de detergentes para se ter a forma monométrica em solucdo
(RODRIGUES et al.,, 2009). A Figura 2 apresenta a estrutura
tridimensional da lipase de Thermomyces lanuginosus obtida por meio de
analise de cristalografia por método de difracdo de raio-X em forma de
mondmero (a) e dimero (b).

Alguns autores tém feito estudos utilizando a lipase de
Thermomyces lanuginosus na sua forma liquida (Callera Trans L®,
Novozymes) para producdo de biodiesel. Cesarine, Diaz e Nielsen (2013)
observaram altas taxa de transesterificacdo e atividade de esterificacdo
com o uso da lipase Callera Trans L e Pedersen e colaboradores (2014)
também obtiveram bons resultados aplicando a enzima na forma liquida.
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Figura 2 - Estrutura cristalina de alta resolucdo da lipase de Thermomyces
lanuginosus, Protein Data Bank (a-PDB ID: 1DT3; b-PDB ID: 4ZGB).

@)

(b)

Fontes: Brzozowski e colaboradores (2000) e Kumar e colaboradores (2015).

3.2. TRATAMENTOS DE ENZIMAS POR PROCESSOS NAO
TERMICOS

O uso de enzimas como biocatalisadores tem tido cada vez mais
visibilidade na industria devido a crescente preocupacdo com questfes
ambientais. Apesar das vantagens do uso de enzimas no lugar de
catalisadores quimicos, ainda ha alguns fatores que dificultam a aplicac&o
desses biocatalisadores em larga escala, como o custo (no caso de enzimas
imobilizadas) e baixa estabilidade no estado nativo. Para aumentar a
usabilidade e competitividade das enzimas para aplicacGes industriais,
tem-se desenvolvido alternativas como modificagdo genética,
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imobilizacdo, alteracOes de condi¢des do meio e aplicacdes de tecnologias
para aumentar a atividade e estabilidade desses catalisadores.

Na literatura podem ser encontrados estudos avaliando o efeito
da alta pressdo hidrostatica, pulsos elétricos, ultrassom e campos
magnéticos em enzimas e proteinas.

Hé estudos que evidenciam 0 aumento da estabilidade e atividade
de algumas enzimas quando aplicada a tecnologia de alta presséo
hidrostatica. Eisenmenger e Reyes-de-Corcuera (2009), por exemplo,
observaram reducdo da inativacdo térmica de lipase CalB imobilizada em
152% depois de 4 horas de tratamento a 80°C e 400 MPa. Osorio e
colaboradores (2008) avaliaram a atividade de interesterificacdo da lipase
comercial de Thermomyces lanuginosus imobilizada a 60°C e pressdes de
0,1 a 150 MPa e observaram que com o0 aumento da pressao aumentou a
seletividade para acido laurico, contudo o tratamento diminuiu a
estabilidade. No entanto, apesar de algumas vantagens na sua utilizacéo,
a alta pressao ainda € uma tecnologia de alto custo inicial e que necessita
de mé&o de obra especializada para sua aplicacao.

Outra tecnologia que vem sendo investigada com esse fim é a
aplicacdo de pulsos elétricos. Wang e colaboradores (2014) avaliaram o
efeito da atividade antioxidante (método de inibicdo de radicais DPPH -
2,2-difenil-1-picrilhidrazil) da enzima glutationa e observaram aumento
dessa atividade de 81,83% para 97,40% apds tratamento da enzima numa
concentracdo de 8,86 mg/mL com pulsos de 9,74 kV/cm de intensidade e
2549,08 Hz de frequéncia.

O ultrassom também é outra tecnologia emergente que vem
sendo explorado como alternativa, visando aumentar a atividade de
enzimas comerciais. Subhedar e Gogate (2014) observaram aumento de
25% na atividade de celulase apds tratamento por 30 min, em banho de
ultrassom a 40 Hz. Yu e colaboradores (2013) também observaram
aumento de atividade ao aplicar ultrassom a 40 Hz por 2,5 horas para a
tirosinase, de 17,3 %.

O efeito do campo magnético também tem sido investigado em
proteinas (ZIN et al., 2016; ASTIER; VEESLER e BOISTELLE, 1998;
SAZAKI et al., 1997). No entanto, sdo0 muito poucos os estudos que
tentam elucidar os mecanismos de atuacao e efeito do campo na estrutura
dessas moléculas.
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3.3. CAMPO MAGNETICO

O campo magnético pode ser definido como a regido onde se
manifesta 0 magnetismo, seja ela ao redor de um ima ou gerada por meio
de cargas elétricas em movimento (SOARES, 2013). Os campos
magnéticos podem ser classificados em relagéo a sua intensidade como
fracos (< 1 mT), moderados (1 mT e 1 T), fortes (1-5 T) e ultra-fortes (>
5 T) e pelo tipo de campo, em estatico ou oscilatério (DINI e ABBRO,
2005). Os campos magnéticos de interesse desse estudo sdo os de
intensidade moderada e forte.

A descoberta nos anos 1960 de materiais que podiam gerar imas
permanentes de alta intensidade gerou uma mudanga no cenario
tecnoldgico e cientifico, permitindo explorar seus efeitos. O ima mais
frequentemente utilizado é o imd de neodimio-ferro-boro (NdFeB),
também chamado de ima de terras raras, que pode produzir campos de até
1,48 T (INSINGA et al., 2016).

O uso desses materiais se tornou ainda mais interessante com a
invencdo em 1973 do arranjo de Halbach, que ¢ um arranjo de imés
permanentes que aumenta o campo magnético em um lado do campo,
enquanto cancela o campo do outro lado a quase zero (YOU et al., 2016).
Esse arranjo se tornou um avango para a aplicacdo do campo magnético
em varios sistemas, permitindo o uso de alta intensidade sem afetar o
ambiente em que esta inserido.

Os materiais podem ser classificados de acordo com a sua
susceptibilidade magnética em diamagnéticos, paramagnéticos, e
ferromagnéticos. A susceptibilidade magnética é a forca exercida pelo
campo sobre a unidade de massa do corpo, entdo quanto maior esse valor
for para um material, maior serad a capacidade de magnetizacdo pelo
campo. Os diamagnéticos sdo materiais que possuem susceptibilidade
pequena e negativa, que diferentemente dos demais ndo depende da
temperatura. Os materiais paramagnéticos possuem  elétrons
desemparelhados que se aliam formando um campo magnético, sendo o
composto fracamente atraido (susceptibilidade pequena e positiva). Ja os
materiais ferromagnéticos sdo fortemente atraidos pelo campo
(susceptibilidade grande e positiva) (SOARES, 2013; ZAIDlI et al., 2013).

Na literatura é possivel encontrar uma gama de estudos que
avaliam a influéncia dos campos magnéticos em sistemas bioldgicos
(YAKIR-BLUMKIN, 2014; GREHL et al., 2014; DINI E ABBRO,
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2005). Esse crescente interesse se da pelas preocupagdes com a exposi¢do
didria a varios dispositivos que podem emitir ou produzir campos
eletromagnéticos, mesmo que de baixa intensidade.

Além de atuar em sistemas biol6gicos, o campo magnético
também tem sido utilizado como alternativa para prevenir e diminuir a
formacdes de incrustacdes na superficie de membranas (VARDANEGA
etal., 2013; ZIN et al., 2016), no tratamento de &guas residuais (ZAIDI et
al., 2013; RODRIGUEZ-CHUECA et al., 2014), em sistemas de
purificacdo de agua (AMBASHTA, SILLANPAA, 2010), modificagdo de
proteinas (LIU et al., 2010; MAJOUGA et al., 2015), entre outras.

3.4. TRATAMENTO DE ENZIMAS COM CAMPOS MAGNETICOS

O estudo da influéncia do campo magnético em enzimas ainda é
muito recente, com poucas investigaces sobre 0 mecanismo de acdo e
efeito deste em enzimas comerciais. Na Tabela 1 est4 apresentada uma
compilacéo de trabalhos que estudaram o efeito do campo magnético na
atividade de algumas enzimas.

Alguns autores observaram aumento de atividade enzimética e
outros, reducdo. Uma comparacéo entre os efeitos causados nas enzimas
nem sempre é possivel devido as diferentes condic6es do tratamento, das
caracteristicas do meio, como a intensidade do campo e das caracteristicas
da propria enzima. E possivel encontrar uma grande variagio nas
intensidades de campo magnético utilizadas nos estudos, bem como
tempo de exposicao, tipo de imd utilizado (eletroimd ou permanente),
modo de aplicacdo (pulsado ou continuo), entre outras condicdes.

