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RESUMO

Alternativas para melhorar a estabilidade e atividade enzimatica tém
importancia crescente, visto que a aplicacdo industrial de enzimas
aumentou nos ultimos anos. No entanto, as caracteristicas da enzima em
termos de estabilidade e eficiéncia catalitica podem reduzir, em alguns
casos, devido as condicfes reacionais. Uma vez que ha uma falta na
literatura relacionada a enzima Eversa® Transform 2.0 (NS-40116), este
trabalho avaliou a influéncia do campo magnético na atividade da
protease de Bacillus sp. (2 g.L ") e da lipase NS-40116 (5 g.L™) quando
expostas ao campo de 0,7 e 1,34 T de modo estatico (2 h) e com
recirculacdo (1, 2 e 4 h) a 0,06 L.min"t. O efeito do pH da solugdo
enzimatica (pH 5, 7 e 9) associado a exposi¢cdo ao campo magnético
também foi avaliada. Os melhores resultados em termos de atividade
enzimatica residual foram para a lipase NS-40116 em pH 7,0, 1,34 T no
sistema de recirculacdo por 4 h. A atividade da protease de Bacillus sp.
ndo sofreu influéncia do campo magnético nas condicfes estudadas.
Entdo, a andlise de espectrometria de massa foi realizada para confirmar
a estrutura da enzima apos dialise e liofilizacdo. Além da atividade
enzimatica, espectrometria de fluorescéncia, dicroismo circular e
estabilidade térmica foram realizadas afim de avaliar o efeito do campo
magnético na estrutura da NS-40116, e foi observada alteracGes na
estrutura terciaria da enzima. Assim, a aplicacdo de campo magnético
como tratamento enzimatico € uma técnica promissora e viavel para
incremento da atividade lipasica, apresenta baixo custo, baixo impacto
ambiental e facilidade de operacdo quando comparado com outras
alternativas de ativagao enzimatica.

Palavras-chave: Campo magnético. Lipase NS-40116. Protease de
Bacillus sp. Conformacéo estrutural.






ABSTRACT

Alternatives to improve the enzyme stability and activity have been
rising in the last years due to the importance of the industrial
application. However, the enzyme characteristics in terms of stability
and catalytic efficiency can reduce, in some cases, due to the reaction
conditions. Once there is a lack in the literature related to the structural
Eversa® Transform 2.0 enzyme (NS-40116), this work evaluated the
influence of magnetic density flux on the Bacillus sp. (2 g.L?) and
lipase NS-40116 (5 g.L™) activity exposed to a magnetic flux (0.7 and
1.34 T) by static (2 h) and recirculation mode (1, 2 and 4 h) at 0.06
L.mint. The effect of pH in the enzymatic solution (pH 5, 7 and 9)
associated to the magnetic field was also evaluated. The best results in
terms of residual enzymatic activity were for NS-40116 at pH 7.0, 1.34
T after 4 h in a recirculation mode. The enzymatic activity for protease
from Bacillus sp. was not influenced by conditions studied. Then, mass
spectrometry analysis was performed to confirm the enzyme structural
after dialysis and lyophilization. In addition to the enzymatic activity,
fluorescence spectrometry, circular dichroism and thermal stability
analyzes were performed to verify the effect of the magnetic field on the
NS-40116 enzyme structure and changes in the tertiary structure of this
enzyme was observed. Thus, the application of magnetic fields as
enzymatic treatment is a promising and viable technique to increase
lipase activity, since it has low cost, low environmental impact and easy
operation when compared with other alternatives enzyme activation.

Keywords: Magnetic Field. NS-40116 lipase. Bacillus sp. protease.
Structural conformation.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

INFLUENCIA DE CAMPO MAGNETICO NA CONFORMAGAO
ESTRUTURAL E ATIVIDADE ENZIMATICA DE
HIDROLASES

Por qué?

e Lipases sdo enzimas amplamente utilizadas em &reas como
alimenticia e farmacéutica;

e Enzimas sdo utilizadas em processos industriais e todo
incremento de atividade de forma econdmica é um beneficio;

e Campos magnéticos podem afetar a atividade enzimatica;

e Existem poucos trabalhos relatando a ac¢do do campo
magnético em solucBes enzimaticas.

Hipoteses?

e O campo magnético afeta a atividade de enzimas (lipase e
protease)?

e A acdo do campo magnético causa mudanca na estrutura
terciaria ou secundaria das proteinas?

Como fazer?

e Auvaliacdo das varidveis de processo visando aumentar o efeito
do campo magnético;

e Avaliacdo da forma de exposicdo ao campo magnético na
atividade enzimatica;

e Definicdo das analises para caracterizacdo das estruturas
secundarias e terciarias das enzimas, com e sem exposi¢do ao
campo magnético, para elucidacdo do efeito do campo
magnético na atividade.




Resultados:

o Definicdo das variaveis de processo ideais para aumento da
atividade enzimatica (enzima, pH, densidade de fluxo
magnético e tempo de exposicao);

e Andlise da melhor forma de exposi¢do ao campo magnético
(estatico ou com recirculacéo);

e Elucidacao das alteragdes causadas pelo tratamento com campo
magnético na estrutura terciaria e secundaria;

e Avaliacdo da estabilidade apds tratamento com campo
magnético.
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1 INTRODUCAO

Aplicagdes que possam reduzir custos nos processos industriais
sem perda na qualidade do produto final de forma a diminuir o impacto
ambiental, abrem espaco para o uso de enzimas como catalisadores
alternativos aos ja utilizados em processos convencionais. Além do fator
ambiental, a utilizacdo de enzimas como catalisadores apresenta outras
vantagens, como condi¢gdes operacionais mais brandas e elevada
seletividade quanto ao tipo de reagdo que catalisa (MARZZOCO;
TORRES, 2007; NELSON; COX, 2013; VOET; VOET, 1995).

As lipases possuem diversos usos em setores industriais como
catalisador bioldgico na industria alimenticia (6leos e gorduras) e na
fabricacdo de produtos quimicos finos de maior valor agregado (RAY,
2012). Mais especificamente, a lipase de Thermomyces lanuginosus
(TLL) possui aplicacBes em detergentes e em processos biotecnolégicos
(SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012). A Eversa® Transform 2.0 (ou
NS-40116) é uma enzima modificada de TLL, comercializada em
formulacéo liquida.

As proteases possuem um vasto campo de aplicacdo comercial,
desde aditivos em detergentes até uso terapéutico (LI et al., 2013),
podendo ser isoladas de animais, plantas, bactérias e fungos.
Representam mais de 60% do total de enzimas comercializadas
(RAMAKRISHNA; RAJASEKHAR; REDDY, 2010). As produzidas de
Bacillus sp. constituem um dos mais importantes grupos de enzimas
exploradas comercialmente (ANWAR; SALEEMUDDIN, 1998). Isso se
deve ao fato de sua facilidade de adaptacdo e crescimento tanto em
meios complexos quanto em meios sintéticos (GIONGO, 2006;
TAKAMI; AKIBA; HORIKOSHI, 1989).

Pesquisas para aumentar a atividade e estabilidade de enzimas
sdo frequentemente apresentadas na literatura. Entre estas, as quais
relacionam métodos quimicos (BOUTUREIRA; BERNARDES, 2015;
WALSH; GARNEAU-TSODIKOVA; GATTO, 2005), genéticos
(CHEN; TSAO, 2013) e fisicos (CHEN et al., 2017; LAGE et al., 2016)
de tratamento, 0 uso de campo magnético permanente
(ALBUQUERQUE et al.,, 2017; PRANDO et al., 2017), fluido
pressurizado (DE SOUZA MELCHIORS et al., 2017) e ultrassom (YU
et al., 2014) apresentam-se como algumas promissoras alternativas. O
uso de campo magnético é uma tecnologia promissora por apresentar
vantagens, como baixo custo operacional e simplicidade de operacéo,
sem apresentar grande impacto ambiental. Apesar dos relatos na
literatura sobre o uso de campo magnético em proteinas, pouco se
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esclareceu até o momento em relagdo as possiveis modificacdes a nivel
estrutural enzimatico.

Recentemente, Albuquerque et al. (2016) relataram os estudos
envolvendo campos magnéticos estaticos na atividade enzimatica. Ha
relatos desde a década de 1960 até os dias atuais, mostrando a variedade
de resultados possiveis com diferentes condigdes experimentais.
Entretanto, mesmo com décadas de pesquisa nesse sentido, pouco foi
enfatizado e relatado em termos de mudanca estrutural.

Diante do exposto, 0 presente trabalho abrange a avaliagdo dos
efeitos do campo magnético sobre a atividade enzimatica, estabilidade e
conformagdo estrutural de forma detalhada. Para isso, foi empregada a
espectrometria de massa (MALDI-TOF-MS), dicroismo circular (DC) e
espectrometria de fluorescéncia a fim de avaliar as possiveis alteragdes
conformacionais apds exposi¢cdo no campo magnético permanente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do campo magnético permanente na atividade,
estabilidade e conformacéo estrutural de enzimas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

c)
d)

€)

f)

Estudar o efeito das varidveis de processo (pH e densidade de
fluxo magnético) na atividade residual das enzimas
comerciais protease de Bacillus sp. e Eversa® Transform 2.0;
Avaliar o efeito do tempo de exposi¢do ao campo magnético
na atividade enzimatica;

Avaliar diferentes formas de exposicdo dos campos
magnéticos: estatico e com recirculacéo;

Analisar as possiveis modificacBes estruturais da enzima
Eversa® Transform 2.0 quando submetida a diferentes
densidades de fluxo magnético;

Determinar as estruturas primaria, secundaria e terciaria da
enzima Eversa® Transform 2.0 tratada e ndo tratada com o
campo magnético;

Avaliar a estabilidade enziméatica (p6s-tratamento com
campo magnético) em relacdo ao tempo de armazenamento.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serd apresentada uma breve revisdo da literatura
que servira de fundamentacdo tedrica para o desenvolvimento desta
dissertacdo. Inicialmente, sera apontada uma breve revisdo sobre
enzimas, com énfase nas lipases e proteases utilizadas no trabalho. Seréo
apresentados conceitos tedricos sobre campo magnético e trabalhos que
demonstraram a sua utilizagdo como tratamento de proteinas. Uma breve
revisdo sobre técnicas de caracterizagdo de enzimas, assim como 0S
principais métodos para avaliacdo das alteracBes conformacionais
também sera reportada.

