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RESUMO

Endéfitos sdo micro-organismos que vivem no interior de tecidos vegetais por pelo
menos uma fracdo do seu ciclo de vida produzindo uma gama de enzimas e
metabdlitos secundarios que poderao ser usados pela planta hospedeira, conferindo
assim uma maior adaptabilidade ao vegetal. O objetivo do presente trabalho foi de
estudar a producdo de uma nova lipase extracelular produzida pelo fungo endofitico
Preussia africana (P. africana), isolado a partir do ipé-roxo na regido Sul de Minas
Gerais, Brasil. Os ensaios foram conduzidos a fim de avaliar-se a influéncia de
diferentes 6leos indutores (girassol, algodado, milho, palmiste, canola e linhaca) e da
relagcdo carbono/nitrogénio (C/N de 11,73, 8,63 e 7,05) na producdo por cultivo
submerso, visando a producdo majoritaria de uma lipase extracelular. Os resultados
mostraram que a producao majoritaria de uma lipase de 14,5 kDa foi alcancada apos
48 h de cultivo a 30 °C e 250 rpm, quando o 0Oleo de girassol e uma relacéo de C/N de
8,63 foram usados no meio de cultivo. Ainda, a lipase produzida foi caracterizada
guanto ao pH e temperatura 6timos, utilizando-se um planejamento fatorial com duas
variaveis independentes. Apenas o pH foi estatisticamente significativo a 5% de
significancia, sendo que os melhores valores de atividade foram obtidos no intervalo
de valores de pH de 5,0 a 7,0 (cerca de 28 U/mL). O intervalo estudado de temperatura
(20 a 54 °C) nao influenciou estatisticamente a atividade da lipase produzida,
demostrando que sua atividade catalitica ndo € afetada para uma ampla faixa de

temperatura avaliada.

Palavras-chave: Fungos; Enzimas; Biotecnologia.



ABSTRACT

Endophytes are microorganisms that live inside vegetable tissues for at least a fraction
of their life cycle producing a wide range of enzymes and secondary metabolites that
can be used by the host plant, providing a higher vegetable adaptability. The goal of
the present work has been to study the production of a new extracellular lipase
produced by the endophytic fungus Preussia africana (P. africana), isolated from Ipé-
roxo, at the South of Minas Gerais region. The assays were conducted to evaluate the
influence of different inductor oils (sunflower, cottonseed, corn, palm kernel, canola
and linseed) and the Carbon/Nitrogen ratio (C/N of 11,73, 8,63, 7,05) in the production
by submerged culture, aiming the majority production of one single extracellular lipase.
The results showed that the majority production of one single lipase of 14,5 kDa was
achieved after 48 h of growth, at 30 °C and 250 rpm, when sunflower oil and a C/N
ratio of 8,63 were used in the culture medium. Sitill, the produced lipase was
characterized as to optimum pH and temperature, using a factorial design for two
independent variables. Only pH was statistically significant at 5% of significance, and
the best activity values were obtained for pH values between 5,0 to 7,0 (about 28
U/mL). The studied temperature interval (from 20 to 54 °C) did not influence statistically
the produced lipase activity, showing that its catalytic activity is unaffected for a wide

range of temperature.

Key words: Fungus; Enzymes; Biotechnology.
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1 INTRODUCAO

Endéfitos sdo micro-organismos que vivem na parte interna de tecidos vegetais,
estabelecendo uma relacdo de mutualismo com suas plantas hospedeiras. Eles estao
amplamente distribuidos pelo reino vegetal e podem produzir uma gama de compostos
secundarios biologicamente ativos desempenhando funcdes adaptativas para a planta,
enquanto esta Ultima fornece estrutura, suporte e nutrientes necessarios para o
desenvolvimento destes micro-organismos (ADELEKE; BABALOLA, 2021; ALI et al.,
2021).