Ran e colaboradores (2009) encontraram efeito positivo de
aplicacdo do campo magnético em solucdo de celulase (0,5 mg/mL). Eles
observaram que o tratamento aumentou a estabilidade da enzima em pHs
3-6 e obtiveram aumento de atividade de 37,01%. Em contrapartida,
Majouga e colaboradores (2015) obtiveram efeito de reducéo da atividade
enzimatica com a aplicagdo do campo magnético para a a-quimotripsina
imobilizada em relagcdo ao controle (sem exposigdo ao campo).
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3.5 TECNICAS PARA AVALIACAO DO EFEITO DO CAMPO
MAGNETICO NAS LIPASES CALB E NS-40116

3.5.1. Infravermelho com Transformada de Fourier por Reflexdo
Total Atenuada (FTIR-ATR)

A espectroscopia de infravermelho é um dos métodos cléssicos
para determinacao de estrutura de pequenas moléculas (BARTH, 2007).
Tem tido como vantagem em relagdo a outros métodos, a rapidez de
detecgdo, a facilidade de uso e a efetividade de custo (HANDS et al.,
2014).

A espectroscopia por infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) é uma técnica analitica que produz espectros que resumem
picos de absorcéo de infravermelho numa gama de comprimentos de onda
limitada que pode ser explicada por vibrag6es moleculares dentro de uma
amostra que foi exposta a uma fonte de radiacdo infravermelha
(DORLING; BAKER, 2013).

Existem trés principais métodos de espectroscopia de FTIR
(Figura 3), de transmissdo, na qual o equipamento transmite irradiagdo
através da amostra e detecta a radiagdo ndo absorvida. Nela sdo utilizados
substratos transparentes para permitir que a radiacao atravesse a amostra;
de transflexdo, na qual a radiacdo passa pela amostra e é refletida no
substrato de volta para a amostra; e de reflexdo total atenuada (ATR), que
induz a luz infravermelha em uma interface entre um material
transparente com alto indice de refracdo (maior que a amostra) e uma
amostra na superficie desse material, ocorrendo entdo reflexdo interna
total. Na superficie refletora se estabelece uma onda evanescente que
atenua o feixe de luz que sai do refletor, e interage com a amostra
(DORLING; BAKER, 2013; GLASSFORD et al., 2013).

A anélise por FTIR-ATR pode ser usada para analisar a estrutura
secundéria de proteinas. As bandas de absorcéo relativas as estruturas de
a-hélice folhas-B estdo localizadas na regido de 1500 a 1700 cm™, sendo
as bandas 1638 e 1694 cm onde se encontram as estruturas folha-
(paralelas e antiparalelas, respectivamente), e na banda de 1655 cm™ se
encontra estrutura o-hélice (KHURANA e FINK, 2000; BARTH, 2007;
MOVASAGHI et al., 2008).
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Figura 3 — Principais métodos de espectroscopia de FTIR. (a) Transmissao; (b)
Transflexdo; (c) FTIR-ATR.

(a) (b)
Radiacéo
(©) Substrato
Substrato
A Onda evanescente

AT | 4
Material refletor /"~

Fonte: Adaptado de Dorling e Baker (2013).

3.5.2. Potencial Zeta

O Potencial Zeta é o potencial na dupla camada elétrica, gerada
na interface solido-liquido de um material em solugdo aquosa, e €
fortemente afetado pelo pH e forca ibnica da &gua (CHEN et al., 2014).

Um elevado valor absoluto (negativo ou positivo) do potencial
zeta da maior estabilidade aos sistemas coloidais, por causa das repulstes
eletrostaticas que sdo originadas impedindo a agregacdo de particulas
dispersas. Se o valor absoluto do potencial é perto de 0, ha forte tendéncia
de coagulacdo e floculagdo. Geralmente, a linha de separacdo entre
suspensdes estaveis e instiveis é tomada de -30 mV para +30 mV
(POLLASTRI et al., 2014).

O potencial zeta pode ser usado como indicador da eficiéncia de
ligacdo em processos de imobilizagdo, uma vez que quantifica as
interacBes eletrostaticas entre enzima e matriz de particulas. Schultz
(2008) utilizou dessa ferramenta para avaliar a relacéo entre o potencial
zeta e a eficiéncia de ligacdo da lipase A de Candida Antarctica em um
suporte ndo poroso (microparticulas magnéticas com terminagdes epoxi,
carboxi e amina).
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As cargas superficiais estdo relacionadas as interagcdes que
envolvem afinidade. Dessa forma, a avaliacdo do potencial zeta para
solucbes enzimaticas no presente estudo se apresenta como alternativa
para analisar se ocorrem mudancgas nas cargas superficiais da enzima e
como pode estar relacionado a mudanca de atividade ap6s aplicacdo do
tratamento.

3.5.3. Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia é uma técnica que avalia as
propriedades fisico-quimicas de uma substancia analisando a intensidade
e caracteristica de luz emitida em forma de fluorescéncia. O processo se
da pela emissdo de um f6ton luminoso que ativa a molécula, e esta libera
um féton de remissdo em um processo chamado de fluorescéncia. O
comprimento de onda de ativacdo é chamado de comprimento de
excitacdo e o comprimento de onda do féton emitido, de emissao.
Espectroscopia de fluorescéncia é a deteccdo e andlise desse sinal ético
reemitido. Os espectros de fluorescéncia podem ser produzidos tanto
fixando o comprimento de onda de excitacdo e “varrendo” os
comprimentos de emissdo, como o contrario (GILLENWATER; JACOB;
RICHARDS-KORTUM, 1998).

As moléculas que emitem fluorescéncia possuem um
comprimento de onda de excitacdo e emissdo especifico. Para avaliacdo
da estrutura de proteinas é interessante avaliar essas caracteristicas,
levando em consideracdo os residuos de amino4cidos, ligantes e outros
compostos que fazem parte da molécula.

3.5.4. Estabilidade ao armazenamento

O estudo da estabilidade ao armazenamento se faz muito
importante quando avaliando o efeito de modificacho na atividade
enzimatica. E interessante avaliar a duragfo dos efeitos, se reversiveis ou
ndo e a aplicabilidade desse efeito em situacdes reais de produgdo e
armazenamento de produtos e insumos.

Para a industria, a aplicabilidade de qualquer enzima é julgada
pelo conhecimento de sua estabilidade (SRIVASTAVA et al., 2014).
Sendo assim, para validar qualquer estudo de um processo que altere a
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atividade enzimatica é necessario fazer um estudo de estabilidade dos
seus efeitos.

3.6. CONSIDERACOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

A revisdo bibliogréfica buscou apresentar um embasamento
tedrico sobre a tecnologia utilizada nesse estudo, as lipases e suas
caracteristicas e uma sintese dos estudos ja realizados na area com relacéo
a influéncia do campo magnético na atividade enzimatica.

H& na literatura alguns estudos que observaram aumento da
atividade enzimatica, e outros que obtiveram resultados de reducdo dessa
atividade apds exposicdo a um dado campo magnético. Ambos 0s
resultados séo interessantes para industria, visto que por vezes ha intencdo
de desativar enzimas deteriorantes em produtos. Foi visto que é dificil
uma comparacao entre os efeitos dos campos estudados, devido a grande
variacdo nas condigdes experimentais, além de diferentes enzimas que
foram avaliadas. Cada molécula pode reagir de uma forma Unica estando
sob o efeito do campo, isso depende das suas caracteristicas fisico-
quimicas e biogquimicas.

A maioria das pesquisas que avaliam o efeito do campo
magnético foca na mudanca na atividade enzimatica, sendo poucos 0s
estudos que tentam elucidar os mecanismos de a¢do do campo nessas
moléculas. Ran e colaboradores (2009) além de verificarem aumento da
atividade em 31,01 %, observaram diferenca na estrutura secundaria da
celulase (analise de dicroismo circular) depois da aplicacdo de campos de
intensidades 0,15, 0,30 e 0,45 T.