3.1 ENZIMAS

Enzimas sdo em sua maioria proteinas, com exce¢do de um grupo
de moléculas de RNA. As proteinas sdo polimeros longos de
aminoacidos (macromoléculas) que ocorrem em grande variedade,
encontradas em todas as células e formadas a partir do mesmo conjunto
de 20 aminoécidos (MARZZOCO; TORRES, 2007; NELSON; COX,
2013; VOET; VOET, 1995). Atuam principalmente como
biocatalisadores em reacOes especificas, permitindo o aumento da
velocidade reacional por meio da diminui¢do da energia de ativacao sem
afetar o equilibrio quimico da reacdo e sem ser consumido no processo
(MARZZOCO; TORRES, 2007; NELSON; COX, 2013; VOET; VOET,
1995).

As enzimas sdo catalisadores altamente especificos, sendo uma
das vantagens do uso para esse fim. A estabilidade da estrutura das
proteinas e de suas interacdes se deve a ligagcGes ndo covalentes entre
substrato e enzima. Elas contornam problemas presentes no ambiente
reacional, proporcionando um meio ideal para que ocorra a reacdo de
forma acelerada. Essas reages ocorrem no sitio ativo da enzima, através
da ligacdo deste com o substrato (ALBERTS et al., 2011; NELSON;
COX, 2013; VOET; VOET, 1995).

Conforme Nelson; Cox (2013), a estrutura das enzimas é definida
em quatro niveis: estrutura primaria, secundaria, terciéria e quaternaria
(Figura 1). A estrutura priméaria é uma descricdo de todas a ligacdes
covalentes (ligagdes peptidicas e dissulfeto), ligando residuos de
aminoédcidos em uma cadeia polipeptidica, sendo a sequéncia de
residuos de aminoacidos o elemento mais importante. O arranjo especial
dos residuos de aminoacidos em um segmento polipeptidico é a
estrutura secundaria. O enovelamento tridimensional do polipeptideo ¢é
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descrito pela estrutura terciaria. Quando a proteina contém duas ou mais
cadeias polipeptidicas distintas (idénticas ou diferentes), o arranjo destas
subunidades em complexos tridimensionais constitui a estrutura
quaternaria (NELSON; COX, 2013).

Figura 1 - Niveis de estrutura molecular de uma proteina

Estrutura

prm'la Estrutura
|Pro | quaternaria
|Ala |
Asp)]
ILys | Estrutura Estrutura
IThr | secundaria terciaria
[Asn]
Val | "
lLys | n, ' . ‘
Ala
A | ﬁ .
[Trp | - 7 G
IGly |
Lys hélice ( "
| 8,
Residuos de Cadeia polipeptidica Subunidades reunidas
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Fonte: NELSON; COX (2013).

Esses biocatalisadores diferenciam-se dos demais por meio da
formacéo do complexo enzima-substrato, e a energia proveniente dessa
interacdo é a energia de ligacdo. Sendo esta a principal fonte de energia
livre que € utilizada pela enzima para diminuir a energia de ativacdo. De
forma geral, sdo necessarias multiplas interacfes entre enzima e
substrato para que a catalise enzimatica ocorra, 0 que justifica o
tamanho tdo grande das enzimas, pois devem ter grupos funcionais dos
mais variados, que sejam capazes de ter interaces de modo que
maximize, no estado de transicdo, a energia de ligacdo (ALBERTS et
al., 2011; VOET; VOET, 1995).

A utilizacdo de enzimas como biocatalizadores é observada nas
mais variadas areas, dentre elas na industria quimica fina, farmacéutica,
de alimentos, cosméticos, téxtil, papel e celulose (CHOI; HAN; KIM,
2015). Com o desenvolvimento de novas tecnologias na area de
enzimologia, a biocatalise enzimatica vem substituindo os processos
quimicos tradicionais em diversas areas, com isso, espera-se que essa
substituicdo aumente nos proximos anos, a partir de estudos que
viabilizem suas aplicacbes em termos de estabilidade, eficiéncia
catalitica e especificidade (CHOI; HAN; KIM, 2015; LITTLECHILD,
2015).
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3.1.1 Lipases

As lipases (triacilglicerol lipase, nimero EC 3.1.1.3), sdo enzimas
de origem animal (pancredtica, hepatica e gastrica), microbiana
(bactérias e fungos) e/ou vegetal (PAQUES; MACEDO, 2006) as quais
catalisam diferentes reacdes como a hidrélise de triglicerideos, glicerol e
acidos graxos livres (SHARMA; CHAURASIA; DALAI, 2012), reacOes
de amindlise (MOUAD et al., 2016; PUERTAS et al., 1993; ZENG et
al., 2018) e lactonizacdo (ANTCZAK et al., 1991), hidrolise e a
transesterificacdo de ésteres (MORENO-PEREZ et al., 2015). Além
disso, possuem propriedades enantiosseletivas e catalisam a reacdo
reversa da sintese com o mesmo poder de reacdo (GUPTA; SAHAI,
GUPTA, 2007).

Na década de 1980, pouco conhecia-se sobre o0 uso industrial das
lipases, porém, o interesse no desenvolvimento de novas aplicagcGes em
produtos e processos fez com que aumentasse a variedade de lipases
disponiveis comercialmente, com propriedades especificas, alta
estabilidade e especificidade, largas faixas de uso de pH e temperatura
(MACRAE; HAMMOND, 1985; SHARMA et al., 2001; SINGH;
CHANDRAVEER; TRIPATHI, 2017).

Atualmente, as lipases possuem diversos usos em setores
industrias como catalisador bioldgico na inddstria alimenticia
(FERREIRA-DIAS et al., 2013; SHARMA et al., 2001) e na fabricacdo
de produtos quimicos com alto valor agregado (RAY, 2012). Na
industria de laticinios sdo aplicadas para modificar os comprimentos das
cadeias de acidos graxos, melhorando o sabor de queijos, na hidrélise da
gordura do leite e no amadurecimento de queijos (KHEADR;
VUILLEMARD; EL-DEEB, 2002). Além disso, sdo utilizadas na
remocdo de manchas e gorduras na industria de detergentes (SHARMA
et al., 2001; SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012). Em cosméticos sdo
utilizadas na fabricacdo de fragrancias de perfumes por meio da sintese
de ésteres (HOUDE; KADEMI; LEBLANC, 2004; RAY, 2012). Mais
especificamente, a lipase de Thermomyces lanuginosus possui aplica¢éo
na fabricacdo de detergentes e em processos biotecnolégicos como para
a producdo de biodiesel (PRICE et al, 2016; SINGH;
MUKHOPADHYAY, 2012).

Segundo Gandhi (1997), as reacdes catalisadas por lipases podem
ser divididas em duas classes: reacdes de hidrolise e de reagdes sintese.
Esta ultima ainda pode ser subdividida em reacdes de esterificacdo e de
transesterificacdo (reacOes de interesterificacdo, alcodlise e aciddlise).
Na Figura 2 sdo apresentadas as reacOes catalisadas por lipases.
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Figura 2 - Reacdes catalisadas por lipases.
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Fonte: PAQUES; MACEDO (2006).

As lipases diferem das esterases devido a interface de ativagdo
(HOUDE; KADEMI; LEBLANC, 2004). As lipases atuam na interface
oleo-agua (Figura 3), assim a catalise ocorre na interface entre o
substrato insollvel e a fase aquosa onde a enzima estd dispersa
(BROCKMAN; MOMSEN; TSUJITA, 1988). Dessa forma, essa
enzima possui a capacidade de hidrolisar diferentes ésteres de acidos
graxos sobretudo os insolGveis em agua (MACRAE; HAMMOND,
1985).
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Figura 3 - Interface de atuacéo das lipases.
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Fonte: Adaptado de BROCKMAN; MOMSEN; TSUJITA (1988).

A lipase Eversa® Transform 2.0, também conhecida como NS-
40116 ou lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL), estad entre as
lipases mais usadas em biotecnologia (FERNANDEZ-LAFUENTE,
2010). E uma hidrolase glicosilada que consiste de 269 residuos de
aminoacidos (Figura 4) (KUMAR et al, 2015) e possui uma
glicosilacdo na posicdo Asn33 (asparagina) (SKJOLD-JOIRGENSEN et
al., 2014).

Figura 4 - Estrutura da lipase de Thermomyces lanuginosus.

Fonte: KUMAR et al. (2015).
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3.1.2 Proteases

Proteases sdo classificadas na classe 3 das enzimas (hidrolases), e
subclasse 3.4 (peptideo-hidrolases ou peptidases). Formam uma grande
familia (EC 3.4), dividida em endopeptidades ou proteinases (EC 3.4
21-99) e exopeptidases (EC 3.4.11-19), de acordo com localizagdo da
ligagdo peptidica a ser clivada na cadeia peptidica (BEUNOM &
BOND, 1989 apud FEDATTO, 2004). As endopeptidases sdo
subdivididas conforme o grupo reativo no sitio ativo envolvido com a
catalise; em serina (EC 3.4.21), cisteina (EC 3.4.22), aspartico-
proteinases ou endopeptidases (EC 3.4.23) e metaloproteinases ou
metaloendopeptidases (EC 3.4.24). A protease de Bacillus sp. € uma
mistura de proteases, com ndmero EC 3.4.21.62 e 3.4.24.28. As
proteinases asparticas (Figura 5), contém cerca de 330 residuos de
aminodcidos e possuem dois l6bulos, compondo a fenda do centro ativo.

