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APRESENTACAO

Atecnologia esta ganhando cada dia mais espaco na vida das pessoas e em tudo
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e cientifico
e sua aplicacao utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento
da tecnologia estédo envolvidos sistemas biol6gicos, seres vivos ou seus metabdlitos,
passa-se a trabalhar em uma area fundamental da ciéncia, a Biotecnologia.

Toda produgéo de conhecimento em Biotecnologia envolve areas como Biologia,
Quimica, Engenharia, Bioquimica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquimica,
Quimica Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das
Ciéncias Biologicas e da Saude. A aplicagéo dos resultados obtidos nos estudos em
Biotecnologia esta permitindo um aumento gradativo nos avancgos relacionados a
qualidade de vida da populacéo, preservacéo da saude e bem estar.

Neste ebook & possivel identificar varios destes aspectos, onde a produgao
cientifica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta
de aplicagdes que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas solugcdées para problemas
relacionados a manutencéo da vida em equilibrio.

No volume 2 sao apresentados artigos relacionados a Bioquimica, Tecnologia em
Saude e as Engenharias. Inicialmente é discutida a producéo e acao de biocompostos
tais como acido hialurénico, enzimas fungicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes,
xilanase e eritritol. Em seguida sdo apresentados aspectos relacionados a anélise
do mobiliario hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clinica, e
novos equipamentos utilizados para diagnéstico. Também sdo apresentados artigos
que trabalham com a tecnologia da informacdo no desenvolvimento de sistemas e
equipamentos para o tratamento dos pacientes.

No volume 3 estao apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregacéo plaquetéaria, bem como
melhorias no atendimento nas clinicas e farmacias da atencao basica em saude.

Em seguida discute-se a respeito da utilizagcdo de extratos vegetais e fungicos
na farmacologia e preservagcdo do meio ambiente. Finalmente sdo questionados
conceitos envolvendo Educacdo em Saude, onde sao propostos novos materiais
didaticos para o ensino de Bioquimica, Biologia, polinizagao de plantas, prevencédo em
saude e educacgao continuada.

Christiane Trevisan Slivinski
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RESUMO: Lipases de Burkholderia cepacia
LTEB11 foram imobilizadas em zedlita A
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(Zeo) obtidas a partir de cinzas de folha de
bananeira e aplicadas em reacdes de hidrolise
e esterificagcdo. Os resultados mostraram
que a eficiéncia de imobilizacdo (E) foi maior
para a imobilizacdo a pH 7 (79,6%). A enzima
apresentou ativacdo ap6s a imobilizagao
(reacdes de hidrélise do pNPP) sendo maior
para o pH 8 (R 317%) em relacé&o ao pH 7 (R
184%). O rendimento em éster para a sintese
do oleato de etila (em n-heptanol) em 6 horas
foi de 95%; 54,5% e 25% para a enzima livre,
enzima imobilizada em solugcéo tampéo fosfato
pH 8 e pH 7, respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: lipases,

zeoblita A, biocatalise.

imobilizag&o,

ABSTRACT: Burkholderia cepacia LTEB11
lipases were immobilized on zeolite A (Zeo)
obtained from banana leaves ash and applied
in hydrolysis and esterification reactions.
The results showed that the immobilization
efficiency (E) was higher for immobilization at
pH 7 (79.6%). The enzyme showed activation
after immobilization (hydrolysis reactions of
pNPP) being higher for pH 8 (R 317%) than pH
7 (R 184%). The ester yield for the synthesis
of ethyl oleate (in n-heptanol) in 6 hours was
95%; 54.5% and 25% for the free enzyme,
immobilized enzyme in phosphate buffer pH 8
and pH 7, respectively.

KEYWORDS: lipases, immobilization, zeolite A,
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biocatalysis.

11 INTRODUCAO

Lipases (EC 3.1.1.3) tém grande aplicagdo porque sdo enzimas que catalisam
inUmeras reagdes, entre as quais a hidrélise e sintese (in vitro e em um ambiente
aquo-restrito) de ésteres, interesterificacdo e amindlise (DUARTE et al., 2016). O
custo de producédo e a manutencao da estabilidade estrutural do catalisador, durante
uma reacao quimica, limitam a utilizacdo destes biocatalisadores. Dessa forma,
a imobilizacdo é uma alternativa para minimizar estes inconvenientes (DATTA;
CHRISTENA; RAJARAM, 2013).