Albuquerque e colaboradores (2016) revisaram estudos sobre a
influéncia de campo magnético estatico em sistemas celulares. Devido a
complexidade desses sistemas, eles estudaram a influéncia do campo em
varias moléculas que podem estar presentes nesses sistemas, incluindo
enzimas. Eles concluiram que sdo escassos os estudos que avaliam as
interagBes do campo e enzima. Algumas teorias sugerem que a acdo do
campo se da pela orientagdo dos elétrons desemparelhados de ions
metélicos, assim iniciando reagdo em cadeia que vai incrementar a
velocidade da reacdo, outras que o campo pode afetar as concentracdes
de substrato e enzimas pela agdo em compostos diamagnéticos.
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O uso das enzimas como biocatalisadores esta cada vez mais
amplo devido ao crescente interesse em diminuir o uso de solventes
organicos de natureza toxica e poluente. Nesse contexto, a lipase é uma
enzima de grande importancia e aplicagdo industrial, sendo interessante
aprofundar estudos que aumentem a competitividade e usabilidade destas
para processos de alto valor agregado.

O campo magnético se inclui nesse contexto como uma
alternativa de melhorar a atividade da lipase em sistemas para aplicacao
industrial. Apesar de a lipase ser uma categoria de enzima bastante
utilizada e explorada na literatura, ainda ndo ha pesquisas publicadas
envolvendo a avaliacdo do efeito do campo magnético nessas enzimas,
justificando o objetivo do presente trabalho.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sera apresentada uma descricdo dos materiais
utilizados e dos métodos e equipamentos empregados para realizagéo
deste trabalho.

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Separagdo
por Membranas (LABSEM), Laboratdrio de Tratamento Bioldgico de
Residuos (LTBR), Central de Analises do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos (EQA), Laboratério Central de
Biologia Molecular Estrutural (CEBIME) e Nucleo de Pesquisas em
Materiais Ceramicos e Compdsitos (CERMAT) da Universidade Federal
de Santa Catarina.

4.1. ENSAIOS REALIZADOS COM AS LIPASES CALB E NS-40116

Na Figura 4 é apresentado um esquema que resume 0s ensaios
realizados nesse trabalho, visando facilitar a visualizagdo das atividades
executadas.

Figura 4 — Esquema dos ensaios realizados com as enzimas CalB e NS-40116.

Lipases
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4.2. MATERIAIS

4.2.1. Enzimas e Reagentes

Foram utilizadas formulacdes liquidas de lipase de Candida
antarctica B e NS-40116 gentilmente cedidas pela Novozymes.

Os pHs dessas formulagdes foram medidos em pHmetro digital
(modelo QUIMISQ 400A) e os valores encontrados foram de pH 5,2 e
4,3 para as lipases NS-40116 e CalB, respectivamente.

A seguir estdo listados os reagentes utilizados para determinacdo
da atividade enzimatica.

Palmitato de p-nitrofenila (Sigma-Aldrich)

p-nitrofenol (Sigma-Aldrich)

Fosfato de s6dio monobésico anidro P.A. (pureza min.
98%, LAFAN)

Fosfato de sddio bibasico anidro P.A. (pureza min. 98%,
NEON)

Etanol P.A. (Synth)

Hidroxido de sodio perolado (pureza min. 97%,
LAFAN)

Carbonato de sodio (Sigma-Aldrich)

Oleo de soja (Liza, Cargill)

Fenolftaleina P.A. (NUCLEAR)

Agua destilada

Para a determinacdo do teor de proteina foram utilizados os
seguintes reagentes.

Acido Fosférico (Orto) P.A. (pureza 85%, VETEC)
Albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich)
Corante Comassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-
Aldrich)

Agua destilada
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4.3. APARATO EXPERIMENTAL

Os ensaios em campo magnético realizados com recirculagéo
foram conduzidos no sistema composto por um tanque de alimentacdo
com volume de até 300 mL, uma bomba de deslocamento positivo
(Micropump), um mddulo de ago inoxidavel com dimensbes de
120x90x10 mm, no qual foram posicionados 0s imas permanentes, um
mandmetro (Fiedler), uma valvula tipo agulha (Swagelok, Nupro
Company, SS4BK) e um rotametro (Baster Controles) para medicdo da
vazdo de alimentacdo de 0,03 a 0,3 L/min. O diagrama esquematico do
aparato experimental utilizado para ensaios com recirculacdo esta
apresentado na Figura 5.

Figura 5 — Diagrama esquematico do aparato experimental utilizado para ensaios
com recirculagdo.
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Fonte: Adaptado de Zin (2014).

Os ensaios em campo magnético no médulo estatico foram
realizados utilizando imds permanentes de neodimio-ferro-boro
(Nd2Fe1sB). Os experimentos foram conduzidos sob duas condi¢des
diferentes, a primeira utilizando dois imas de dimensdes de 50 x 50 x 25
mm que geraram campo magnético de intensidade 0,7 T e a segunda
utilizando iméas no formato de arranjo de Halbach (HALBACH, 1980),
gerando uma densidade de fluxo magnético de 1,34 T (Figura 6). Esse
Gltimo arranjo foi utilizado apenas a temperatura ambiente. Para medicéo
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da intensidade de fluxo magnético, foi utilizado transdutor de campo
magnético (modelo TMAG-1T, Globalmag Ltda, Brasil).

Figura 6 — Amostra controle (a), ensaio utilizando imds permanentes de
neodimio-ferro-boro (Nd;Fe1sB) com densidade de fluxo de 0,71 T (b), ensaio
utilizando arranjo de Halbach com densidade de fluxo de 1,34 T (c).
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Foi utilizado um sistema de controle de temperatura para as
amostras submetidas a temperaturas acima da temperatura ambiente.
Nesse sistema, um tanque, contendo 0s imds permanentes que geram
campo magnético de intensidade 0,7 T, foi acoplado a um banho
termostatizado (Nova Etica) (Figura 7).

Figura 7 — Sistema para ensaios com variagdo de temperatura. (a) Tanque
contendo médulo de imés permanentes (0,7 T) (b) Banho termostatizado.
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As solugbes de lipase foram submetidas ao campo
acondicionadas em pipetas de Pasteur, devidamente posicionadas no
centro do campo. As amostras ndo submetidas a indug¢do magnética foram
denominadas de amostras controle.

4.4, METODOS
4.4.1. Procedimento experimental

4.4.1.1. Lipase NS-40116

Para verificar o efeito do campo magnético na lipase NS-40116,
aproximadamente 1,5 mL da formulagdo liquida foram colocados em
pipetas Pasteur sob indugdo nos campos de 0,7 T e 1,4 T, de forma
estatica e por recirculagdo. A atividade da enzima foi avaliada por meio
de dois métodos, por quantificacdo do p-nitrofenol gerado na hidrdlise do
p-nitrofenilpalmitato (p-nPP) e por meio do aumento da acidez pela
hidrélise do 6leo de soja.

4.4.1.2. Lipase B de Candida antarctica (CalB)

O efeito do campo magnético na atividade da enzima CalB
também foi verificado. Foram feitos ensaios no modo estatico e
recirculagdo com os campos de intensidades 0,7 T e 1,4 T. A atividade foi
avaliada pelo aumento da acidez por meio de hidrdlise do 6leo de soja. A
atividade da CalB também foi determinada ap6s inducéo nos campos 0,7
T e 1,4 T em modo estatico por meio do método de hidrolise do p-NPP.

Devido a variagdes nos valores de atividade da lipase CalB com
experimentos nas mesmas condi¢cdes, decidiu-se por adaptar a
metodologia descrita por Chiou e Wu (2004). E a partir dessa mudanca
foram realizados ensaios diluindo-se a formulagdo enzimética antes da
indugdo no campo, em tampdes PBS (fosfato salino) de pHs 6, 7 e 8, e
submetidos a temperaturas de 25, 45 e 65 °C. O tempo de exposi¢do ao
campo também foi avaliado nesses pHs (2, 3 e 4 horas).

Foram entdo feitas anélises de estabilidade, Potencial Zeta,
espectroscopia de fluorescéncia e Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR-ATR) para a melhor condi¢cdo experimental.
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4.4.2. Determinacao da atividade enzimatica das lipases

4.4.2.1. Teor de &cidos graxos livres (AGL)

A atividade de hidrélise do 6leo de soja pela acdo da lipase foi
determinada pelo teor de acidez do 6leo de soja. A reacdo foi iniciada com
a adicdo de 0,5 g da enzima a 100 g de 6leo de soja e 4 g de agua, sendo
mantidos a temperatura de 40-45 °C utilizando reator encamisado, e
agitacdo, por 120 minutos.