Catalisam a quebra de proteinas pela hidrolise (clivagem) das
ligacdes peptidicas entre os aminodacidos, inicialmente em peptideos
menores e depois em aminodcidos individuais (ALBERTS et al., 2011).
Algumas especificas, como a quimotripsina para ligacbes peptidicas
contendo residuos de aminoacidos com cadeias laterais hidrofdbicas; e a
tripsina para ligagdes peptidicas contendo residuos com cadeia lateral
com carga elétrica positiva, atuam apenas na ligacdo peptidica adjacente
a determinados residuos de aminoacidos, fragmentando a cadeia
polipeptidica de uma maneira reproduzivel e previsivel (NELSON;
COX, 2013). Dessa forma, a especificidade em reacfes individuais de
hidrélise pode ser adaptada para necessidades especificas (LI et al.,
2013).

Figura 5 - Estrutura cristalina para a protease de Aspergillus orzae.

Fonte: KAMITORI et al. (2003).
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As proteases possuem um vasto campo de aplicagcdo comercial,
desde aditivos em detergentes até uso terapéutico (LI et al., 2013).
Podem ser isoladas de animais, plantas, bactérias e fungos e
representaram mais de 60% do total de enzimas comercializadas
(RAMAKRISHNA; RAJASEKHAR; REDDY, 2010). S&o chamadas de
enzimas proteoliticas, proteases ou proteinases e pertencem ao grupo de
hidrolases que possuem envolvimento da agua na geracdo do produto.
As produzidas a partir de Bacillus sp. formam o mais importante grupo
de enzimas exploradas comercialmente (ANWAR; SALEEMUDDIN,
1998). Isso se deve ao fato de sua facilidade de adaptacéo e crescimento
tanto em meios complexos, quanto em meios sintéticos (GIONGO,
2006; TAKAMI; AKIBA; HORIKOSHI, 1989). Ainda, seu uso
industrial vem crescendo rapidamente nas Gltimas duas décadas na
industria terapéutica (LI et al., 2013).

3.2 CAMPO MAGNETICO

Por definicdo, campo magnético é a regido ao redor de um ima
onde se tem uma forca magnética de atracdo/repulsdo (SAMBAQUI;
MARQUES, 2010), podendo ser produzida por duas formas, com a
utilizacdo de particulas eletricamente carregadas em movimento, como
uma corrente elétrica em um fio ou utilizando particulas elementares,
como os elétrons (HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2015).

Quando os campos magnéticos de determinados materiais se
combinam para produzir um campo magnético nas vizinhangas do
material, se tem a formacdo de um campo magnético permanente
(HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2015). As propriedades
magnéticas dos materiais sdo resultantes de todos 0s momentos
dipolares, e podem ser classificados em diamagnetismo,
paramagnetismo e ferromagnetismo (HALLIDAY; RESNICK;
WALKER, 2015; SAMBAQUI; MARQUES, 2010).

O diamagnetismo é uma propriedade de todos os materiais, mas
por ser fraco, normalmente ndo é observado em materiais que possuem
uma das outras propriedades. Todo material diamagnético submetido a
um campo magnético externo apresenta um momento dipolar magnético
orientado no sentido contrario ao do campo magnético externo
(HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2015; SAMBAQUI; MARQUES,
2010; SUN et al., 2013). Esses materiais sdo aqueles ndo magnéticos,
com permeabilidade magnética inferior a do vacuo (SAMBAQUI,
MARQUES, 2010).
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O paramagnetismo é observado em materiais com elementos da
familia dos metais de transicdo, da familia das terras raras ou da familia
dos actinideos cujos atomos possuem momentos dipolares magnéticos
totais diferentes de zero, com campo magnético resultante zero quando
submetido a um campo magnético externo e apresenta momento dipolar
magnético orientado no mesmo sentido do campo magnético externo ao
qual esta exposto (HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2015; SUN et
al, 2013). Os materiais com esta propriedade apresentam
permeabilidade maior que a do vacuo (SAMBAQUI; MARQUES,
2010).

Ja o ferromagnetismo esta presente apenas no ferro, niquel,
cobalto, gadolinio e disprosio e em liga desses materiais. Os momentos
dipolares magnéticos de atomos vizinhos desses materiais se alinham,
produzindo regides de intensos momentos magnéticos, quando
submetido a um campo magnético externo, adquire um grande momento
dipolar magnético na mesma direcdo do campo ao qual estd exposto
(HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2015; SAMBAQUI; MARQUES,
2010; SUN et al., 2013). Esses materiais apresentam permeabilidade
magnética de centenas e até milhares de vezes maior que a do vacuo
(SAMBAQUI; MARQUES, 2010).

Uma das principais vantagens dos campos magnéticos
permanentes é o fato que podem ter tamanho pequeno sem perder ou
reduzir a forca do campo magnético (HALBACH, 1980; INSINGA et
al., 2016). Anteriormente a década de 1960, o campo magnético mais
alto obtido por imds permanentes era limitado, e a descoberta de
elementos de terrar raras, de uma nova familia de materiais magnéticos
permanentes mudou esse cenario (INSINGA et al., 2016). Assim, 0s
mais frequentes imas de terras raras encontrados sdo os de samario-
cobalto e neodimio-ferro-boro (NdFeB), podendo alcancar densidades
de fluxos tdo altas quanto 1,48 T (HALLIDAY; RESNICK; WALKER,
2015; INSINGA et al., 2016).

Conforme Rosen (2003), os campos magnéticos podem ser
classificados de acordo com a sua densidade de fluxo magnético como
fracos, sendo aqueles cuja densidade é menor que 1 mT, de intensidade
moderada apresentando densidade entre 1 mT e 1 T, forte com
densidade entre 1 T e 5 T e os ultra forte com densidade superiora 5 T.

Em 1973, através de um novo arranjo geométrico de blocos de
imas, o cilindro de Halbach, produzindo densidade de fluxo magnético
homogéneo, foi reportado (HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2015;
INSINGA et al., 2016). Dentro do cilindro a densidade de fluxo gerada
ndo apresenta limite tedrico, se for utilizado material magnético
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suficiente, além disso, o arranjo é perfeitamente auto-isolado, sem que
haja o escape de linhas de fluxo magnético da superficie externa do ima
(INSINGA et al., 2016; TUREK; LISZKOWSKI, 2014). Os imas
cilindricos de Halbach sdo cilindros ocos magnetizados
perpendicularmente ao eixo Z (Figura 6) de tal maneira que a direcdo de
magnetizacdo gira continuamente com sua posi¢do angular (INSINGA
etal., 2016; TUREK; LISZKOWSKI, 2014).

Figura 6 - Cilindro de Halbach (1980) e as alteragdes na orientagdo o da
magnetizacdo M com angulo azimutal ¢.

Fonte: TUREK; LISZKOWSKI (2014).

3.2.1 Campo magnético em sistemas bioldgicos

Os efeitos do campo magnético em sistemas bioldgicos sdo
controversos, principalmente em funcéo do tempo de exposi¢do, forma
de exposicdo e intensidade do campo utilizados. A exposi¢do ao campo
magnético por organismos biolégicos pode ser benéfica, irrelevante ou
prejudicial a esses organismos (GRISSOM, 1995).

Existem inGmeros estudos que visam observar os efeitos de
campos magnéticos em diversas aplicacdes. A Tabela 1 apresenta um
resumo de alguns trabalhos que estudaram o efeito do campo magnético
sobre propriedades fisicas e estruturais de diferentes enzimas. Cabe
mencionar, que apesar das altera¢fes na atividade catalitica de enzimas
submetidas a tratamentos com campo magnético, e dos relatos na
literatura, poucos trabalhos apresentam estudo dos efeitos da aplicagédo
do campo magneético a nivel enzimatico/proteico estrutural.
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3.3 TECNICAS DE CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE
PROTEINAS

3.3.1 Dicroismo circular e estabilidade térmica

Espectroscopia de dicroismo circular (DC) é uma técnica que
permite analisar a estrutura secundaria de proteinas em solucdo através
da mudanga na polarizacdo da luz UV. Baseia-se no fato de que os
grupos cromdforos interagem com a luz polarizada, em um ambiente
assimétrico. A forma assimétrica estrutural da enzima, leva a diferencas
de absorcédo da luz circularmente polarizada para a esquerda em relagdo
a direita (Figura 7) (GREENFIELD, 1996; NELSON; COX, 2013;
RANJBAR; GILL, 2009).

Figura 7 - Esquema da andlise de dicroismo circular.

Fonte ndo Polarizador Polarizador Célula de Espectro de
polarizada plano circular anélise Dicroismo Circular

SR |
Elipticidade
e
\/Comprimento de
“ onda

Fonte: Adaptado de RANJBAR; GILL (2009).

Desde a década de 1960, o DC é um método utilizado em
biologia estrutural para analise de proteinas, polipeptideos e estruturas
peptidicas (WHITMORE; WALLACE, 2008). Essa técnica
espectroscopica ndo é utilizada apenas para determinar a estrutura
secundaria das proteinas, mas também para fornecer informacdes sobre
as interagdes ligante-proteinas e monitorar o dobramento/desdobramento
das proteinas (MILES; WALLACE, 2016; WHITMORE; WALLACE,
2008).

Bandas espectrais sdo atribuidas a caracteristicas estruturais
especifica de uma molécula, pois os sinais de DC somente ocorrem em
regides onde ha absorcdo de radiacdo (KELLY; JESS; PRICE, 2005;
MILES; WALLACE, 2016). Ligacbes peptidicas possuem absor¢do
abaixo de 240 nm, cadeias laterais de aminoécidos arométicos tem
absorcgéo entre 260 e 320 nm e as ligacdes dissulfureto bandas fracas em
aproximadamente 260 nm sendo esses alguns exemplos de cromoforos
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de interesse em proteinas. Diferentes tipos de estrutura secundaria
normalmente encontrados em proteinas geram caracteristicos espectros
UV, como os apresentados na Figura 8 (KELLY; JESS; PRICE, 2005).

