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RESUMO

Os Liquidos Iénicos (LIs) sdo sais organicos com baixo ponto de fusdo que podem aumentar a
estabilidade de biomoléculas. As lipases sdo enzimas que apresentam grande relevancia industrial.
Nesse sentido, avaliar sua atividade e estabilidade em diferentes condi¢cGes experimentais é
fundamental antes de sua aplicacdo. O objetivo deste trabalho foi estudar a estabilidade de lipases
microbianas em relacdo ao pH, temperatura e em solugGes aquosas de LIs (concentragfes de 0,05,
0,1 e 0,5 mM) da familia das colinas, nomeadamente acetato e cloreto de colina. O pH e temperatura
6tima da enzima foi 5,5 e 50°C, respectivamente, apresentando-se estavel entre pH 5,5-6,5 e as
temperaturas de 40-50°C. Na presenca dos LIs a enzima apresentou-se ativa e estavel, porém, a
atividade na presenca do acetato de colina foi 80% superior da obtida com cloreto de colina. Assim, 0
emprego de solucgdes aquosas de acetato colina pode melhorar a atividade enzimética da lipase.
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INTRODUCAO

Os Lls sdo sais organicos comumente definidos como sais com ponto de fus&o inferior
a 100°C). Diferentemente dos eletrélitos comuns, estes apresentam uma série de propriedades
fisico-quimicas muito interessantes, como, elevada estabilidade térmica e quimica e elevada
forca de solvatacdo (FREIRE et al, 2014). Devido a estas propriedades, estes compostos tém
sido amplamente utilizados na &rea académica e industrial como agentes adequados de
separacdo e purificacdo em Sistemas Aquosos Bifasicos (SABs) (VICENTE et al., 2014).
Com a utilizacdo de LIs como solventes é possivel alterar ndo s6 a polaridade, mas também a
solubilidade de substratos, podendo melhorar a seletividade, estabilidade e atividade
enzimatica (VENTURA et al., 2012).

As lipases (E.C. 3.1.1.3) séo biocatalizadores pertencentes & familia estrutural da a/p-
hidrolases, classificadas como glicerol éster hidrolases (DOBREYV et al., 2015). S&o estaveis e
ativas em solventes organicos, ndo necessitam de co-factores, além de possuirem um elevado
grau de enantio-regioseletividade (DEIVE et al., 2011). Tém como funcdo natural a hidrdlise
de triglicerideos em meio aquoso, e como caracteristica comum, as superficies das
conformagdes abertas e ativa em torno do sitio catalitico, o que confere carater hidrofobico
para este biocatalizador (FREIRE et al, 2008). Desse modo, devido as suas caracteristicas, as
lipases sdo empregadas em diversas areas, como farmacéutica, alimenticia, quimica fina,
degradacdo bioldgica e remocédo de carga lipolitica de efluentes industriais (NUNES et al.,
2011). Considerando a diversidade de aplicacGes da lipase e suas distintas funcdes, e
combinando com as interessantes propriedades dos LIs, se faz necessario o estudo de
estabilidade frente a diferentes condi¢fes como pH e temperatura e concentragdo de solucdes
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aquosas de Cloreto de Colina ([Ch]CI) e Acetato de Colina ([Ch][Ac]). A definicdo de uma
série de LIs visa uma futura aplicacdo dos mesmos na recuperacdo de lipases obtidas de meios
fermentados, como sistemas de separacdo e purificacgdo mais biocompativeis e
biodegradaveis.

MATERIAL E METODOS

Determinacgdo da temperatura e pH 6timo, estabilidade térmica, ao pH e a diferentes
solugdes aquosas de Lls

A lipase microbiana comercial de Aspergillus niger, p- nitrofenil palmitato (pNPP),
Cloreto de Colina e Acetato de Colina foram adquiridos da Sigma-Aldrich™., Todos 0s outros
reagentes utilizados foram de grau analitico.

O pH étimo da enzima foi determinado medindo sua atividade em diversos niveis de
pH (2,5- 8,5) em tampao Mcllvaine a 40°C. A estabilidade ao pH foi estudada incubando a
enzima a 40°C variando o pH de 3,5-8,5. Os estudos de temperatura 6tima e estabilidade da
enzima a temperatura foram realizados em tampdo Mcllvaine, pH 5,5, para a temperatura
6tima variando a temperatura entre 20 e 70°C. A estabilidade térmica foi realizada na faixa de
temperatura de 20 a 50°C. O estudo de estabilidade da lipase em diferentes solu¢bes aquosas
de [Ch][Ac] e ([Ch]CI) foi determinado medindo a atividade enzimatica a 40°C variando as
concentracdes de ambos os LIs em 0,05, 0,1 e 0,5 mM. Todos os ensaios de estabilidade
foram realizados durante 24 horas e aliquotas foram retiradas nos tempos: 0, 1, 3, 6, 9 e 24
horas. A atividade enzimatica da lipase foi determinada utilizando pNPP como substrato de
acordo com a metodologia descrita por Mayordomo et al. (2000).