Aliquotas de 1,5 g foram retiradas nos tempos 15, 30, 45, 60, 90
e 120 minutos e adicionadas em 40 mL de etanol P.A. A quantidade de
acido graxo produzida pela hidrélise foi medida por meio de titulagéo
com NaOH 0,1 mol.L* na presenca de fenolftaleina 1% (w/v).

O teor de AGL no dleo foi entdo calculada de acordo com a
Equacéo 1:

%4 .MM.M
AGL — NaOH NaOH "

100 1)

Sendo,

AGL = Acidez (m/m, %);

Vneon = Volume de base gasto na titulacdo (L);

PM = Peso molecular do substrato — &cido oleico (PMAO = 282,0 g/mol);
Mqon= Concentracdo molar do NaOH (0,1 mol.L™Y);

m = massa da amostra utilizada na reacdo (g).

4.4.2.2. Hidr6lise do p-nPP

A metodologia de determinacdo da atividade da lipase por
hidrélise de p-nPP (p-nitrofenilfosfato) utilizada nesse estudo foi
adaptada de Chiou e Wu (2004). A metodologia foi adaptada para cada
enzima levando-se em conta a velocidade de reacdo e pardmetros
particulares observados durante a realizagdo dos experimentos.

A atividade das lipases foi determinada utilizando 0,5 g de p-nPP
(p-nitrofenilfosfato) dissolvido em 100 mL de etanol como substrato. O
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aumento da absorbancia a 400 nm causado pela liberacdo de p-nitrofenol
na hidrolise do p-nPP foi medido espectrofotometricamente.

0,1 g da lipase livre foram adicionados a uma mistura contendo
1 mL da solugdo p-NPP 0,5 % (w/v) e 1 mL de PBS (tampéo fosfato
salino) 0,05 mol.L* (pH 7,0), e incubados por 5 min a 30 °C.

A reacdo foi interrompida pela adicdo de 2 mL de NaOH 0,1
mol.L! (pH 13-14) para a enzima NS-40116 ou de 2 mL de Na,COs 1
mol.L (pH 12) para a CalB, seguido de centrifugacéo (Eppendorf, 5810
R) por 10 min (10.000 rpm). Uma aliquota de 0,1 mL foi diluida em 10
mL de agua destilada e avaliada em espectrofotdmetro UV-VIS (HACH,
DR 5000) a 400 nm.

O coeficiente de extensdo molar (¢400) de 15000 L.molt.m™ foi
utilizado para o p-nitrofenol. Uma unidade (U) de atividade enzimética
foi definida como sendo a quantidade de enzima que catalisa a producao
de 1 pmol de p-nitrofenol por minuto, sob condi¢des experimentais.

A atividade especifica residual (AER, %) foi calculada como
sendo a proporcdo de atividade especifica da enzima tratada
magneticamente para a atividade especifica nas condi¢Ges controle (sem
tratamento magnético).

Devido a grande variacdo nos valores especificos das atividades
da CalB, a determinacdo da atividade para essa enzima nos ensaios
posteriores foi feita medindo-se a alteragdo de absorbancia no tempo
(AA/t), a 410 nm em espectrofotdbmetro UV-VIS (QUIMIS modelo
Q898U2Mb5), apobs a adicdo de 200 L de substrato p-nPP 0,5 % (w/v) em
20 pL de solucdo enzimatica diluida em 20 mL de PBS (tampao fosfato)
0,05 mol.L* (pH 7,0). A atividade foi calculada a partir de uma curva de
calibracdo com p-nitrofenol e PBS (tampéo fosfato) 0,05 mol.L™* (pH
7,0), de acordo com a Equacdo 2, sendo f o fator de diluig&o.

.. u
Atividade (m) = OCCurva'oc(AA/t)'f (2)

4.4.3. Determinacao do teor de proteina

O teor de proteina das formulagdes liquidas de lipase foi medido
pelo método de Bradford (1976) modificado, usando como corante o
Comassie Brilliant Blue. Nesse metodo, 2,5 mL de reagente de Bradford
sdo adicionados a uma aliquota de 50 pL da amostra a ser analisada. A
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amostra é agitada e submetida a leitura em espectofotdmetro UV/VIS
(QUIMIS modelo Q898U2M5) a 595 nm, apds 5 minutos em camara
escura.

A curva de calibracdo foi elaborada a partir de solucdes de
diversas concentragfes (0-50 mg/mL) de soroalbumina bovina (BSA).

4.4.4. Avaliacdo da estabilidade da lipase

Também foi avaliado o tempo de duracdo do efeito do campo
magnético na lipase CalB por meio de ensaios de estabilidade na melhor
condicao encontrada nos ensaios realizados. Foram avaliados por meio de
armazenamento & temperatura de refrigeracéo (4°C).

4.4.5. Determinacao do Potencial Zeta

Foi feita a determinacdo do potencial zeta das amostras controle
e apo6s inducdo por anemometria laser Doppler utilizando-se o
equipamento Zeta Sizer Nano ZS3600 (Malvern Instruments Ltd., UK),
disponivel no laboratério (CERMAT/CTC/UFSC).

4.4.6. Espectroscopia de Fluorescéncia

Para analise de fluorescéncia, foram preparadas amostras na
melhor condi¢do experimental obtida, e controle (sem tratamento do
campo magnético). As amostras foram mantidas a 4°C até o momento da
analise com o intuito de manter ao maximo o efeito do campo magnético.
O espectro de excitacdo foi testado em varios comprimentos de onda (270,
350 e 447 nm) e foi feita uma varredura de comprimento de onda para
obtencdo do espectro de fluorescéncia (min. 200, max. 1100 nm) (fendas
de excitacdo e emissdo de 20 nm e voltagem da fotomultiplicadora 800
V).

4.4.7. Infravermelho com Transformada de Fourier por Reflexdo
Total Atenuada (FTIR-ATR)

Essa andlise teve como objetivo verificar as oscilagbes na
estrutura secundaria da proteina (a-hélice e folha-p) pela aplicacdo do
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campo magnético. A andlise foi feita no espectofotdmetro (AGILENT
TECHNOLOGIES modelo Cary 600) da Central de Analises do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
UFSC. As bandas de absorcao observadas foram as localizadas na regido
de 1500 a 1700 cm?, sendo que as bandas 1638 e 1694 cm™ se referem
as estruturas folha-p (paralelas e antiparalelas, respectivamente), ¢ a
banda de 1655 cm se refere a estrutura a-hélice (KHURANA e FINK,
2000; BARTH, 2007; MOVASAGHI et al., 2008).

4.4.8. Andlise estatistica

Os efeitos do campo nas atividades especificas das lipases foram
avaliados utilizando software STATISTICA verséo 7.0, com analise de
variancia ao nivel de 5% de significancia e teste de Tukey.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos na
realizacdo deste trabalho. Serdo apresentados e discutidos os resultados
relacionados ao efeito do campo magnético nas atividades de hidrélise do
6leo de soja e hidrdlise do para-nitrofenilpalmitato (p-nPP) da lipase NS-
40116 e lipase B de Candida antarctica.

5.1. LIPASE NS-40116

5.1.1. Efeito do campo magnético sobre a atividade de hidrolise do
6leo de soja

O teor de acidos graxos livres produzidos pela hidrélise do 6leo
de soja por via enzimatica foi medido para amostras submetidas a acdo
do campo em intensidades de 0,7 T e 1,34 T por 2 horas, a 25 °C, e
comparados com amostra controle (ndo tratada). A hidrélise do dleo de
soja pela enzima foi realizada de acordo com o item 4.3.2.1 e o teor de
acidos graxos livres (m/m, %) da amostra foi medido a cada 15 minutos
até o tempo final de reacéo de 2 horas. Na Tabela 2 estdo apresentados 0s
valores de conversdo de acidos graxos para 0s ensaios estatico e com
recirculacdo apds duas horas de reacéo.

Tabela 2 — Teor de &cidos graxos livres produzidos por hidrélise do éleo de soja
pela lipase NS-40116 (m/m, %).