O potencial de fungos endofiticos em produzirem biomoléculas das mais diversas
classes de produtos naturais, que encontram aplicacdes na industria farmacéutica é bem
conhecido e relatado na literatura, porém poucos estudos tém se dedicado as enzimas,
gue também sado produzidas por esses fungos, assim como suas possibilidades de
aplicacdes em diferentes setores industriais (YASSER et al., 2019).

Lipases sé@o enzimas que, naturalmente, catalisam em meios aquosos a hidrolise
das ligacdes ésteres de acidos carboxilicos presentes nos triacilglicerideos, entretanto na
auséncia de agua elas também podem realizar reacdes de sintese, de acordo com o meio
em que se encontram e o0s substratos que sao fornecidos (CORTEZ; DE CASTRO;
ANDRADE, 2017; HASAN et al., 2006).

Suas propriedades, tais como alta eficiéncia catalitica, alto grau de especificidade,
capacidade de acelerar reacfes quimicas especificas sem a formacédo de subprodutos
indesejaveis e condi¢cdes de operacdo suaves, as tornam extremamente versateis e muito
atraentes para diferentes aplicacfes industriais como na sintese de biodiesel e
biolubrificantes, na industria de detergentes, na sintese de ésteres de aroma e de
cosmeéticos, dentre outras aplicacbes (CHANDRA et al.,, 2020; HASAN et al., 2006;
SHARMA et al., 2001).

As lipases podem ser encontradas em animais, vegetais e micro-organismos,
sendo que as encontradas nos micro-organismos apresentam vantagens como facilidade
para a producdo em larga escala, devido ao rapido crescimento dos micro-organismos e
maior facilidade para manipulacdo genética (CHANDRA et al., 2020). Além disso, as
lipases microbianas possuem uma grande diversidade em suas propriedades cataliticas,
podendo apresentar especificidades para diferentes tipos de substratos (CHANDRA et al.,
2020; SHARMA; CHISTI; BANERJEE; 2001).
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As lipases utilizadas em larga escala sdo geralmente produzidas por cultivo
submerso, pois esta tecnologia apresenta como vantagem uma maior facilidade de
monitoramento e controle do processo fermentativo (SHARMA; CHISTI; BANERJEE;
2001). A composi¢cdo do meio de cultivo também é um fator importante, que afeta
diretamente a producao de lipases, sendo bem conhecida a influéncia da concentracéo
dos componentes e de diferentes fontes de carbono (FREIRE et al, 1997; GAO; BREUIL;
1995; LAKSHMI et al, 1999; SHARMA; CHISTI; BANERJEE; 2001), de nitrogénio
(SHARMA,; CHISTI; BANERJEE; 2001; KUMAR; GUPTA; 2008), de ions metalicos e do
tipo de indutor utilizado (OBRADORS et al., 1993; WANG et al. 1995) na producao de
lipases extracelulares por diferentes micro-organismos.

Além disso, € comum que um Unico micro-organismo possa produzir multiplas
formas de lipase, que podem possuir caracteristicas cataliticas, estabilidade e massa
molar distintas entre si (JACOBSEN et al. 1989; LOTTI et al, 1998; SHIMADA et al., 1992).

Desta forma, buscar um meio de cultivo que possibilite a producdo majoritaria de
uma unica lipase é vantajoso, pois dispensa 0s custos com as etapas de separacao
subsequentes, que encarecem o processo. Em estudo recente, 0 nosso grupo de pesquisa
(SOARES et al., 2018) isolou e identificou o fungo endofitico P. africana a partir do ipé
roxo, que se mostrou capaz de produzir lipases extracelulares quando colocado em meio
de cultivo submerso na presenca de um oleo indutor. Nao ha outros relatos na literatura

relacionados as lipases produzidas por este fungo além deste.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO

O objetivo deste presente trabalho foi de estudar a produgcao de uma nova lipase
extracelular produzida pelo fungo endofitico Preussia africana, isolado a partir do ipé-roxo,

na regiao Sul do Estado de Minas Gerais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este trabalho envolveu diversos objetivos especificos, todos em conformidade com
0 objetivo geral:

a) Verificar o efeito da escolha do Oleo indutor na producéo de lipase;

b) Verificar o efeito da relacdo Carbono/Nitrogénio na producéo de lipase;

c) Realizar o acompanhamento da producéo de lipase com o tempo;

d) Purificar a lipase produzida;

e) Caracterizar a lipase produzida quanto a temperatura e pH 6timos utilizando o

planejamento experimental.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 LIPASES

As lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas pertencentes a classe das hidrolases que séo
capazes de hidrolisar triglicerideos de cadeia longa em acidos graxos e acilglicerois
guando em meio aquoso (MAKAREVICIENE; SENDZIKIENE; GAIDE, 2021). Essas
enzimas também podem catalisar reacbes de sintese, como esterificacdo,
interesterificacdo e transesterificacdo quando colocadas em meio organico. Esse grupo
de enzimas é considerado como um dos mais importantes biocatalisadores dentro da
biotecnologia (AMOBONYE et al., 2020). Na Figura 1, encontram-se as possiveis reacdes
gue podem ser catalisadas pelas lipases de acordo com a composi¢cado do meio reacional.

De maneira geral, as lipases nao requerem cofatores, atuam em ampla faixa de pH,
sdo estaveis a altas temperaturas, possuem elevada especificidade e propriedades de
régio, quimio e enantiosseletividade que fazem com que sejam amplamente aplicaveis em
processos industriais (MESSIAS et al., 2011). Na Tabela 1 encontram-se listadas algumas

lipases comerciais de origem microbiana, acompanhadas de suas respectivas aplicacdes.

HOOC-R; + HOOC-R; + HOOC-R: Hidrélise

ROOC-R; + ROOC-R, + ROOC-R; Alcodlise

OH 0—C—R;
1
O—C—R, + OH Glicerdlise
e ]
OH 0—C—R3

—O—C—R" 0—C—FRy
9 |
|
[FO—C—R, * HOOC-R: + [—0—C—R, + HOOG-R; Acidélise
o s}

1 1

l—o—C—R, O—C—FR’

Il 1l
—O—C—R", O0—C—R;
[} [o]
Il Il . —
FO—C—R; + O0—C—R"; Transesterificagdo
o]

o]

1 il
'-0—C—R"; 0—C—R;

Figural- Fonte: Cortez; De Castro; Andrade, 2017.

Legenda: Alguns exemplos de reacdes catalisadas por lipases.
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Tabela1l- Aplicagbes industriais das lipases e seus respectivos fungos
produtores.
Fonte IndUstria AplicacGes Referéncias

Aspergillus niger,

Rhizophus spp, Laticinios Melhorar sabor do queijo

Penicillium sp.

Casos de deficiéncia em S_IMonéelrl\(l),. Vzglog
Rhizopus arrhizus Farmacéutica enzimas pancreaticas e iva, R. N.; ( )
indigestéo

Aspergillus niger Cosmética Limpeza profunda da pele,

tratamento de ache e caspa

Penicillium restrictum,

. Tratamento de efluentes
Candida rugosa

Reducéo do teor de lipideos
para facilitar a transferéncia de
massa e diminuicdo da DBO e

DQO

Mendes et al.
(2005)

Producéo de biodiesel via Cortez, D.V; de

Rhizopus oryzae, Mucor Energia transesterificacéo de 6leos e Castro, H.F.;
circinelloides 9 s Andrade, G. S.S.;
gorduras (2017)
Thermomyces Remocé&o de manchas de
. Detergente p .
lanuginosus Oleos/gorduras Houde, A;
Kademi, A,;
. e Melhoramento da cor e textura Leblanc, D.; (2004)
Rhizopus oryzae Panificacéo ~ i
da massa, acdo emulsificante
Mucor miehei, Candida o Conver_sao de Oleos e gorduras
! Oleoquimica em equivalentes da manteiga de
antarctica
cacau
. . - Producéo de emolientes para
Rhizomucor meihei Cosmetica produtos de cuidado pessoal Hasan, F.; Shah,
A.A.; Hameed, A,;
Rhizomucor meihei Cha Diminuic&o dp teor de lipideos e (2006)
desenvolvimento de sabor
Rhizopus nodosus Téxtil Desengorduramento do couro
Geotrichum candidum Quimica Fina Produgap de est_e_res Eje aroma Ramos et al.
via esterificagdo (2015)