Figura 8 - Espectro DC associado com diferentes tipos de estrutura secundaria.

Antiparalela B-folha

[6] (deg cm? dmol-Y)
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Qutra (aleatdria) =
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180 200 220 240 260

Comprimento de onda (nm)
Fonte: Adaptado de Brahms & Brahms (1980) apud JOHNSON JR (1988).

A desnaturacdo de proteinas estd relacionada com a baixa
estabilidade e alteragdes do equilibrio das fracas for¢as que mantém sua
conformagdo nativa. Suas propriedades sensiveis, como rotagéo oOpticas,
adsorcdo UV e viscosidade, mudam drasticamente em uma estreita faixa
de temperatura quando a proteina em solucdo é aquecida. Essa mudanca
quase descontinua aponta que a estrutura da proteina nativa se desdobra
de maneira cooperativa, desdobramentos parciais da estrutura
desestabilizam a estrutura remanescente entrando em colapso (MIOTTO
et al., 2018; NELSON; COX, 2013; VOET; VOET, 1995). O ponto
médio desse processo é equivale a temperatura de desnaturacdo (melting
temperature — T).

Dessa maneira, T pode ser definida como a temperatura onde a
concentragdo da proteina em seu estado dobrado é igual a concentracéo
em seu estado desdobrado (MIOTTO et al., 2018). Proteinas, em sua
maioria, possuem valores de Tr abaixo de 100 °C, com excecédo para as
proteinas de bactérias termofilicas com temperaturas préximas a 100 °C
(VOET; VOET, 1995).
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3.3.2 Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia é uma técnica rapida, ndo
destrutiva, com alta sensibilidade e especificidade na qual uma molécula
eletricamente excitada decai ao seu estado fundamental emitindo um
féton (ENGELEN, 2006; GHISAIDOOBE; CHUNG, 2014; VOET;
VOET, 1995). Consequentemente, um préton emitido por fluorescéncia
geralmente tem um comprimento de onda maior que inicialmente
absorveu (VOET; VOET, 1995).

E uma técnica utilizada no estudo de peptideos e proteinas, pois
0s aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina e fenilalanina) oferecem
fluorescéncia intrinseca de conformacéo e interagdes intermoleculares
(CHEN; BARKLEY, 1998). Através dela, é possivel obter informacdes
a respeito de macromoléculas como conformacdo, sitios de ligagao,
interacbes com solventes, grau de flexibilidade (PAVONI,
SPIROPULOQS, 2014). De maneira geral, se a estrutura da enzima €
conhecida, se pode interpretar as mudancas na fluorescéncia de algum
grupo cromoforo como alteragdo em termos estruturais (CHEN;
BARKLEY, 1998; GHISAIDOOBE; CHUNG, 2014).

3.3.3 Espectrometria de massas

Ha muito tempo, o espectrdmetro de massa tem sido utilizado
como ferramenta para anélises quimicas, e a utilizagdo de técnicas de
ionizagdo desenvolvidas mais recentemente permitem analisar
moléculas ndo volateis e grandes, como é o caso da ionizacdo por
dessorgdo a laser assistido por matriz (MALDI) (PAVIA; LAMPMAN;
KRIZ, 2001).

Nessa técnica, a amostra é dispersa ou dissolvida em uma matriz
e colocada no caminho de fotons de alta intensidade; a colisdo desses
fétons com a amostra ioniza moléculas da amostra e as expele da
superficie; os ions expelidos sdo acelerados na direcdo do analisador
(ALBERTS et al., 2011; NELSON; COX, 2013; PAVIA; LAMPMAN,;
KRIZ, 2001). Quando as moléculas carregadas sdo introduzidas em um
campo magnético e/ou elétrico, cujos caminhos percorridos no campo
sdo funcdo da razdo entre as massas e suas cargas, m/z. Mais
especificamente, a espectrometria de massas de dessorcdo/ionizacdo a
laser assistida por matriz (MALDI-MS), consiste na disposicdo de
proteinas em uma matriz absorvedora de luz; as proteinas sdo ionizadas
com o pulso curto de luz a laser e dessorvidas da matriz no sistema de
vacuo(NELSON; COX, 2013). A espectrometria de massa MALDI ¢
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utilizada quando a amostra tem grande faixa de pesos moleculares, e
exige pequenas quantidades de amostra (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ,
2001).

3.4 CONSIDERACOES DO ESTADO DA ARTE

Na revisdo bibliogréfica foi apresentado o estado da arte a
respeito das aplicagdes do campo magnético no tratamento de enzimas,
e o relato dos principais efeitos que levam as alteragBes da atividade
enzimatica. A utilizacdo de campo magnético como tratamento de
enzimas € interessante por apresentar como vantagens, baixo custo de
funcionamento e a baixa toxidade e geracdo de poluentes ou ainda o uso
de solventes organicos.

No entanto, os resultados quanto da acdo de campo magnético em
enzimas ainda sdo controversos. Alguns estudos observaram aumento da
atividade enzimatica, enquanto outros obtiveram reducdo dessa
atividade em decorrente da exposi¢cdo a um dado campo magnético, ou
nenhum efeito observado. Além disso, é imprecisa a comparagdo entre
os efeitos de campos magnéticos em enzimas, decorrente das variacdes
nas condi¢Bes experimentais e enzimas utilizadas. De acordo com
Albuquerque e colaboradores (2016) as condi¢Oes experimentais variam
muito, desde diferentes tempos de exposicao (segundos, minutos, horas
e até dias), diversidade de enzimas, forma de exposicao (estatica ou com
recirculacdo), até a densidade de fluxo magnético (10°a 10 T).

Nesse sentido, se evidencia a importancia desse estudo na
avaliacdo dos efeitos de campos magnéticos permanentes na atividade
das enzimas lipase e protease, a fim de elucidar o efeito do campo
magnético na estabilidade e atividade dessas enzimas, assim como nas
mudancas conformacionais.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os materiais utilizados, o
aparato experimental empregado e os métodos para a realizacdo deste
trabalho, bem como as metodologias de analises de conformacao
estrutural de enzimas e sua caracterizacdo. O aparato experimental com
campo magneético foi disponibilizado pelo Laboratério de Separagéo por
Membranas (LABSEM), as andlises de conformacdo foram realizadas
no Laboratério Central de Biologia Molecular Estrutural (CEBIME), e
as demais analises no Laboratorio de Transferéncia de Massa
(LABMASSA), todos da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC).

4.1 MATERIAIS

No preparo de todas as solucdes utilizou-se agua ultrapura Milli-
Q® com resistividade de 18,2 MQ.cm a 25 °C. Foram utilizadas duas
enzimas, Protease de Bacillus sp., comercial liofilizada, adquirida da
Sigma-Aldrich com pureza < 100%. A lipase Eversa® Transform 2.0
(NS-40116) em formulacdo liquida foi cedida pelo fabricante
Novozymes®. Para o ajuste do pH das solucdes foram utilizados os
seguintes reagentes, na concentracdo de 50 mmol.L*: acetato de sddio
anidro (99%,Vetec) e acido acético glacial (99,5%, Lafan) para pH 5,0,
fosfato de potassio monobasico anidro (98%, Vetec) e fosfato de sddio
dibésico dihidratado (99% Vetec) para pH 7,0, Tris (hidroximetil)
aminometano (99,8%, Vetec) e é&cido cloridrico (37%, Quimica
Moderna) para pH 9,0.

Para determinacdo da atividade enzimatica foram utilizados os
reagentes: 4-nitrofenol (99,5%, Sigma-Aldrich), alcool etilico absoluto
(Neon), fosfato de sodio dibasico dihidratado (99%, Vetec), fosfato de
sodio monobasico anidro (98%, Neon), hidréxido de sédio perolado,
(97%, Lafan), p-nitrofenil palmitato (p-NPP, 99%, Sigma-Aldrich),
acido tricloroacético (99%, Vetec), caseina (100%, Vetec) e L-tirosina
(99%, Vetec).

4.2 APARATO E PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para 0s ensaios com exposicdo ao campo magnético, dois
diferentes aparatos experimentais foram utilizados. O primeiro aparato
(Figura 9A) foi formado pela presenga de imas permanentes de
neodimio-ferro-boro (Nd:Fe14B) no arranjo de Halbach (HALBACH,
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1980), com densidade de fluxo magnético de 1,34 T. O segundo aparato
experimental (Figura 9B), foi formado por dois imés permanentes de
Nd2FesB com dimensbes de 50x50x25 mm, resultando em uma
densidade de fluxo magnético de 0,7 T. A medicdo da densidade de
fluxo magnético foi realizada com um transdutor de campo magnético
(modelo TMAG-IT, Globalmag Ltda. Brasil).

Figura 9 - Campo magnético de Nd,Fe1sB com densidade de fluxo magnético de
(A)1,34T(B)0O,7T.

A B

Fonte: Acervo do autor.

Os ensaios em campo magnético foram conduzidos de forma
estatica e com recirculacdo da solucdo enzimatica, ambos a temperatura
ambiente (25 °C). Na forma estatica, as solugdes contendo a enzima
foram colocadas em pipetas de Pasteur, devidamente posicionadas no
centro do campo magnético, com tempo de exposicao fixo em 2 h. No
sistema com recirculacdo, solucbes enzimaticas foram expostas ao
campo magnético com recirculagdo, onde variou-se o tempo de
exposicdo junto com a intensidade de fluxo magnético. Em ambas as
formas de exposicdo foram conduzidas amostras controle, onde a
enzima foi mantida nas mesmas condi¢des operacionais exceto pela
auséncia do campo magnético.