Tratamento Estatico Recirculacéo
Controle 21,39 £ 0,09° 18,99 + 1,882
07T 21,35+ 1,478 18,62 + 1,10?
134T 20,91 + 0,822 20,55 + 0,322

*médias seguidas pela mesma letra em uma coluna néo diferem entre si, pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

A conversdo em acidos graxos ficou em torno de 20 % (0,5 % de
enzima, 4 % agua, 45 °C, 2 horas), ndo havendo diferenca significativa
para nenhuma das condi¢des avaliadas (p < 0,05). A producéo de acidos
graxos livres decorrente da hidrélise enzimatica esta diretamente
associada & atividade hidrolitica da enzima, sendo assim, quanto maior a
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taxa de conversdo de acidos graxos, maior a atividade de hidrélise do 6leo
de soja.

Rodrigues e Ayub (2011) encontraram taxa de conversdo
préxima ao encontrado nesse estudo, em torno de 25 % para hidrdlise
enzimatica de 6leo de soja, utilizando uma combinacdo de lipases de
Thermomyces lanuginosus e Rhizomucor miehei, em um tempo de 2
horas, a 30 °C, 200 rpm, 25 % de enzima e razdo molar 3:1 (agua/éleo).
Nesse mesmo estudo foi encontrada taxa de conversdo méaxima de 95 %,
apos tempo de reacdo de 10 horas. Babicz e colaboradores (2010) também
avaliaram a producéo de &cidos graxos pela hidrolise enzimatica de 6leo
de soja utilizando lipase de Thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL
IM). O teor de enzima foi de 1 % no meio reacional, a 55 °C e 700 rpm
por 1,5 hora. Nessas condicdes eles obtiveram 21 % de producdo de
diacilglicerois. Valores similares também foram encontrados por Freitas
e colaboradores (2007) para hidrélise de 6leo de soja catalisada por lipase
de Thermomyces lanuginosus (Lipolase). Eles encontraram taxa de
conversdo de 25 % em 2 horas de reagdo de em meio com 6leo e 4gua
(1:4), 2,5 % goma arabica e 1 % de enzima, a 40 °C, 200 rpm. Apos 24
horas, a taxa de converséo foi para 53 %.

Maiores valores de conversdo podem ser encontrados
aumentando o tempo de rea¢do. Como é possivel observar na Figura 8, a
taxa de conversdo de acidos graxos aumenta em funcéo do tempo.
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Figura 8 — Cinética de reacdo para a hidrdlise de 6leo de soja pela acdo da lipase

de Thermomyces lanuginosus submetida ao campo magnético (0,7 Te 1,34 T) e
controle. (a) Estatico; (b) Recirculagao.
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Em contrapartida, Tan, Nie e Wang (2004) encontraram altas
taxas de conversao (96 %) ao utilizar maior teor de agua (15 %, m/m). A
relagdo agua/ 6leo é um fator importante que influencia a taxa de reagéo,
gue estd relacionada com a area interfacial. Baixas taxas de hidrdlise
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lipidica estdo geralmente relacionadas a limitacdo da area interfacial.
Dessa forma, quanto maior for o teor de 4gua no meio reacional, maior
sera a area interfacial, e, portanto, maior sera a ativacdo enzimatica. Para
efeito de comparacao, foi realizada uma cinética de hidrélise enzimatica
do 6leo de soja, na condi¢do do controle estatico (0,5 % de enzima, 45
°C, 2 horas) e adicionando 2 % e 4% de 4gua ao meio (Figura 9).

Figura 9 — Cinética de reagdo para a hidrélise de 6leo de soja pela agéo da lipase
de Thermomyces lanuginosus, com diferentes teores de 4gua no meio reacional.
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E possivel observar que o aumento do teor de 4gua no meio reacional,
aumentou o teor de acidos graxos produzidos, no tempo observado.

Né&o se observou diferenca significativa para os tratamentos com
campo magnético em comparacdo com o controle nos ensaios de
atividade de hidrdlise do 6leo de soja por acdo da enzima NS-40116.

5.1.2. Efeito sobre a atividade de hidrélise do p-nPP

O efeito do campo magnético na atividade de hidrélise do p-nPP
da NS-40116 foi avaliado. No modo estatico, aliquotas de
aproximadamente 1,5 mL foram submetidas aos campos de intensidade
0,7 T e 1,34 T & temperatura ambiente, por 2 horas. Paralelamente a essas
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amostras, havia uma amostra sem tratamento magnético (controle). Para
0s ensaios com recirculagdo, um volume de enzima maior foi necessario,
em torno de 400 mL para preencher o ‘volume morto’ do sistema descrito
no item 4.3.

Na Figura 10 sdo mostradas as atividades da lipase com e sem
tratamento magnético. As atividades especificas encontradas para as
amostras submetidas ao campo magnético nao diferem das atividades
especificas da amostra controle em nenhum dos ensaios (estatico e
recirculacéo), a nivel de 5 % de significancia, com excec¢do do ensaio com
recirculagdo e inducdo de 1,34 T, que se mostrou significantemente
diferente dos ensaios no modo estatico, com incremento na atividade em
torno de 22 %.

Figura 10 — Atividade da lipase NS-40116 apds exposi¢do ao campo magnético
e controle nos modos estético e recirculacéo.

5000 -

4000 -

w

o

o

o
1

N

o

o

o
1

Atividade (U/mL)

1000 -

7%

Estatico Recirculagdo
BControle B0,7T m14T

A atividade encontrada para a lipase NS-40116 (lipase de micro-
organismo Thermomyces lanuginosus modificado) para o pH nativo da
formulacdo liquida (pH 4,5) foi de 3644,66 U/mL (136045,60 U/qg).
Segundo especificacdes da Sigma-Aldrich® para lipase de Thermomyces
lanuginosus, a atividade especifica da solugdo comercial ¢ > 100000 U/g,
0 que corrobora com valores encontrados neste estudo. Cavalcanti-
Oliveira e colaboradores (2010), em um estudo sobre a aplicagdo de 6leo
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de soja, hidrolisado via lipase de Thermomyces lanuginosus, na producéo
de biodiesel por hidroesterificacdo, encontraram atividade de 1064 + 31
U/mL por meio de hidrélise do 6leo de soja. Uma unidade de atividade
de lipase (U) foi definida como a quantidade de enzimas que produziram
1 umol de AGL por min nas condic¢Bes de ensaio, valor abaixo do valor
obtido nesse estudo para hidrdlise do p-NPP.

5.2. LIPASE B DE CANDIDA ANTARCTICA B

5.2.1. Efeito do campo sobre a atividade de hidrdlise do dleo de soja

A lipase B de Candida antarctica (CalB) ndo apresentou
atividade de hidrdlise de soja, com taxa de conversao de triglicerideos em
torno de 0,6 % (m/m). Comparada as outras lipases, a CalB ndo é tao
eficiente na hidrolise de triglicerideos, isso se deve a sua estrutura, por
ndo apresentar uma ativacdo interfacial, tendo um sitio ativo com um
acesso estreito (IDRIS; BOKHARI, 2012).

5.2.2. Efeito do campo sobre a atividade de hidrolise do p-nPP

Os ensaios para avaliar o efeito do campo magnético sobre a
atividade de hidrdlise do p-nPP da CalB seguiram o item 4.4.1.2 e a
atividade foi determinada de acordo com o item 4.4.2.2.

Inicialmente foram realizados  testes submetendo
aproximadamente 1,5 mL da formulacdo liquida da enzima (n&o diluida)
em pipetas Pasteur nos modulos de campo magnético de densidade de
fluxo 0,7 T e 1,34 T por duas horas. Os ensaios controle foram amostras
ndo submetidas ao campo. A atividade foi determinada em seguida ao
tempo de exposicdo ao campo. As analises foram feitas em duplicata. A
Tabela 3 mostra os valores de atividade especifica obtidos para essas
condicdes.



57

Tabela 3 — Atividade especifica da lipase CalB apGs tratamento magnético e
controle (lipase nao diluida).

Tratamento Atividade especifica Incremento (%)
(U/mL)
Controle 93,36 + 14,472
07T 153,72 + 8,68° 65
14T 103,08 + 2,172 10

*médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p <
0,05).

O valor de atividade encontrado para a enzima no pH nativo da
lipase liquida (pH 4,5) foi de 93,35 U/mL, valor um pouco maior que o
encontrado por Fernandes e colaboradores (2014) para a mesma enzima
livre, de 75 U/mL. Souza (2013) encontrou um valor de atividade de 93
U/mL para a lipase CalB incubada em tampéo fosfato de sddio 0,025
mol.L, pH 7,0, a 60 °C.