Os processos enzimaticos catalisados por lipases ainda encontram algumas

limitacdes como o custo final da enzima, sua estabilidade e perdas na reutilizacéo,

portanto, a busca por novos micro-organismos, que possam servir como fonte para novos

e mais robustos biocatalisadores, é de suma importancia (ROCHA et al., 2020).
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3.1.1 Estrutura e Metabolismo de Lipideos

Os lipideos sdo um grupo de compostos que, apesar de apresentarem diferentes
estruturas e composicdes quimicas, apresentam uma caracteristica em comum: sao
insoliveis em meios aquosos. As gorduras e Oleos que sao usados pelos micro-
organismos como fonte de energia geralmente séo derivados de 4cidos graxos. Os acidos
graxos sao acidos carboxilicos de cadeia longa, podendo esta cadeia ser completamente
saturada ou com algumas insaturagdes, linear ou ramificada (NELSON; COX, 2011). Na
Figura 2 sdo apresentadas algumas estruturas de &cidos graxos que podem ser
encontradas em diferentes tipos de dleos e gorduras.

/\/‘\/’\/’\_/‘\/‘\/’\/4ll:r g
r BH /W\/\_/(DH
Acido palmitico Acido estearico
0 O
/\\/\\/\/\f?\/\/\/\/( /\/\A/\/\/\/\/\/(
‘ OH ~F "
Acido oleico o Acido linoleico

/‘\/\/\/\/\/\/\/\/4

. i . OH
Acido linolénico

Figura 2 - Fonte: Nelson; Cox, 2011.
Legenda: Estrutura de alguns dos acidos graxos que podem ser
encontrados na natureza. Adaptado de (NELSON; COX, 2011).

Antes de penetrar a membrana celular microbiana, os 6leos e gorduras séo
primeiramente hidrolisados em &cidos graxos livres e glicerol pela acdo das lipases. E
importante que aconteca a modificacdo destas moléculas antes da sua internalizacéo e
transporte até o local da sua primeira oxidacdo. Quando a fonte de carbono se trata de
um hidrocarboneto, o micro-organismo recorre a via lipolitica e a gliconeogénese para
producédo de &cidos graxos ou sacarideos (BACCIOTTI, 2015).

De maneira geral os acidos graxos sdo armazenados como lipideos neutros,
podendo estes serem utilizados para producéo de energia, como blocos de construcéo
para formacdo da membrana ou como mensageiros celulares (MURPHY, 2001).

A B-oxidacao é a principal via metabdlica utilizada na degradacao de acidos graxos

para geracdo de energia, estando-a presente em praticamente todos 0s eucariotos.
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Apesar disso, ela pode acontecer em diferentes compartimentos celulares e possuir
diferentes caracteristicas de acordo com a espécie do organismo (SHEN; BURGER,
2008).

De maneira geral, no primeiro estagio da p-oxidacdo ocorre a remoc¢do de
sucessivas unidades de dois carbonos do &cido graxo na forma de acetil-CoA, iniciando-
se pela extremidade carboxila da cadeia. Em seguida, os residuos de acetila sédo oxidados
até CO2 por meio do ciclo do acido citrico. Nestes dois primeiros estagios ocorre a
liberacdo de elétrons, que sao transportados por meio dos transportadores NADH e
FADH, para o terceiro estagio, que é a cadeia respiratoria mitocondrial. No terceiro e
Ultimo estagio estes elétrons sdo transportados até o oxigénio com a fosforilagdo
concomitante do ADP para ATP (NELSON; COX, 2011).

Portanto, a energia liberada a partir da B-oxidacao de acidos graxos € conservada
na forma de ATP, podendo ser utilizada pelos organismos para o0 seu proprio

desenvolvimento.