Para o sistema com recirculacdo (Figura 10), uma bomba de
diafragma (SHURflo, modelo 8090-511-246), com vazdo ajustada para
0,06 L.min foi utilizada e uma célula de ago inoxidavel com area de
0,0029 mz, foi posicionada entre os imds permanentes. Para completar o
volume morto do sistema, foi utilizado um tanque de alimentacéo de até
100 mL.
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Figura 10 - Esquema do aparato experimental com recirculacdo de solucéo
enzimatica com densidade de fluxo magnético de (A) 0,7 T, (B) 1,34 T e (C)
controle (O T).
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Fonte: Acervo do autor.

Foram utilizadas concentragbes diferentes de acordo com a
enzima utilizada. Essas concentragdes foram pré-determinadas de forma
a conseguir quantificar a atividade enzimatica e as andlises de
conformacdo. A concentracdo da protease de Bacillus sp. e lipase NS-
40116 foi mantida fixa para todos os ensaios em 2 g.L ! e 5 g.L?,
respectivamente.

Periodicamente, o sistema foi amostrado a fim de avaliar a
influéncia do campo magnético na atividade enzimética. Os resultados
referentes a atividade enzimatica sdo expressos em porcentagem de
atividade relativa a amostra controle e foram calculados utilizando a
Equagdo (1):

Atlvldadeamostru avaliada

%AR =

_ Anvn x 100 % Equagdo (1)
Atividadegmostra controle

4.2.1 Dialise e liofilizacdo da lipase Eversa® Transform 2.0 (NS-
40116)

A fim de promover a remoc¢do de impurezas e estabilizantes do
caldo enzimético, assim como promover a concentracdo do caldo
enzimatico, a enzima Eversa® Transform 2.0 foi dialisada em tamp&o
fosfato de sédio 20 mmol.L* pH 7,0, por 120 horas com trocas
periddicas de tampdo. Em seguida, a enzima foi congelada em ultra
freezer a -20 °C, liofilizada por 48 horas (Liofilizador Liotop modelo
L101n) e armazenada a temperatura de refrigeragéo de 4 °C.
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4.2.2 Determinacéo da atividade enzimatica
4.2.2.1 Lipase Eversa® Transform 2.0 (NS-40116)

A atividade enzimatica da lipase NS-40116 foi mensurada pela
metodologia descrita por Chiou; Wu (2004), com adapta¢des. Uma
aliquota de 0,1 mL da solucdo enzimatica (5 g.L ) foi adicionada em
uma mistura contendo 1 mL de p-NPP 0.5% (w/v em etanol) e 1 mL de
tampao fosfato de sédio (50 mmol.L%, pH 7,0), e incubados por 5 min a
30 °C. Interrompeu-se a reacdo com a adi¢do de 2 mL de hidroxido de
sodio (100 mmol.L1). O aumento da absorbancia a 400 nm causado pela
hidrélise do p-NPP e a formagdo de p-nitrofenol foi medido em
espectrofotdmetro (Shimadzu, UVmini-1240). O branco foi realizado na
auséncia de enzima, a amostra controle foi realizada na presenca de
enzima sem exposi¢do ao campo magnético (0 T) e a amostra tratada foi
realizada com a enzima que sofreu tratamento prévio com campo
magnético. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como
a quantidade de enzima que catalisa a producdo de 1 umol de p-
nitrofenol por minuto, sob condi¢des experimentais.

4.2.2.2 Protease de Bacillus sp.

A determinacdo da atividade enzimatica da protease de Bacillus
sp. foi realizada através da adaptacdo da metodologia descrita por
Santhi, (2014), utilizando caseina como substrato.

Para a solucdo de caseina foi necessario a preparacdo de uma
solucéo contendo fosfato de sddio dibasico (50 mmol.L!) e hidroxido de
sédio (1 mol.L?), na proporcdo de 20% e 3%, respectivamente, do
volume final da solucdo de caseina. A quantidade de caseina necessaria
para a concentracdo de 1% (m/v, volume final da solugdo) foi
acrescentada sob constante agitacdo na solucéo de fosfato e hidréxido de
sodio até dissolver completamente. O pH dessa solucdo foi ajustado para
7,0 com adicdo de fosfato de potassio (50 mmol.L?) e o volume final foi
ajustado com tampéo fosfato (50 mmol.L%, pH 7,0).

O meio reacional foi composto de 1 mL de solucdo enzimética (2
g.L™?) adicionada em 1 mL de caseina 1% (m/v, pH 7,0), mantido por 10
min a 37 °C. A reac¢do foi interrompida pela adi¢cdo de 2 mL de 4cido
tricloroacético (TCA) a 10% (m/v) e armazenada em temperatura
ambiente por 30 min, seguida de centrifugacdo (10000 rpm por 10 min).
O sobrenadante foi examinado por espectrometria (Shimadzu UVmini-
1240) em 275 nm comparado com uma curva padrdo de tirosina. Uma
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unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de
enzima requerida para a producdo de 1 pmol de tirosina por minuto, sob
condicdes experimentais.

4.2.3 Avaliagdo da atividade enzimatica com o tempo

Visando avaliar a capacidade da enzima em manter a alteragdo da
atividade provocada pelo campo magnético, na melhor condigdo
encontrada nos experimentos realizados, as amostras foram mantidas
sob temperatura de refrigeragdo (4 °C) e em intervalos definidos de
tempo, aliquotas foram retiradas e quantificadas em relacdo & atividade
de hidrdlise de p-NPP (conforme item 4.2.2.1).

4.2.4 Espectrometria de massas (MALDI-TOF)

A massa molar da lipase controle em tampao e agua ultrapura foi
determinada por MALDI-TOF-MS (espectrometria de massas de tempo
de ionizagdo e dessorcdo a laser assistida por matriz e analisador de
tempo-de-voo). Cada amostra (1 g.L! em &gua ou tampdo PBS, 50
mmol.L?) foi misturada com uma matriz ionizante composta de acido
sinapinico 10 mg.mL, acetonitrila 70% (v/v), &cido trifluoroacético
0,1% (v/v), na propor¢do 1:3 (amostra: matriz (v/v)). Em seguida, o
volume de 1 pL desta mistura foi aplicado em duplicata sobre a placa
alvo de aco polido MALDI. As amostras foram analisadas no
equipamento AutoFlex Il Smartbeam (Bruker Daltonics GmbH —
Bremen) modo de deteccdo linear positivo com acumulo de 2500
disparos e intensidade de laser de 30%. Os dados foram processados
usando FlexAnalysis 3.4 (Bruker Daltonic GmbH — Bremen).

4.2.5 Ensaios de dicroismo circular (DC) e estabilidade térmica
(Tm)

Dicroismo Circular (DC) foi utilizado para determinar a estrutura
secundaria da enzima. E uma forma de espectroscopia de absorcio de
luz que mensura a diferenca de absorcdo da luz circularmente polarizada
a direita e a esquerda. Para tanto, a solucdo de enzima previamente
exposta ao campo magnético foi utilizada para analisar a integridade das
estruturas  secundarias e monitorar as possiveis mudancas
conformacionais induzidas devido ao fluxo magnético.

Os espectros de DC foram tomados a 25 °C, utilizando um
espectropolarimetro de Dicroismo Circular (Jasco modelo J-815) com
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acessorio de Peltier PDF-425S/15. Utilizando uma cubeta de quartzo de
0,5 mm de caminho Optico, os dados foram mensurados na faixa de
comprimento de onda UV (250 - 190 nm), com intervalo de
comprimento de onda de 1,0 nm, resolucdo de 0,5 nm, D.I.T de 8
segundos e velocidade de varredura de 50 nm.min, com o actimulo de
3 varreduras para cada amostra.

As amostras foram analisadas na concentracdo de 1 g.L* (tampéo
PBS 50 mmol.L1, pH 7,0), nas condigdes: controle (sem campo e com
recirculagdo), e recirculagdo com exposicdo ao campo magnético
(densidade de fluxo magnético de 0,7 e 1,34 T). As contribuicdes do
tampdo obtidos sob condigdes idénticas foram subtraidas e todos os
espectros foram corrigidos a fim de eliminar qualquer efeito de ruido. A
andlise dos dados foi realizada usando o programa K2D3 Server,
conforme descrito por Louis-Jeune; Andrade-Navarro; Perez-Iratxeta
(2012), os resultados foram expressos em termos de contetdo de o-
hélice (%) e B- folhas (%).

Os dados de estabilidade térmica foram coletados no
comprimento de onda de 222 nm com aumento de temperatura de 1
°C.min, na faixa de temperatura de 55 até 100 °C.

4.2.6 Espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos usando um
espectrofluorimetro Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer
(Agilent Technologies) utilizando uma cubeta de quartzo de caminho
optico de 10 mm. As amostras controle e tratadas em concentracdo de 5
g.L? (tampdao PBS pH 7,0, 50 mmol.L!), foram excitadas no
comprimento de onda de 270 nm e a emissdo de fluorescéncia foi
acompanhada entre 275 a 450 nm, a temperatura de 25 °C. A abertura da
fenda foi de 20 nm, que compreende a quantidade de luz que atingira a
amostra. A velocidade de varredura foi de 600 nm.min e intervalo de
coleta de dados de 1,0 nm.

A intensidade de fluorescéncia e a emissdo maxima foram
determinadas de acordo com o pico dos espectros de emissdo. Todas as
andlises foram feitas através de 3 varreduras. As contribuicBes do
tampdo obtidas nas mesmas condi¢bes foram descontadas de todos os
espectros, para corrigir e eliminar qualquer efeito de ruido
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

No presente capitulo serdo apresentados e discutidos os
resultados obtidos neste trabalho. Primeiramente, os resultados obtidos
para a Protease de Bacillus sp., e depois para a lipase Eversa®
Transform 2.0 (NS-40116). Resultando na determinacdo da enzima a ser
estudada, tempo, pH e forma de exposicdo ao campo magnético, bem
como a avaliacdo da atividade e estabilidade da lipase NS-40116 livre
antes e ap0s exposi¢do ao campo magnético. Ainda, serdo relacionados
os resultados sobre as modificagbes de conformacéo estrutural da
enzima.