O campo magnético de intensidade 0,7 T mostrou influéncia
positiva na atividade enzimatica (diferenca significativa a nivel de 5 % de
significancia), apresentando incremento de 65% em relagcdo ao controle
(sem tratamento). Para os ensaios posteriores decidiu-se entdo adotar a
intensidade fixa de 0,7 T, modificando outras condigdes do meio.

Para observar o efeito do pH da solucdo enzimatica, decidiu-se
entdo por diluir a lipase liquida em solucfes tampéo fosfato de pHs 6,0,
7,0 e 8,0. Os pHs utilizados foram baseados em dados encontrados na
literatura de pH 6timo da lipase B de Candida antarctica (BARBOSA et
al., 2012; RABBANI et al., 2015).

5.2.3. Efeito do campo sobre a atividade de hidrolise do p-nPP
(metodologia modificada)

5.2.3.1. Efeito do campo magnético a diferentes pHs

O método de medi¢do de atividade enzimatica descrito por Chiou
e Wu (2004) foi modificado para este estudo, medindo-se a atividade pelo
monitoramento da velocidade de reagdo numa curva absorbancia vs.
tempo.

A lipase, diluida em diferentes solu¢des tampéo fosfato (pHs 6,0,
7,0 € 8,0, diluicdo 1:5), foi submetida ao campo magnético de 0,7 T por 2



58

horas, na temperatura de 25 °C, e suas atividades especificas comparadas
ao controle (sem tratamento).

Na Figura 11 estdo apresentados os valores de atividade
especifica residual (AER) obtidos para essas condicdes, sendo o valor de
atividade especifica encontrado para a enzima nas condicBes controle
(sem tratamento magnético) considerado 100 %. A lipase no pH 6,0 foi a
Unica que apresentou incremento de atividade no campo (14 %), contudo
essa diferenca néo foi significativa (p < 0,05). O pH 7 foi 0 que teve maior
valor de atividade (165,76 + 0,65 U/mL para a amostra controle e 149,51
+ 0,22 U/mL para a amostra tratada) dentre os pHs testados, sendo este
selecionado para as proximas etapas.

O pH 7 também foi escolhido por estar na faixa 6tima de trabalho
da lipase de Candida antarctica B (Lipozyme® CALB), como
especificado pela Novozymes (pH 5-9 e temperatura 30-60 °C). Barbosa
e colaboradores (2012), ao avaliar propriedades de lipase CalB
imobilizada com modificagdes quimicas, obtiveram pH 6timo de 7-7,5
para a CalB livre e imobilizada sem modificacGes, sendo a imobilizada
quase inativada em pH 10, confirmando esses valores. Outras lipases
também sdo conhecidas por ter pH 6timo nessa faixa. Como por exemplo,
Gomes e colaboradores (2006) encontraram atividade maxima em pH 7
para lipase livre de Candida rugosa.
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Figura 11 — Atividade especifica residual da lipase CalB diluida em diferentes
tampdes fosfato (pHs 6,0, 7,0 e 8,0, dilui¢do 1:5) ap6s tratamento magnético (0,7
T, 2h, 25°C) e controle (0 T, 2h, 25°C).
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5.2.3.2. Efeito do campo magnético a diferentes temperaturas

Para avaliar o efeito da temperatura e indugdo magnética na
atividade da lipase de Candida antarctica B, foram realizados ensaios de
inducdo magnética (0,7 T, 2 horas), em diferentes temperaturas (25, 45 e
65 °C) com enzima diluida em tampdo pH 7. A Figura 12 mostra a
influéncia do campo magnético nessas condigdes testadas. A atividade
apresentada est4 na forma de atividade especifica residual (AER), sendo
o valor de atividade encontrado para a condicdo controle considerado 100
%.
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Figura 12 — Atividade especifica residual (AER) da lipase CalB diluida em
tampéo fosfato pH 7 (1:5) submetida a campo magnético (0,7 T, 2h) e controle (0
T, 2h), em diferentes temperaturas.
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Nos ensaios com temperaturas de 25 e 45 °C, a atividade
especifica residual das amostras submetidas ao campo magnético foi
menor que a atividade das amostras controle. Ja na temperatura de 65 °C,
pode-se observar um efeito inverso, com atividade especifica residual das
amostras tratadas no campo magnético significativamente maior que o
valor encontrado para o controle (p<0,05). O incremento de atividade
nesse ensaio foi de 134 % (em relacdo ao controle, nas mesmas
condicdes).

O incremento da atividade pela acdo do campo também foi
encontrado por Ran e colaboradores (2009). Eles obtiveram aumento de
37,01 % na atividade da celulase (0,5 mg.mL™) submetida a campos
estaticos de intensidade 0,15, 0,30 e 0,45 T (1-12 horas), a uma
temperatura constante de 4 °C. Os valores de atividade residual
encontrados nesse trabalho através da aplicacdo do campo sdo maiores
que os encontrados por Liu, Chen e Wang (2013), ao estudar o efeito do
CO2 sub e supercritico na atividade das lipases de Candida antarctica B
e lipase PS, 105 % e 116 %, respectivamente. As condi¢Bes 6timas foram
de 6 MPa, 35 °C e 30 min para a CalB e 10 MPa, 40 °C e 30 min para a
lipase PS.
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Na temperatura de 65 °C, o valor da atividade no controle foi bem
menor do que na temperatura de 25 °C, o que pode ser justificado pela
menor estabilidade da lipase CalB livre nessa temperatura. Segundo
Chodorge e colaboradores (2005), as enzimas livres, em solugdes
aquosas, tém baixa estabilidade as temperaturas acima de 40 °C, sendo
mais suscetiveis a desnaturacdo. Resultados encontrados por Cui e
colaboradores (2013) para lipase (Lip 2) imobilizada de Yarrowia
lipolytica corroboram com essa afirmacgao. Nesse estudo eles avaliaram a
estabilidade térmica da enzima livre e imobilizada. A enzima livre perdeu
guase toda sua atividade inicial depois de 30 minutos de incubacdo a 50
°C, e para ambas as enzimas, a temperatura de maior atividade hidrolitica
foi de 40 °C.

J& aamostra tratada com o campo magnético, na mesma condigéo
de 65 °C, apresentou um valor de atividade muito maior que o controle,
sugerindo uma ‘blindagem’ do campo contra a acdo da alta temperatura.
As amostras controle parecem mais suscetiveis & acdo da temperatura que
aquelas tratadas com campo magnético. Andlises de conformacdo e
potencial zeta foram realizadas para tentar elucidar o efeito do campo na
lipase tratada com 0,7 T, a 65 °C.

5.2.3.3. Efeito do tempo de exposi¢ao ao campo magnético

Até entdo todos os ensaios foram realizados submetendo a
amostra a acdo do campo pelo tempo de 2 horas. Para avaliar a influéncia
de diferentes tempos de exposicdo na atividade enzimética, foram
realizados ensaios com lipase CalB diluida em tampéo fosfato pH 7 (1:5),
na temperatura de 65 °C (maior incremento) e campo magnético estatico
de intensidade 0,7 T.

Na Figura 13 encontram-se os valores de atividade especifica
residual para as amostras submetidas a inducdo magnética (0,7 T) e
controle (0 T). Os tempos de inducéo avaliados foram de 2, 3 e 4 horas.
Observa-se que o tempo de 2 horas foi 0 que apresentou maior diferenca
entre as atividades especificas residuais (AER) da amostra controle e
tratada, sendo a amostra induzida magneticamente aquela com maior
atividade. Os tempos de 3 e 4 horas de inducdo magnética também
apresentaram incremento da atividade enzimatica da amostra tratada em
relacdo a amostra controle, de 51 e 46 %, respectivamente.
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Figura 13 — Atividade especifica residual (AER) da lipase CalB diluida em
tampéo fosfato pH 7 (1:5) submetida a campo magnético (0,7 T) e controle (0 T),
a 65 °C, em diferentes tempos.
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Jia e colaboradores (2009) também avaliaram a influéncia do
tempo de exposi¢do ao campo magnético na atividade enzimatica. Os
tempos avaliados foram de 1, 2, 3, 4, 5e 6 h e a enzima foi a a-amilase
(0,2 mol.L%, pH 6, 25 °C), submetida a intensidades de 0,15, 0,30 e 0,45
T e comparadas ao controle (sem tratamento magnético). Os melhores
resultados obtidos para esses autores também foram para o tempo de 2
horas, com incremento de 27, 34,1 e 37,8 % para as intensidades de 0,15,
0,30 e 0,45 T, respectivamente, corroborando com os resultados
encontrados nesse estudo.