3.1.2 Efeito das fontes de carbono, nitrogénio e ions na producéo de lipases

Ha diversos estudos disponiveis nos quais o0s autores visaram a determinacéo das
melhores condi¢ces nutricionais e de cultivo para producéo de lipases, uma vez que a
producdo pode ser influenciada pelo tipo e concentracdo das fontes de carbono e
nitrogénio, pelo pH do cultivo e temperatura de crescimento, pela agitacdo e aeracao
empregados e pelo volume do inéculo (ELIBOL; OZER, 2001).

Fontes de carbono lipidicas séo essenciais para se obter um bom rendimento na
producéo de lipases por micro-organismos, funcionando como indutores. As fontes de
carbono provenientes de glicose e outros sacarideos, apesar de influenciarem
positivamente no crescimento celular do micro-organismo, ndo induzem a producédo de
lipases extracelulares, na maioria dos casos relatados, sendo que quando se utiliza 6leos
vegetais como fonte de carbono, verifica-se a producéo de lipases em elevados niveis
(GAO; BREUIL; 1995).

Os o6leos vegetais, quando adicionados ao meio de cultivo em pequenas
guantidades, podem servir tanto como fonte de carbono como indutores na producao de
lipases por diferentes espécies de micro-organismos e, como estes 6leos variam em
composicdo de acidos graxos, cada 6leo vegetal pode induzir a producéo de diferentes
lipases em distintos micro-organismos (SHARMA; CHISTI; BANERJEE; 2001). Dessa
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forma, justifica-se a importancia de se realizar diferentes experimentos a fim de se
determinar qual 6leo vegetal € o mais adequado para cada micro-organismo, quando se
deseja atingir um maior rendimento na producgéo de lipases.

Com relacdo a fonte de nitrogénio, geralmente os micro-organismos fornecem
maiores rendimentos na producdo de lipases quando ha uma combinacao de fontes
organicas e inorganicas de nitrogénio. As fontes organicas mais comumente utilizadas sao
a peptona, o extrato de levedura, gua de maceracdo de leguminosas (como milho ou
soja) e ureia, porém enquanto para alguns micro-organismos determinado composto pode
aumentar a resposta na producgéao de lipases, para outro 0 mesmo composto pode inibir a
sua producdo (SHARMA; CHISTI; BANERJEE; 2001).

As fontes de nitrogénio inorgénicas sozinhas néo induzem t&o fortemente a
producéo de lipases, portanto, faz-se necessaria sua combinacdo com uma fonte
organica. Diferentes sais inorganicos podem influenciar positivamente ou negativamente
a producéao de lipases, sendo que cada micro-organismo pode responder diferentemente
a adicdo ou privacéo de determinado ion, porém de maneira geral ions Mg?*, Ca?*, Na*,
K*, Mn?*, Fe?*, Co?*, Cu?* e Zn?* sdo os de maior relevancia quando se deseja induzir a
producéo de lipases pelo micro-organismo (WANG et al. 1995).

As condicdes de agitacdo e aeracdo tambéem afetam a quantidade total de lipases
produzidas, sendo que essas condi¢cdes podem variar amplamente de acordo com micro-
organismo produtor (80 a 750 rpm e de 1 a 2 vvm) (BURKERT et al., 2005).