Diferentes suportes podem ser empregados para imobilizacéo de enzimas, dentre
eles as zedlitas (VASCONCELLOS et. al, 2012). Algumas vantagens na utilizacéo de
zellitas como suporte para imobilizacdo de enzimas sao: grande area especifica,
interacoes eletrostaticas e troca de ions, alta resisténcia quimica e mecénica, facilidade
de disperséao e recuperacao (SCHERER, 2010).

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi imobilizar lipases de B. cepacia
LTEB11 em zedlita A obtidas a partir das cinzas de biomassa (folhas) de bananeira e
utilizar a enzima imobilizada em reacdes de esterificacéo.

2| MATERIAL E METODOS

A lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 (32 kDa, cedida pelo Laboratorio de
Tecnologia Enzimatica e Biocatalise da UFPR) foi imobilizada por adsorcéao em zedlita
A (obtida e caracterizada no LMSEN, UEM), conforme o método proposto por Al-Duri
e Yong (1999) adaptado.

A atividade enzimatica foi medida através da hidrélise do palmitato de p-nitrofenila
(PNPP) (WINKLER; STUCKMANN, 1979). A partir das Equagdes 1 e 2, foram
calculados os paréametros E (Eficiéncia da imobilizacéo) e R (Retencéo da atividade)
(YADAV; JADHAV, 2005; BON et al., 1986):

g (At~ 4t,).100

()

Sendo: At: atividade inicial total de hidrélise do pNPP, antes da imobilizagao (U);
At.: atividade final total de hidrélise do pNPP no sobrenadante ap6s a imobilizagéo (U);
A,: atividade observada (real) da enzima imobilizada (U g™ do suporte); A, : atividade
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tedrica da enzima imobilizada (U g do suporte). U: unidades totais de atividade (mmols
do produto min™).

Estudou-se a esterificacdo do oleato de etila em dois sistemas reacionais: (1)
n-heptano e (2) livre de solvente. Em (1) utilizou-se erlenmeyers de 25 mL com 5 mL
de n-heptano, 116 yL de acido oleico (70 mmol.L"), 62 pL de etanol (210 mmol.L"), 6
h em ultrassom (Cristofoli, 42 kHz, 50°C; ciclo com taxa de 80%). Para a sintese em
sistema livre de solvente, utilizou-se 5 mL de etanol e as mesmas condicdes citadas
anteriormente. Trés preparacdes enzimaticas foram testadas: enzima livre (liofilizada),
imobilizada a pH 7 e pH 8.

Para comparar a reagcdao onde se empregou a enzima livre e imobilizada,
adicionou-se certa quantidade da enzima, de forma que, a atividade enzimatica para
os dois tipos de amostras fosse equivalente (30 U.mL" do meio reacional). As reacbes
foram acompanhadas retirando-se aliquotas de 200 mL em diferentes intervalos de
tempo por 6 h. A determinacdo do rendimento em éster (%) foi feita pelo método de
Lowry-Tinsley (1976). As reacdes foram feitas em duplicata.

Alguns controles foram realizados (reag¢ao de hidrélise e esterificacédo): (1) meio
reacional sem enzima e (2) meio reacional com suporte sem a enzima. Os controles
foram negativos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A eficiéncia da imobilizacao (E) foi maior quando a enzima foi imobilizada em
pH 7 (79,6%). Entretanto, houve maior retencéo de atividade (R) quando a enzima foi
imobilizada em pH 8, e para as duas condicdes estudadas, R foi maior que 100% (pH
7 e 8), indicando ativacédo da enzima (Tabela 1).