5.2.4. Efeito do campo no Potencial Zeta das solugdes de lipase

Dentre as condigdes testadas, a combinacdo que resultou no
maior incremento de atividade foi a enzima diluida em tampéo fosfato pH
7 (1:5), submetida ao campo magnético estatico de intensidade 0,7 T, a
65 °C, por 2 horas. Com o intuito de avaliar possiveis mudancas na
magnitude da repulsdo ou atracdo eletrostatica das cargas da solucdo
enzimatica, o potencial zeta foi avaliado para a condicdo de maior
incremento de atividade.
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Tabela 4 — Potencial Zeta para a solucdo de lipase (tampédo fosfato pH 7 1:5)
tratada (0,7 T, 65 °C, 2 horas) e controle (0 T, 65 °C/25 °C, 2 horas).

Tratamento Potencial Zeta
Controle (25 °C) -2,25 + 0,252
Controle (65 °C) -6,57 +0,50°

0,7 T (65 °C) -6,36 + 0,19°

*médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p <
0,05).

O potencial zeta de uma proteina sera positivo se a molécula tiver
mais aminoacidos carregados positivamente que negativamente e sera
negativo se tiver mais aminoacidos carregados negativamente que
positivamente (BOUZID et al., 2008). O potencial zeta da formulacdo de
lipase liquida CalB néo diluida em tampéo fosfato foi medido, sendo um
valor positivo e igual a 0,16 + 0,02. Isso indica maior quantidade de
residuos de aminoacidos carregados positivamente. Quando o pH da
enzima esta acima do ponto isoelétrico, o meio fica com cargas negativas,
assim como o potencial zeta. O pH da formulacdo enzimatica, sem
diluicdo em tampéo é de pH 4,5, valor abaixo do ponto isoelétrico da
lipase CalB (pl 6,0), o que justifica o valor positivo (FERNANDEZ et al.,
2014). A diluicdo em tampdo fosfato pH 7 resultou em mudanga do
potencial zeta para valores negativos. Schultz (2008) também verificou
valores positivos de potencial zeta para pHs abaixo do ponto isoelétrico
da lipase de Candida antarctica tipo A (CalA) e valores negativos em
pHs acima desse ponto. Mesmo comportamento foi obtido por Peng e
colaboradores (2004) para albumina de soro bovina.

E possivel observar que nos ensaios para a CalB, o campo
magnético (0,7 T) nédo alterou o potencial zeta da solucdo, ndo tendo
nenhuma diferenca significativa quando comparado com o controle
(p<0,05). J& se comparados com controle a temperatura ambiente (25 °C),
percebe-se que 0 aumento da temperatura influenciou significativamente
0 potencial zeta da lipase diluida em tampdo, tornando esse valor mais
negativo. Apesar de ndo ter diferenca significativa entre o potencial zeta
da amostra controle e tratada a 65 °C, o campo parece atuar melhor em
potenciais mais negativos.

Na literatura, varios estudos mostram o aumento da magnitude
do potencial zeta com a temperatura (VENDITTI; XUAN; LI, 2006;
PENGRA et al., 1999; DUNSTAN, 1994; REVIL et al., 1999), mas



64

poucos sdo o0s que tentam esclarecer a relacdo entre esses dois parametros.
Reppert e Morgan (2003) revisaram estudos que avaliaram a influéncia
da temperatura nos valores de potencial zeta e, por meio de modelagem
matematica, concluiram que a dependéncia da temperatura com o
potencial zeta parece ser controlada pelas propriedades de absorcéo da
superficie avaliada. A densidade da dupla camada elétrica, o pH e a
constante de dissociacdo intrinseca sdo parametros que véo controlar a
dependéncia do potencial zeta com a temperatura. Dessa forma, é
necessario um estudo mais aprofundado da relacdo do aumento da
temperatura com o aumento nos valores de potencial zeta, encontrados
nesse estudo.

Como foi discutido no item 5.3.3.2, 0 campo pode ter atuado de
forma a proteger a enzima da acéo da alta temperatura, influenciando as
cargas superficiais, que estdo maiores nessa condi¢do de tratamento.

Albuquerque e colaboradores (2016) revisaram estudos que
avaliam a influéncia do campo magnético em sistemas bioldgicos, e
concluiram que proteinas (principalmente aquelas com estrutura
secundaria a-hélice) expostas a um dado campo magnético recebem
torques, resultando em um certo movimento. Com o aumento da
temperatura, ocorre aumento da energia cinética do sistema, podendo
ocorrer modificagdes na conformagdo molécula.

Apesar da auséncia de atividade interfacial da CalB ser bem
conhecida na literatura, ha estudos que pdem em duvida essa teoria. 1sso
porque, a CalB possui, ao redor do sitio ativo duas estruturas a-hélices
que tém se mostrado muito flexiveis, podendo atuar como uma “tampa”
nessa molécula. Os movimentos dessas estruturas em meio aquoso ndo
sdo grandes o suficiente para bloquear o acesso ao sitio ativo, contudo
elas tém mostrado influéncia significativa nas propriedades cataliticas da
enzima (enantioseletividade) (STAUCH; FISHER; CIANCI, 2015).

O aumento da temperatura pode ocasionado uma abertura dessas
estruturas o-hélice ao redor do sitio ativo, aumentando a superficie
catalitica. E o campo pode ter atuado estabilizando a molécula, o que pode
ter ocasionado o incremento de atividade. Maiores valores de potencial
zeta indicam maior repulsdo eletrostatica entre as moléculas, o que evita
a agregacdo e aumenta a estabilidade da solugéo.
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5.2.5. Efeito do campo magnético sobre a estrutura da lipase de
Candida antarctica B (CalB)

5.2.5.1. Anélise de Infravermelho com Transformada de Fourier por
Reflexdo Total Atenuada (FTIR-ATR)

A analise de espectroscopia por infravermelho foi realizada para
as amostras do ensaio que apresentou maior incremento de atividade
enzimatica (lipase liquida de Candida antarctica B diluidas em tampé&o
pH 7 (1:5), submetida ao campo de intensidade 0,7 T, a 65 °C) e controle.

Na Figura 14 sdo apresentados os espectros de infravermelho
para amostras de lipase liquida de Candida antarctica B diluidas em
tampdo pH 7 (1:5), submetida ao campo de intensidade 0,7 T, a 65 °C e
controle na mesma temperatura e temperatura ambiente (25 °C) nos
ndmeros de onda de 650 a 4000 cm.

Figura 14 — Espectro de infravermelho por reflexdo atenuada (FTIR — ATR) para
amostras de lipase liquida CalB diluidas em tampdo pH 7 (1:5), submetida ao
campo de intensidade 0,7 T, a 65 °C e controle na mesma temperatura e
temperatura ambiente.
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Figura 15 — Espectro de infravermelho por reflexdo atenuada (FTIR — ATR) nos
ndmeros de onda relativos a estrutura secundaria da proteina (1500 — 1700 cm™)
para amostras de lipase liquida de Candida antarctica B diluidas em tampé&o pH
7 (1:5), submetida ao campo de intensidade 0,7 T, a 65 °C e controle na mesma
temperatura e temperatura ambiente.
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Os trés espectros FTIR obtidos ndo apresentaram diferenca nos
picos de vibragdo correspondentes as estruturas de a-hélice (1655 cm™) e
folhas-B (1638 cm™ — paralelas; 1694 cm™ — antiparalelas) da proteina
(Figura 16). Resultado diferente foi encontrado por Gulseren e
colaboradores (2007), ap6s submeterem solugao de soro albumina bovina
(BSA) na concentragdo de 3.10° mol.L?, a agdo de ultrassom de
intensidade 20 W.cm?. Eles perceberam um pequeno aumento da
absorbancia na faixa de 1660 cm* com o aumento do tempo de exposicéo,
sugerindo alteragdo no teor de a-hélice da proteina.
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5.2.5.2. Espectroscopia de Fluorescéncia

A anélise de espectroscopia de fluorescéncia foi realizada para o
ensaio a pH 7 e 65 °C com e sem e exposi¢do ao campo estatico 0,7 T. A
leitura foi feita subsequente ao tratamento magnético. As amostras foram
mantidas a 4°C até o momento da andlise com o intuito de manter ao
maximo o efeito do campo. Nessa analise, 0 equipamento mostra um
espectro caracteristico da emissdo fluorescente de um composto fluérofo.
Esses compostos sdo moléculas que emitem fluorescéncia, quando na
presenca de luz, em um espectro de emissdo e excitacdo especifico
(ARAUJO, 2010). Alguns aminoé4cidos e enzimas possuem essa
caracteristica, o que faz desta andlise muito Util para identificacdo e
caracterizacdo de biomoléculas.