3.2 FUNGOS ENDOFITICOS

O termo endofito vem do grego, onde “endo” refere-se a interior e “fito” a planta. Ele
se refere a todos 0s micro-organismos, que pelo menos em uma fracdo do seu ciclo de
vida, colonizam a parte interna de tecidos vegetais sem causar nenhum sintoma negativo
ou ser prejudicial a planta hospedeira (PATIL et al., 2015). Esses micro-organismos
podem ser bactérias, fungos, virus ou actinomicetos e podem ser encontrados em
praticamente todos os biomas, desde o Artico até os Tropicos (ARNOLD, 2007). Além de
colonizarem as partes internas da planta, desde folhas e caules até flores e frutos (FOUDA
et al., 2015), eles sé@o capazes de produzir compostos bioativos e enzimas, promover o
crescimento do hospedeiro e oferecer resisténcia a estresses bidticos e abibticos ao
vegetal hospedeiro (ROCHA et al., 2020).
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A relacao entre o endofito e o hospedeiro pode variar de fitopatogénese latente a
simbiose mutualistica (PATIL et al., 2015). O enddfito se apropria da estrutura do vegetal
para conseguir nutrientes e protecdo, enquanto produz enzimas e outros metabdlitos
secundarios frente a situacfes de estresse nutritivo ou presenca de outros micro-
organismos patogénicos (TAN; ZOU, 2001), conferindo assim, uma maior adaptabilidade
do vegetal a diferentes habitats.

Estima-se que fungos combinam-se com espécies vegetais ha aproximadamente
400 milhdes de anos (JAGANNATH et al., 2021) e, embora a primeira descoberta de um
endofito tenha sido feita em 1904, estes micro-organismos ndo receberam tanta atencao
até a recente descoberta da sua importancia ecolégica e de seu potencial na producéo de
metabdlitos secundarios com diferentes fung¢des biolégicas, os quais tém grande
importancia na area farmacéutica (GUNATILAKA, 2006; MATTOO; NONZOM, 2021). De
maneira geral, mais de cem anos de pesquisa nesta area sugerem que a maioria das
plantas de ecossistemas naturais sao simbi6ticas com micorrizas e/ou fungos endofiticos
(RODRIGUEZ et al., 2009).

Uma infinidade de metabdlitos bioativos de diferentes classes, tais como
flavonoides, quinonas, alcaloides, compostos fendlicos, entre outros, que séo derivados
de fungos endofiticos, tém sido reportados continuamente na literatura. Estas moléculas
sdo de grande importancia para a medicina e industria farmacéutica, pois podem
apresentar propriedades antioxidante, antimicrobiana, antidiabética, antiviral ou até
mesmo antitumoral (RAO; KAMALRAJ; JAYABASKARAN, 2019).

3.2.1 Enzimas isoladas de fungos endofiticos

Assim como outros micro-organismos que dominam os tecidos vegetais, os fungos
endofiticos sintetizam enzimas extracelulares como um mecanismo de resisténcia
(JAGANNATH et al., 2021). Uma maior énfase tém sido dada no uso de fungos ao invés
de bactérias porque além de produzirem maiores quantidades, as enzimas fangicas
podem ser secretadas no meio, facilitando a sua extracdo e purificacdo (VAZQUEZ-
MONTOYA et al., 2020). A capacidade dos fungos de crescerem e produzirem enzimas
em culturas axénicas (puras, com apenas um Unico micro-organismo) dentro de 2 a 4
semanas também os tornam mais econdmicos na hora da sele¢cdo do micro-organismo
(AYOB; SIMARANI, 2016).
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Algumas dessas enzimas sao responsaveis pela ligacao do endofito ao hospedeiro
(AMOBONYE et al., 2020), enquanto outras sdo responsaveis por clivar macromoléculas
como amido, proteinas e gorduras, a fim de se obter os nutrientes necessarios para a
sobrevivéncia do micro-organismo (SOPALUN; IAMTHAM, 2020). Uma relagéo entre
diferentes enzimas produzidas por fungos endofiticos e seus respectivos hospedeiros se

encontra na Tabela 2.

Tabela 2 - Relacdo de enzimas produzidas por diferentes espécies de fungos

endofiticos, acompanhado da planta hospedeira.