O processo de imobilizacdo por adsorcao fisica depende do pH da solugéo
enzimatica, uma vez que a alteracdo do pH modifica as cargas da proteina: em
geral, quando a carga liquida da proteina é pequena, a repulséo eletrostatica entre
as moléculas é minimizada e a eficiéncia da imobilizacdo aumenta (CAIl et al., 2016;
ABDALLAH et al., 2014). Além disso, ha a possibilidade de mudanga conformacional
da enzima em funcao do pH, que pode alterar a adsor¢céo da enzima no suporte e sua
atividade apdés a imobilizagao.

A maior retencdo de atividade para a enzima imobilizada a pH 8 pode estar
associada a menor quantidade de enzima depositada no suporte, ou seja, a adsorcao
ocorreria de forma mais ordenada, evitando a formagdo de agregados enzimaticos e
minimizando os efeitos difusionais (KARIMPIL; MELO; SOUZA, 2012).

Zedlita E (%) A, (U.mg) A, (U.mg") R (%)
pH 7 79,6 0,56 1,03 +0,05 184
pH 8 48,3 0,22 0,70+ 0,02 318

Tabela 1. Eficiéncia da imobilizag&o e retencéo da atividade em meio aquoso da lipase de
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Burkhoderia cepacia LTEB11 imobilizada em zedlita A.

A) Eficiéncia (E) (%) — Equacao 1. Ensaios realizados em duplicata. b) Retencdo (R) — Equagéo 2. c) Atividade
determinada pelo método da hidrolise do pNPP em meio aquoso. Ensaios realizados em triplicata.
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Figura 1. Sintese do oleato de etila (0,35 mmol acido oleico) catalisada pela lipase de
Burkholderia cepacia LTEB11 em reacgéo assistida por ultrassom (40 kHz) a 50 °C. Condi¢cdes:
n-heptano (5 mL), 1,05 mmol de etanol, (RM 1:3); (W) enzima livre (125 mg); ZeoE em pH 8 (a)

(215 mg); em pH 7 (e) (145 mg). Reagcbes em duplicata.
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Figura 2. Sintese do oleato de etila (0,35 mmol acido oleico) catalisada pela lipase de
Burkholderia cepacia LTEB11 em reagéo assistida por ultrassom (40 kHz) a 50 °C. Condi¢cdes:
5 mL de etanol (EL) enzima livre; (ZeoE) enzima imobilizada na ze6lita em pH 7 € 8; 150 U em

cada reacao (atividade de hidrolise em pNPP aquoso). Reacdes em duplicata.

A eficiéncia catalitica da lipase de B. cepacia LTEB11 imobilizada na zedlita A

para as reacOes de esterificacdo do oleato de etila contendo o n-heptano e etanol
como meio reacional mostraram que, para o primeiro caso, (Figura 1), foi obtida uma
conversao de 95% em éster (6 h) para a enzima livre, seguido da ZeoE a pH 8 (54,5%,
6h). Este resultado pode ser explicado por ocorréncia de mudancgas conformacionais
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da enzima pela presenca do solvente hidrofobico (LIU et al., 2010).

Quando o co-solvente foi eliminado do meio reacional as conversdes em éster
foram de 25%, 20,2% e 17% (5 h de reacao), para a EL, ZeoE pH 7 e ZeoE pH 8,
respectivamente (Figura 2). A cinética foi acompanhada durante 6 h, porém, a producéo
de éster foi observada somente a partir de 5 h e manteve-se constante. A interacao
direta do solvente com a agua essencial em torno da molécula da enzima é capaz de
retirar a camada de hidratagdo da enzima, provocando a perda ou a diminuicdo das
propriedades cataliticas por inativacdo ou desnaturagdo (VERDASCO-MARTIN et al.,
2016; SAMUKAWA et al., 2000).

41 CONCLUSOES

Este trabalho procurou contribuir com o gerenciamento eco-amigavel de residuos
soOlidos (cinzas das folhas da bananeira) agregando valor ao imobilizar lipases de
B.cepacia em zedlita A. Os resultados mostraram que a retencdo da atividade foi
superior a 100% e apesar da enzima imobilizada ter apresentado eficiéncia catalitica
em meio orgéanico inferior a enzima livre, estudos de reutilizacdo e estabilidade da
enzima imobilizada podem justificar a utilizacdo da Zeo A como um suporte para
imobilizagcao de lipases.
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