Os aminoacidos fluérofos sdo o triptofano, a tirosina e a
fenilalanina. A lipase de Candida antarctica B possui 317 residuos de
amino4cidos na sua estrutura, contendo varios triptofanos (Figura 16)
(STAUCH; FISHER; CIANCI, 2015).
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Figura 16 — Representacdo grafica da CalB: Ligantes ndo conectados entre 0s
residuos, a largura da linha listrada é proporcional ao nimero de ligantes
atémicos.

Chain A Chain B

Fonte: Stauch, Fisher e Cianci (2015).

Foi entdo realizada a anélise com o intuito de verificar a
influéncia do campo na estrutura tercidria da lipase CalB (residuos de
triptofanos). Foi inicialmente fixado o espectro de excitacdo de 270 nm e
espectro de emissdo variando de 280 a 500 nm para observar a emissao
do triptofano. Contudo, ndo foi observada nenhuma curva de emisséo
nessa faixa testada. Com base nos pardmetros utilizados por Nalder e
colaboradores (2016) para avaliar a atividade de lipases por
espectroscopia de fluorescéncia, testou-se a espectro de excitacdo de 447
nm e emissdo na faixa de 280 a 555 nm. Ainda assim ndo foi possivel
perceber nenhuma alteracdo no leitor do equipamento. Somente testando
espectro de excitacdo de 350 nm e fazendo uma leitura numa ampla faixa
(500 a 1100 nm), obteve-se dados de fluorescéncia (Figura 17).
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Figura 17 — Espectros de emissdo de fluorescéncia para a lipase CalB pH 7 (0,7
T, 65 °C) e lipase CalBpH 7 (0 T, 65 °C).
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Os picos de fluorescéncia obtidos s6 aparecem apds 0s
comprimentos de onda de 800 nm. Algumas dessas faixas de
fluorescéncia sdo correspondentes a solventes com propriedades
fluorescentes. A presenca de solvente na solu¢do pode ocasionar em
desvios espectrais dos componentes fludrofos. A polaridade do solvente
e 0 meio gerado por ele pode induzir uma gama de interagdes entre ele e
essas moléculas (GOES FILHO, 2011).

A lipase liquida utilizada nesse estudo € uma solucéo de proteina
enzimatica em agua com varios aditivos, incluindo sais e estabilizadores.
Por ndo ser uma solucdo pura, os aditivos presentes na formulacéo liquida
podem estar interferindo na leitura do espectro de fluorescéncia do
componente fluérofo desejado (triptofano), que podera fornecer
informacGes sobre a estrutura terciaria da enzima. Desta forma, seria
interessante realizar essa analise com a enzima purificada, para obter
espectros mais padronizados, ou adicionar um composto fluorescente que
funcione como biomarcador, ou seja, um componente que se ligue a
molécula e pode emitir sinais mais ou menos intensos, dependendo da
interacdo. Ele atua basicamente como um sequestrante, um meio de
identificar e caracterizar a molécula sem purificar a formulagdo da enzima
livre.
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5.2.6. Efeito do campo sobre a estabilidade da lipase CalB

Na Figura 18 é apresentado um estudo da estabilidade da lipase
de Candida antarctica B diluida em tampéo fosfato pH 7 (1:5) antes e
apés tratamento magnético estatico (0,7 T), durante armazenamento a
temperatura de refrigeracdo (4 £ 2 °C).

Figura 18 — Estabilidade da lipase liquida CalB tratada com campo magnético de
intensidade de 0,7 T e controle (sem tratamento magnético) nas condigdes de
diluicdo em tampdo fosfato pH 7 e 65 °C, armazenada a temperatura de 4 = 2 °C.
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A partir dos dados da Figura 19, é possivel observar que a
atividade da enzima se manteve relativamente estavel num periodo de 5
horas de armazenamento, tanto na amostra tratada quanto no controle. O
incremento de atividade do campo se manteve (95 %), mostrando uma
“memoria magnética” da molécula, para a temperatura de refrigerago
num periodo de 5 horas de observagéo. O valor de incremento encontrado
para esta condicdo, de 134 %, ndo foi reproduzido no estudo de
estabilidade de armazenamento. Possivelmente devido ao longo periodo
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de estocagem do lote utilizado nos experimentos anteriores. A enzima
pode ter perdido sua atividade com o armazenamento.

Resultados similares de estabilidade das amostras submetidas ao
campo magnético estdo descritas na literatura. Ran e colaboradores
(2009) avaliaram a estabilidade da celulase por 10 dias, a 4 °C, apds
tratamento magnético em campos de intensidades 0,15, 0,30 e 0,45 T,
com tempo de exposicdo de 1-12 horas. A amostra controle perdeu cerca
de 35 % da atividade inicial, enquanto que a amostra tratada nao teve
perda significativa. Liu e colaboradores (2010) também fizeram um
estudo de estabilidade para avaliar a acdo do campo magnético na
atividade da enzima a-amilase imobilizada em quitosana, com o tempo.
A enzima, diluida na concentracédo de 0,5 mol.L* em tampé&o fosfato pH
7, foi armazenada a 4 °C, e sua atividade avaliada a cada 5 dias, por 30
dias. Nesse estudo foi observado que a amostra ndo exposta perdeu 50 %
da atividade inicial, enquanto que a amostra submetida ao campo de
intensidade 10* T s6 perdeu 19,4 % da atividade.
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6. CONCLUSOES

v A atividade do preparado enzimatico lipolitico NS-40116
(Callera Trans L) ndo sofreu alteracbes com a exposi¢do ao
campo magnético para a atividade de hidrélise do 6leo de soja.

v" Houve incremento de atividade hidrolitica (p-nPP) para a lipase
NS-40116 na condigdo de recirculagdo com inducdo 1,34 T (22
%).

v" Aexposicdo da lipase CALB a um campo magnético estatico (0,7
T, pH 7, diluicdo 1:5, 65 °C) gerou um incremento de atividade
de 134 % na sua atividade hidrolitica (p-NPP).

v' O efeito do campo na maior temperatura pode estar relacionado
ao aumento das cargas superficiais (potencial zeta) observado a
65 °C.

v" Nao se observou mudanca aparente na estrutura secundaria,
causada pelo campo (utilizando as técnicas de FTIR e
fluorescéncia). Porém, é necessario purificar a enzima para
resultados mais conclusivos.

v" O uso do campo magnético como pré-tratamento de CALB ¢é
interessante, uma vez que foi possivel aumentar a atividade
especifica dessa enzima. O efeito é persistente por até 5ha 4 °C.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v" Avaliar a estabilidade da lipase CalB na temperatura ambiente
(25 °C) e na temperatura de refrigeracéo (4 °C) por mais tempo
do que foi avaliado no presente estudo.

v Purificar a enzima para melhor avaliar o efeito do campo por
meio de andlises de conformacdo mais elaboradas.
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9. APENDICE A - CURVA DE CALIBRACAO PARA
DETERMINACAO DO TEOR DE PROTEINA

A Figura 20 apresenta a curva utilizada na determinacdo do teor
de proteina pela metodologia de Bradford (1976).

Figura 19 — Curva de concentragdo de proteina (BSA) vs absorvancia.
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10. APENDICE B - CURVA DE CALIBRACAO PARA
DETERMINACAO DE ATIVIDADE ENZIMATICA (p-nitrofenol)

(@) Carbonato de sédio (Na2CO3 1 mol.L™1, pH 12), 400 nm

Figura 20 — Curva de calibragdo p-nitrofenol gerada no software Statistica 7,
Na,CO; 1 mol.L?, pH 12.
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(b) Hidréxido de sédio (NaOH 0,1 mol.L* pH 14), 400 nm

Figura 21 — Curva de calibragdo p-nitrofenol gerada no software Statistica 7,
NaOH 0,1 mol.Lt pH 14, 400 nm.
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(c) Tampéo fosfato pH 7, 410 nm

Figura 22 — Curva de calibragdo p-nitrofenol gerada no software Statistica 7,
Tampéo fosfato pH 7.
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