5.1 PROTEASE DE Bacillus sp.

5.1.1 Influéncia da exposicao estatica ao campo magnético na
atividade enzimatica

Para avaliar a influéncia da exposi¢cdo ao campo magnético de
forma estatica na atividade enzimatica, a protease de Bacillus sp. foi
diluida (2 g.LY) em diferentes tampdes 50 mmol.L? (acetato pH 5,0,
fosfato pH 7,0 e Tris-cloridrato pH 9,0), entdo 2 mL dessas solucdes
foram expostas ao campo magnético de 0,7 T e 1,34 T, a 25 °C por um
tempo fixo de 2 horas. Paralelamente, a amostra controle néo foi exposta
ao campo magnético (densidade de fluxo magnético de 0 T).

Os resultados da exposicdo de forma estatica na atividade da
protease sdo apresentados na Figura 11. E possivel perceber que nio
houve diferenca na atividade enzimatica em relagdo ao controle,
independente da densidade de fluxo magnético utilizada e o pH da
solucdo enzimatica. A atividade enzimatica apresentada pelas amostras
controle foram de 0,014+0,04, 0,280+0,01 e 0,293+0,01 U/mg de
enzima, para pH 5,0, 7,0 e 9,0, respectivamente. Em relag8o a atividade
em pH 5, pode-se concluir que este afetou de forma negativa a atividade
independente da exposicdo ou ndo ao campo magnético, sendo,
portanto, a protease de Bacillus sp. uma protease alcalina.

Esses resultados sdo condizentes com o estudo feito por
Rabinovitch; Maling; Weissbluth (1967), onde a reatividade da tripsina
foi testada em campo magnético de 22 T, por até 20 min e nédo foi
observado diferenga quando comparado com a amostra sem tratamento
com campo magnético. Ainda, os autores relataram ndo haver variacao
na quantidade de produto formada, em comparagcdo com a amostra
controle; sugerindo que um gradiente de campo possibilitaria uma
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mudanca na frequéncia de colisdo entre a enzima e o substrato, se 0
gradiente afetasse a distribuicdo normal das energias das moléculas.

Figura 11 - Atividade relativa da Protease de Bacillus sp. tratada com campo
magnético por 2 h, em modo estatico, 25 °C em diferentes valores de pH.
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Fonte: Acervo do Autor.

5.1.2 Influéncia da exposicdo ao campo magnético com recirculacéo
e do tempo de exposicdo na atividade enzimatica

Para avaliacdo da influéncia da recirculacdo e do tempo de
exposicdo, foram utilizados 100 mL da solucdo enzimética para
preencher o volume morto do sistema. O pH das solu¢des foi avaliado
em 5,0, 7,0 e 9,0. Para esse sistema, a influéncia do tempo de exposicéo
ao campo magnético foi avaliada em 1, 2 e 4 horas de recirculagio.
Afim de evitar qualquer interferéncia do sistema utilizado, o controle foi
realizado com recirculacdo de solucdo enzimatica, porém, sem
exposicdo do médulo ao campo magnético (0 T).

Os resultados com recirculagdo da solucdo enzimatica da protease
estdo na Figura 12, com os respectivos valores de atividade controle
apresentados na Tabela 2.



57

Figura 12 - Atividade relativa da protease de Bacillus sp. em fungéo do tempo e

campo magnético, em tampéo (A) pH 5,0, (B) pH 7,0 e (C) pH 9,0.
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Tabela 2 - Atividade das amostras controle da Protease de Bacillus sp. em
diferentes valores de pH e tempo de recirculacéo.

Tempo de Atividade* Atividade* Atividade*
recirculacdo (h)  controlepH 5,0  controle pH 7,0  controle pH 9,0
1 0,129 0,261 0,275
2 0,106 0,242 0,237
4 0,091 0,237 0,222

*Atividade expressa em U/mg de enzima.
Fonte: Acervo do Autor.

Para o pH 5 (Figura 12A) ndo foi observado variagdo da atividade
da protease em funcdo do tempo de recirculagdo/exposicdo ao campo
magnético. Apds 1 h de recirculacdo, a atividade reduziu em
aproximadamente 5% para 0s campos magnéticos de 0,7 e 1,34 T. Apds
2 h de recirculagdo, a atividade teve um leve incremento de
aproximadamente 4 e 5%, com campo magnético de 0,7 e 1,34 T,
respectivamente. Em 4 h de recirculagdo, a atividade enzimatica
aumentou 6 e 1% em relacdo ao controle, quando exposta ao campo
magnético de 0,7 e 1,34 T, respectivamente.

Em relacdo a atividade proteolitica antes da exposicdo utilizando
0 sistema de recirculacdo, foi observado uma redugdo na atividade ao
longo do tempo de 80, 66 e 57% para 1, 2 e 4 horas de recirculagéo,
sendo que essa reducdo também foi observada para a amostra sem
recirculacdo. Assim, foi possivel concluir, que o pH afetou de forma
negativa a atividade da protease de Bacillus sp.

Para o pH de 7,0 (Figura 12B), quando exposto ao campo
magnético de média intensidade (0,7 T) houve uma reducdo de
aproximadamente 6, 10 e 13%, respectivamente para 1, 2 e 4 horas de
exposicao. Para a amostra submetida ao campo de alta intensidade (1,34
T) também foi observada reducdo da atividade frente ao controle, de
aproximadamente 4, 7 e 12%, respectivamente ap6s 1, 2 e 4 horas de
recirculagdo. Por outro lado, a amostra controle, manteve sua atividade
por 2 horas, e apds 4 horas de recirculacdo apresentou reducdo de 22%
da atividade inicial.

A enzima diluida em pH 9,0 (Figura 12C) ndo apresentou
influéncia ao campo magnético de alta intensidade (1,34 T). Apés 1 e 2
h de exposicdo, a atividade foi aproximadamente 2% superior ao
controle. Enquanto que ap6s 4 horas, a atividade resultante foi de
aproximadamente 2% inferior a amostra controle. JA com exposicao ao
campo de intensidade moderada (0,7 T), ap6s 1 h de recirculacdo a
atividade foi 6% superior ao controle. Enquanto que apés 2 e 4 h a
atividade foi 2% inferior ao controle. A atividade da amostra controle
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foi constante nas primeiras duas horas de recirculacéo e ap6s 4 horas, a
atividade reduziu aproximadamente 15% em relacdo a atividade inicial.
A reducdo com 4 horas de recirculagdo para a amostra controle, pode ser
um indicativo que o sistema utilizado pode afetar a atividade proteolitica
da enzima a partir de 2 h de recirculacéo, causando alguma mudanca na
atividade.

A ndo influéncia do campo magnético na atividade proteolitica
encontrada nesse estudo, condiz com relatos na literatura. Rabinovitch;
Maling; Weissbluth (1967) examinaram o efeito do condicionamento da
enzima tripsina em um campo magnético de 22 T, como pré-tratamento
enzimatico e nenhum efeito na atividade foi observado quando
comparadas as solucOes pré-tratadas com as amostras controle. Amara et
al. (2007) investigaram o efeito da exposi¢do do campo magnético (250
mT) na atividade de enzimas antioxidantes (catalase, glutationa
peroxidase e superoxido dismutase), e concluiram que a exposi¢do por
até 3 horas ndo causou estresse oxidativos nas enzimas avaliadas.

5.2 LIPASE EVERSA® TRANSFORM 2.0
5.2.1 Espectrometria de massas (MALDI-TOF-MS)

Com o objetivo de determinar a massa molar total da proteina
apos dialise e liofilizacdo, amostras dessa enzima foram submetidas a
andlise por espectrometria de massas. Na Figura 13 é apresentado o
resultado da anélise em MALDI-TOF-MS demonstrando a identificacdo
de um pico em 31,578 m/z correspondente a massa molar da proteina
(31,579 kDa).

A lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) produzida por uma
cepa geneticamente modificada de Aspergillus oryzae possui 269
residuos de aminoacidos na sua sequéncia primaria, sendo quatro deles
triptofano (89, 117, 221 e 260) (Gongalves et al., 2014). A massa molar
dessa lipase é de aproximadamente 30 kDa e é mono-glicolisada em
Asn33 (asparagina), adicionando aproximadamente 2 kDa a massa
molar final da enzima (Pinholt et al., 2010).

Dessa forma, o resultado da espectrometria de massas sugere que
a NS-40116 apos didlise e liofilizagdo, € uma TLL monoglicosilada em
Asp33, tem uma modificagdo pds traducional do tipo glicosilacdo em
um residuo de aminoécido, o que corrobora com estudos anteriores.
Gongalves et al. (2014) observaram um sinal amplo em cerca de 31,5
kDa, para ion monocarregado, compativel com a forma monoglicosilada
em Asn33, quando investigaram a conformacgdo da TLL em solucdo.
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Pinholt et al. (2010) determinaram a massa molar da TLL néo-
glicosilada de 29,343 kDa (tedrica), penta-glicosilada de 40,906 kDa e
para a monoglicosilada de 31,708 kDa.

Figura 13 - Espectro de massa da enzima Eversa® Transform 2.0 (1 g.L' em
agua ultrapura).
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Fonte: Acervo do Autor.

5.2.2 Influéncia da exposicao estatica ao campo magnético na
atividade enzimética

A fim de avaliar a influéncia da exposicdo ao campo magnético
de forma estdtica na atividade enzimatica, foram realizados esses
ensaios. Para tanto, a lipase Eversa® Transform 2.0 (NS-40116) foi
diluida (5 g.LY) em diferentes tampdes 50 mmol.L? (acetato pH 5,0,
fosfato pH 7,0 e Tris-cloridrato pH 9,0), entdo 2 mL dessas solucdes
foram expostas ao campo magnético de 0,7 T e 1,34 T, a 25 °C por um
tempo fixo de 2 horas. Paralelamente, a amostra controle néo foi exposta
ao campo magnético (densidade de fluxo magnético de 0 T).