RESULTADOS E DISCUSSOES
Estabilidade da Lipase ao pH e temperatura

A lipase de A. niger apresentou pH o6timo de 5,5 (Figura 1A). Em relacdo a sua
estabilidade ao longo do tempo, sua atividade foi afetada para pHs levemente alcalinos,
nomeadamente, 7,5 e 8,5, nos quais se observou uma queda de, aproximadamente 80% de
atividade quando comparado a atividade em pH 5,5. Por outro lado, em faixa de pH
moderadamente &cido, entre 3,5 e 6,5, a enzima manteve-se estavel durante as 24 horas, sendo
as maiores atividades obtidas a pHs de 5,5 e 6,5. (Figura 1B). De acordo com a literatura
(SAXENA et al., 2003), grande parte das lipases produzidas por cepas de Aspergillus
apresentam pH 6timo entre 5 e 6. Desta maneira, nossos resultados corroboram com 0s que
tem vindo a ser reportados na literatura.

Em relacdo a temperatura, a temperatura 6tima da enzima foi a 50°C (Figura 2A).
Importa destacar que, nas primeiras trés horas a enzima apresentou uma maior estabilidade
térmica em temperaturas mais baixas, entre 20-30°C, apresentando uma atividade residual
superior a 60% quando comparada ao tempo 0 horas (Figura 2B). A Lipase apresentou um
comportamento semelhante durante as seis primeiras horas nas temperaturas entre 40-50°C,
contudo, apds 9 horas, a atividade enzimatica foi maior a 40°C, tendo sido obtida uma
atividade residual de 70% comparativamente ao tempo inicial de 0 horas, mantendo-se esta,
estavel durante as 3 horas restantes.
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Figura 1. pH 6timo (A) e estabilidade da lipase de A. niger em diferentes pHs em relacéo ao tempo (B).
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Figura 2. Temperatura 6tima (A) e estabilidade térmica da lipase de A. niger em relagdo ao tempo (B).
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Estabilidade da lipase A. niger em diferentes solu¢des aquosas de Liquidos I6nicos

A estabilidade de uma proteina esta associada aos ions que estdo ao seu redor, e sua
capacidade de promover a ordem ou desordem das moléculas de agua em redor da camada
superficial da proteina, a qual resulta principalmente da influéncia de diferentes ions sobre as
interacdes hidrofdbicas, seguindo o comportamento da série de Hofmeister. De modo geral,
um liquido iénico consiste de um anion cosmotrépico e um cétion caotropico. De acordo com
a série de Hofmeister, o cation de amonio quaternario [Ch]* (caotrépico) quando combinado
com um anion cosmotrdépico como o [Ac]’, deve permitir a estabilizacdo da lipase (XUE et al.,
2013). O [Ch][Ac] pode também estimular positivamente a atividade catalitica da lipase (LAI
et al., 2011). Os resultados apresentados na Figura 3, demonstraram que a lipase se manteve
estavel na presenca do [Ch][Ac], estando de acordo com os dados previamente reportados na
literatura (Figura 3). Ademais, foi verificado que ndo houve diferencas significativas na
atividade relativa da enzima nas diferentes concentracGes de LIs estudados.

Contrariamente a [Ch][Ac], o [Ch]CI n&o contribuiu para um aumento da atividade
catalitica da enzima (independente da concentracdo aplicada) (Figura 3). Nesse caso, a adi¢do
de [Ch]CI causou uma diminuicdo da atividade relativa em até 80% dos valores obtidos em
solugdes aquosas com as mesmas concentragdes de [Ch][Ac]. Embora as concentra¢bes do
[Ch]CI aplicadas neste trabalho sejam menores do que as previamente estudadas por Deive et
al. (2015), os nossos resultados estdo de acordo com os reportados.
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Figura 3. Atividade relativa da lipase de A. niger incubada em diferentes concentra¢cdes (mM) de [Ch][Ac] e

[Ch]CI durante 24 horas.

CONCLUSOES
A lipase de A. niger apresentou maior atividade em condi¢bes acidas e em
temperaturas de 40-50°C. Na presenca de [Ch][Ac], a enzima se manteve ativa e estavel,
porém este comportamento ndo foi observado na presenca de [Ch]CI. Os resultados mostram
gue [Ch][Ac] pode ser empregado como agente formador de SABs e ser aplicado como
adjuvante para incrementar a atividade catalitica da lipase.
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