Os resultados da lipase sdo apresentados na Figura 14, onde é
observado que esta enzima ndo sofreu influéncia do campo magnético
em comparagdo com a amostra controle (0 T), com excecdo de quando
exposta ao campo magnético de 0,7 T e pH 7,0, o qual teve um efeito
negativo. As amostras controle apresentaram atividades de 0,746+0,082,
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0,690+0,066 e 0,842+0,024 U/mg de enzima, para pH 5,0, 7,0 e 9,0,
respectivamente.

Essa reducdo na atividade da lipase de 24% corrobora com o0s
estudos realizados por Morelli et al. (2005), onde diferentes enzimas
foram expostas a um campo magnético de 2,5 mT. Os autores
reportaram a redugdo na atividade enzimética da fosfatase alcalina
(54%), acetilcolinesterase (58%) e da fosfoglicerato-quinase (61%),
independentemente do tempo de exposicdo, sugerindo que a acdo do
campo pode alterar a enzima para um estado de atividade reduzida,
independente da amplitude do campo, pelo menos entre os valores de
240 uT a 2,5 mT e a atividade total é restaurada quando a enzima é
removida do campo.

Rochalska; Grabowska (2007) trataram sementes de trigo com
campo magnético de baixa frequéncia (16 Hz e 5 mT) por 2 h, apds o
13° dia de exposi¢do foram observadas reducdes nas atividades das a- €
B-amilase de 21,7, 40,5% e, 3 e 8,7%, respectivamente. Segundo esses
autores, uma explicacdo para esse resultado seria a influéncia do campo
magnético no metabolismo hormonal de sementes e sementes
germinadas, uma vez que a atividade da amilase esta relacionada com
esse metabolismo.

Figura 14 - Atividade relativa da enzima Eversa® Transform 2.0 tratada com
campo magnético por 2 h, em modo estatico, 25 °C em diferentes valores de
pH.
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Ao comparar os resultados, foi possivel observar que mesmo com
a variagdo do pH, ndo houve diferenca na atividade enzimética de ambas
as enzimas avaliadas, independente da densidade de fluxo magnético
utilizada e o pH da solugdo enzimatica. De acordo com Albuquerque et
al. (2016), o efeito da exposi¢cdo ao campo magnético, o tempo e a forma
de exposi¢do, bem como densidade de fluxo magnético afetam de forma
diferente cada tipo de amostra. Dessa forma, foi utilizado outro sistema
de exposic¢do ao campo magnético para avaliar se a forma de exposicao
concomitante com a densidade de fluxo magnético pode afetar as
enzimas estudas.

5.2.3 Influéncia da exposi¢do ao campo magnético com recirculagédo
e do tempo de exposicéo na atividade enzimatica

Para avaliagdo da influéncia da recirculagdo e do tempo de
exposicdo, foram utilizados 100 mL da solucdo enzimatica para
preencher o volume morto do sistema. O pH das solugdes foi avaliado
em 5,0, 7,0 e 9,0. Para esse sistema, a influéncia do tempo de exposicéo
ao campo magnético foi avaliada em 1, 2 e 4 horas de recirculacdo.
Afim de evitar qualquer interferéncia do sistema utilizado, o controle foi
realizado com recirculagdo de solugdo enziméatica, porém, sem
exposicdo do médulo ao campo magnético (0 T).

Em relacdo aos resultados para os experimentos com recirculagdo
da solucdo enzimatica de Eversa® Transform 2.0 (NS-40116) em
diferentes valores de pH, a atividade enzimética em pH 5,0 (Figura 15A)
exposta ao campo magnético de 0,7 T teve reducdo de sua atividade em
todos os tempos de recirculacdo de 7, 31 e 32%, apds 1, 2 ¢ 4 h,
respectivamente. Enquanto que para 0 campo magnético de 1,34 T a
atividade foi superior ao controle em aproximadamente 16, 2 e 4% apds
1, 2 e 4 h de exposicao, respectivamente.

Da mesma forma, os resultados da atividade da enzima NS-40116
quando em pH 7,0 (Figura 15B), mostram que a enzima sofreu
influéncia do campo magnético de forma positiva. Com a densidade de
fluxo magnético de 0,7 T, a atividade foi superior ao controle em
aproximadamente 11, 20 e 20% para 1, 2 e 4 h, respectivamente.
Quando exposta ao campo de alta densidade (1,34 T), a atividade da
enzima foi superior ao controle em cerca de 4, 16 e 77% para 0s tempos
de 1, 2 e 4 h, respectivamente.
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Figura 15 - Atividade relativa em funcéo do tempo e campo magnético para a
lipase NS-40116 em (A) pH 5,0, (B) pH 7,0 e (C) pH 9,0.
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Por outro lado, quando em pH 9,0 (Figura 15C), a influéncia do
campo magnético foi negativa para 2 e 4 h de exposi¢cdo com reducao da
atividade em aproximadamente 35 e 56% com o campo de 0,7 T, e de
aproximadamente 18 e 43%, respectivamente para cada tempo. Ap6s 1 h
de ensaio, a atividade aumentou 1% comparada ao controle com campo
magnético de 0,7 T e aumento de 4% quando comparada ao controle
1,34 T. Os respectivos valores de atividade enzimatica das amostras
controle séo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Atividade das amostras controle de lipase, em diferentes valores de
pH e tempo de recirculacao.

Tempo de Atividade* Atividade* Atividade*
recirculacdo (h)  controlepH 5,0  controle pH 7,0  controle pH 9,0
1 0,577 0,521 0,982
2 0,825 0,581 0,684
4 0,760 0,572 1,068

*Atividade expressa em U/mg de enzima.
Fonte: Acervo do Autor.

Dessa forma, o maior efeito do campo magnético ocorreu para a
lipase NS-40116 em pH 7,0, com recirculacdo de solucdo enzimatica.
Tais resultados podem estar relacionados com a estrutura e estabilidade
da enzima quando em solucdo tampdo, bem como a diferenca de
exposicdo ao campo magnético, visto que quando exposta de forma
estatica, ndo foram obtidos os mesmos resultados. Ou seja, a forma de
exposicdo da solucdo enzimatica ao campo magnético, de fato, interfere
no efeito causado por ele. O aumento da atividade enzimatica corrobora
com estudo reportado por Prando et al. (2017), onde os autores
avaliaram os efeitos de campos magnéticos permanentes na atividade
enzimatica da lisozima da clara de ovo e as condicdes operacionais
resultando em um incremento de 3 vezes na atividade enzimatica em
comparagdo com a atividade inicial e 56% em comparacdo com a
amostra controle (sem exposi¢do ao campo magnético), em pH 13, 1,34
T e forga idnica de 50 mmol.L* de NaCl.

No estudo realizado por Atak et al. (2007), a atividade da
peroxidase aumentou significativamente com o tratamento de campo
magnético de 2,9 e 4,5 mT ap6s 2,2 e 19,8 segundos de exposi¢do de
brotacdes regeneradas a partir de culturas de tecido de soja. No estudo
de Yavuz; Celebi (2000), o efeito do campo magnético na atividade do
lodo ativado no tratamento de aguas residuais sintética foi 44% superior
na remogao de glicose quando exposto ao campo magnético de 17,8 mT
do que no observado no controle (sem exposicdo ao campo magnético).
Asadi Samani; Pourakbar; Azimi (2013) investigaram o efeito da
exposicao de sementes de cominho em campos magnéticos de 25, 50 e
75 mT por 15, 30 e 60 minutos, as atividades de a-amilase,
desidrogenase e protease foram significativamente maiores nas sementes
tratadas. Com campo magnético de 10 mT em 24 h de exposicdo,
Gemishev et al. (2009) também relataram o aumento de 27% na
atividade da endoglucanase.

A partir dos resultados apresentados nesta etapa do trabalho, as
caracterizacOes foram realizadas apenas para a lipase NS-40116 em pH
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7,0 com e sem exposi¢cdo ao campo magnético por 4 h no sistema com
recirculagdo. A analise de fluorescéncia também foi realizada para a
condicdo de pH 7,0 sem recirculagdo, a qual apresentou efeito negativo
guando submetida ao campo de 0,7 T. Vale a pena ressaltar que o0s
resultados aqui apresentados ndo avaliaram o pH no qual foi obtido a
maior atividade enzimatica, mas sim aquele cujo o efeito causado pela
exposicdo ao campo magnético foi maior. Convém ressaltar ainda que,
0s resultados obtidos séo restritos aos sistemas estudados, devendo-se
evitar generalizagcBes no que diz respeito as variagBes experimentais,
como pH, densidade de fluxo magnético e tempo de exposi¢éo.

5.2.4 Dicroismo circular

O dicroismo circular (DC) é um método bem estabelecido,
amplamente utilizado para estudar as conformacfes de proteinas em
solucdo e as possiveis mudancas na estrutura secundaria dessas
proteinas: estruturas o-hélice, B-folha, barril-B, desordenada e outras
(MILES; WALLACE, 2016; WHITMORE; WALLACE, 2008). Assim,
com o objetivo de verificar as possiveis alteracdes na estrutura
secundaria da NS-40116 causadas pela exposicdo ao campo magnético,
a solugdo enzimética foi analisada por DC e seus espectros comparados
com a amostra controle.

A Figura 16 apresenta os espectros de DC para a lipase NS-40116
controle (sem exposi¢do ao campo magnético) e exposta aos campos
magnéticos de 0,7 e 1,34 T apds 4 horas de recirculagdo em tampéo pH
7,0. Os espectros de DC para todos os ensaios mostraram duas bandas
negativas caracteristicas da estrutura a-hélice, em 208 e em 220 nm
além da banda positiva em 193 nm (KELLY; JESS; PRICE, 2005).

Os dados de DC das amostras da enzima NS-40116 expostas a
campos magnéticos revelaram que a enzima preservou o enovelamento
préximo ao inicial, confirmado pela semelhanca entre os espectros
obtidos. Resultados semelhantes foram encontrados por Pinholt et al.
(2010), onde os autores analisaram os espectros de DC da enzima TLL
ndo-glicosilada, penta-glicosilada e monoglicosilada, resultando em
espectros semelhantes aos encontrados para as enzima em condicdo
controle.
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Figura 16 - Espectros de dicroismo circular da lipase NS-40116 controle e
exposta ao campo magnético de 0,7 e 1,34 T por 4 h com recirculagdo em pH
7,0a25°C.
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Fonte: Acervo do Autor.

A partir das elipticidades molares, foram calculadas as
porcentagens de a-hélice e B-folha da lipase NS-40116, confirmando o
conteudo de estrutura a-helicoidal (Tabela 4), o qual apresentou poucas
alteragdes com a exposi¢do ao campo magnético. Esses valores foram
obtidos atravées do programa online K2D3 (LOUIS-JEUNE;
ANDRADE-NAVARRO; PEREZ-IRATXETA, 2012).

Tabela 4 - Elementos de estrutura secundaria e temperatura de desnaturagdo da
NS-40116 controle e ap6s exposi¢do ao campo magnético.

Densidade de

» -Hélice
fluxo magnético ¢ B-Folha (%) Tm (°C)
(%)
(M
0 (controle) 79,26 2,04 79,91
0,7 81,09 2,11 80,03 + 0,084
1,34 81,12 2,11 80,15

Fonte: Acervo do Autor.
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A analise de estabilidade térmica teve como objetivo determinar a
temperatura de desnaturacdo (melting temperature - Tr) da lipase NS-
40116 e se a mesma apresentou modificagdes apds tratamento com
campo magnético, conforme apresentado na Figura 17.

Figura 17 - Efeito do aquecimento sobre a estrutura da NS-40116 controle e
exposta ao campo magnético de 0,7 T e 1,3 T por 4 horas com recirculagéo, pH
7,0a25°C.
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Fonte: Acervo do Autor.

Foi observado que a partir de 75 °C, a enzima NS-40116 iniciou
uma perda da sua estrutura natural. Ainda, é possivel concluir que a
temperatura de desnaturacdo foi semelhante para todas as condi¢des de
tratamento avaliadas nesta etapa. Assim, a exposi¢do ao campo
magnético ndo alterou a Ty, da enzima utilizada neste estudo, conforme
mostrado na Tabela 4, através do calculo de ajuste ndo linear por
Boltzmann.

5.2.5 Espectroscopia de fluorescéncia

Os residuos de triptofano (Trp) presentes na estrutura da lipase
NS-40116 foram monitorados pela espectrometria de emissdo de
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fluorescéncia com o objetivo de explicar e confirmar as alteracfes na
estrutura terciaria da enzima exposta em diferentes intensidades de
campo magnético, na regido proxima ao sitio ativo em decorréncia da
presenca do Trp89.

A lipase de Thermomyces lanuginosus possui quatro triptofanos
residuais (Trp89, Trpll7, Trp221 e Trp260), sendo que 60% da
fluorescéncia intrinseca dessa lipase é proveniente de um Unico residuo
de triptofano, o Trp89 (GONCALVES et al., 2014; JUTILA et al., 2004;
SKJOLD-JZORGENSEN et al., 2017), localizado préximo ao sitio ativo
da enzima (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). A intensidade de
emissdo esta relacionada com a conformacdo da proteina e de acordo
com a intensidade de fluorescéncia é observado se os residuos de
triptofano internos estdo mais expostos ou escondidos (LOPES et al.,
2015).

As alteracfes na estrutura terciéria da lipase NS-40116 exposta
ao campo magnético podem ser observadas nos espectros da Figura 18.
Como observado na Figura 18B, condi¢do de 2 h de exposicéo de forma
estatica ao campo em pH 7,0, percebe-se a diminui¢do da intensidade de
fluorescéncia emitida para o campo de 0,7 T (que apresentou diminuicao
da atividade enzimatica de 24% em relacdo ao controle). Na Figura 18A,
ocorreu um aumento na intensidade de emissdo de fluorescéncia quando
a enzima foi exposta ao campo magnético com recirculacdo de solucéo
enzimatica, sendo mais intenso quando em fluxo magnético de 1,34 T.
Isso sugere uma maior exposicao dos triptofanos, inclusive aqueles mais
internalizados, podendo ainda ser um indicativo de incremento da
exposicdo de outros residuos na solucdo e consequentemente o
desnovelamento da proteina. O incremento da emissdo de fluorescéncia
também foi observado quando a enzima foi exposta ao campo de média
densidade (0,7 T), porém de forma mais moderada.

Lembrando que para essas condi¢Ges experimentais, a atividade
enzimatica foi 20 e 77% superior ao controle para os campos de
densidade de fluxo magnético de 0,7 e 1,34 T, respectivamente (Figura
15B). Dessa forma, pode-se sugerir que a exposicdo ao campo
magnético pode ter permitido mudanca na estrutura terciaria da lipase
em estudo, permitindo uma configuracdo mais favoravel ao acesso do
substrato ao sitio ativo da enzima, 0 que resulta em maior atividade
enzimatica.

Ainda, é possivel concluir que ndo houve alteragdo no
comprimento de onda de emissdo maximo em todas as condicGes
experimentais (328 nm). Os estudos de Lopes et al. (2015) corroboram
com os resultados aqui encontrados, indicando que ndo ocorreram
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mudancas na polaridade do ambiente ao redor do sitio ativo da enzima.
Os autores ainda observaram que os menores valores de intensidade de
fluorescéncia foram encontrados para os menores valores de atividade
enzimatica. Este resultado também foi observado no presente estudo.

Figura 18 - Espectros de emissdo de fluorescéncia para a lipase Eversa®
Transform 2.0 controle (0 T) e com campo magnético de 0,7 T e 1,34T, em pH
7, por (A) 4 horas com recirculagédo e (B) por 2 h de forma estéatica.
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Fonte: Acervo do Autor.

Resultados semelhantes foram relatados por  Sackett;
Bhattacharyya; Wolff, (1994), onde mudancas na intensidade de
emissdo de fluorescéncia sem deslocamentos dos espectros de emissao
foram observados, indicando transicdo de desnovelamento da enzima,
afetando predominantemente a intensidade maxima de fluorescéncia.

5.3 ESTABILIDADE DA ENZIMA COM O TEMPO

Com o intuito de verificar a manutencéo da atividade enzimatica
residual com o tempo, as amostras apds tratamento obtidas nas melhores
condicdes experimentais foram monitoradas por 5 horas em temperatura
de refrigeracéo (4 °C).

A partir da Figura 19, se observou que a enzima tratada por
campo magnético de alta densidade (1,34 T) reduziu a atividade ao
passar do tempo de armazenagem, sendo a queda mais perceptivel apds
3 horas de armazenamento. Tais resultados sdo de grande relevancia,
uma vez que foi possivel confirmar a memdria magnética remanescente
sob refrigeracéo.
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Figura 19 - Estabilidade da Eversa® Transform 2.0 apds exposi¢do ao campo
magnético de 1,34 T em pH 7,0 com recirculagdo a 25 °C.
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Neste contexto, o tratamento da lipase NS-40116 com campo
magnético de alta densidade poderia ser empregado como uma etapa de
ativacdo da enzima previamente ao inicio da reacdo. Entretanto, a
exposicdo ao campo magnético como tratamento enzimatico mostrou ser
um processo caracteristicamente reversivel, assim, a enzima tende a
voltar a sua conformacéo inicial com o tempo.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho foram realizados estudos para avaliar a influéncia
do campo magnético permanente na atividade enzimatica da lipase
Eversa® Transform 2.0 (NS-40116) e protease de Bacillus sp., com o
intuito de fornecer informagfes a respeito das alteracBes enzimaticas
causada pela exposi¢do ao campo.

Tanto a varidvel pH como a densidade de fluxo magnético
mostraram influenciar a atividade residual das enzimas lipase NS-40116
e protease de Bacillus sp., sendo o maior incremento da atividade
residual para a NS-40116 (77%), com exposi¢cdo ao campo magnético de
1,34 T, com recirculacdo da solucgdo enzimética por 4 h em pH 7,0.

A andlise de espectrometria de massa revelou que a lipase NS-
40116 possui massa molar de aproximadamente 31,578 kDa, sugerindo
ser uma lipase de Thermomyces lanuginosus monoglicosilada em
Asp33.

As andlises conformacionais da enzima tratada mostraram que
ocorreram modificagbes na estrutura terciaria quando comparada com a
amostra controle, os dados de fluorescéncia mostraram grande
exposicdo dos residuos de triptofanos para a melhor condicdo estudada.
Quanto a estrutura secundéria, pouca modificacdo no conteido a-hélice
e B-folha foi observada.

A avaliacdo da atividade de armazenamento em temperatura de
refrigeracdo (4 °C) da NS-40116 na melhor condi¢do de exposicdo ao
campo magnético (com recirculagdo, pH 7,0 por 4 h) mostrou que no
campo magnético de alta densidade (1,34 T) a enzima possui memdria
magnética, mantendo a atividade residual acima de 100% apds 5 h a 4
°C, quando comparada com a amostra controle (sem tratamento).

O presente trabalho apresentou resultados promissores para o
desenvolvimento de novas aplicagdes e/ou processos de catalise
enzimética em reacOes de interesse, devido & caréncia de resultados na
literatura sobre o comportamento de enzimas expostas a campos
magnéticos e, principalmente, a utilizacdo de uma enzima comercial ndo
caracterizada na literatura. Além disso, esta pesquisa revelou que
diversos fatores, como pH, a densidade do fluxo magnético, tempo e
forma de exposi¢cdo ao campo magnético, influenciam a atividade da
enzima.
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