(continua)

Fungo Endofitico

Planta Hospedeira

Tipos de Enzimas

Referéncias

Produzidas
Stemphylyum licopersici Humiria balsamifera Lipase
HB13
Rocha et al
(2019)
Sordaria sp. TB1 Tocoyena bulata Lipase
. - . Ricinus communis . Oliveira et al
Candida guilliermondii L Lipase (2014)
Preussia africana Handroanthus Lipase Souza et al
impetiginosus P (2018)
Penicillium funiculosum Celulase
Vazquez-
Fusarium verticillioides Moringa oleifera Celulase Montoya et al
(2020)
Cladoqurl_um Celulase
cladosporioides
Penicillium daleae Fosfatase e Fitase Adhikari P:
Taxus wallichiana Pandey A;
(2019)
Aspergillus versicolor Fosfatase e Fitase
Nigrospora sphaerica Costus igneus Amilase
Drechslera hawaiiensis . . . Amirita et al
Adathoda vasica Amilase, lipase e protease (2012)

Colletotrichum carssipes

Lawsonia inerims

Amilase, protease
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(concluséo)

Tipos de Enzimas

Fungo Endofitico Planta Hospedeira Referéncias

Produzidas
. . . . . Amirita et al
Curvularia vermiformis  Coleus aromaticus Celulase, lipase, protease (2012)
. . . Celulase, pectinase,
Aspergillus japonicus A
protease, xilanase
Fusarium lateritium Opuntia ficus-indica Bezerra et al
M. Celulase, protease, xilanase (2012)
Pestalotiopsis guepinii Celulase, protease, xilanase
Colletotrichum Viola odorata Protease Katoch et al
siamense (2017)
Xvlaria curta Catharanthus Protease Meshram et al
y roseus (2017)

3.2.2 Preussia africana

O género Preussia € um taxon ambientalmente diverso, mas pouco conhecido.
Membros do género podem ser coprofilos, vivendo em fezes de animais ou em restos de
vegetais ou endofiticos vivendo no interior de plantas numa relagcéo do tipo mutualistica
(MAPPERSON et al., 2014).

A espécie Preussia africana (P. africana) foi isolada primeiramente por Arenal,
Platas e Pelaez (2005) a partir de substratos coproéfilos e de plantas mediterraneas
provenientes das llhas Canérias, Tanzania e Africa do Sul. Brum et al. (2012) também
relataram a presenca de P. africana como enddfito em extratos vegetais de Vitis labrusca
L, na regido de Séo Paulo, Brasil.

A Figura 2 mostra o fungo P. africana isolado por Souza et al. (2018) crescido no

meio de manutencéo (extrato de malte — MEA), apds 5 dias de encubacédo a 30 °C.
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Figura 3 — Fonte: do préprio autor
Legenda: Preussia africana isolado a partir do ipé roxo, em placa com
meio MEA (agar extrato de malte)

Souza et al. (2018) isolaram e identificaram o micro-organismo P. africana em
extratos de Handroanthus impetiginosus, uma planta mais popularmente conhecida como
ipé€ roxo. Os autores identificaram que o micro-organismo possuia potencial para producao
de lipases extracelulares (SOUZA et al., 2018), sendo este o Unico trabalho até o momento

gue relata a producéo das lipases produzidas por P. africana.
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4 METODOLOGIA

A goma ardbica foi adquirida da Synth® (Sao Paulo, SP, Brasil). Os 6leos vegetais
de girassol, canola e milho foram adquiridos no mercado local (Alfenas, MG, Brasil). Os
Oleos refinados de algodao, de palmiste e de linhaca foram adquiridos da Campestre
Indastria e Comércio de Oleos Vegetais (S&o Bernardo do Campo, SP, Brasil), Agropalma
(Belém, PA, Brasi) e Gran Oils (Sdo Paulo, SP, Brasil) respectivamente. Os meios de
cultivo foram adquiridos da Himedia (Sumare, SP, Brasil). Os reagentes de eletroforese
foram obtidos na Bio-Rad (Itapevi, SP, Brasil). Todos 0s outros reagentes quimicos e
solventes organicos eram de qualidade analitica e foram adquiridos da Synth (S&o Paulo,
SP, Brasil).

4.1 MICRO-ORGANISMO

O fungo endofitico P. africana, isolado a partir do Ipé Roxo (Handroanthus
impetiginosus) e identificado por Souza et al. (2018) (cédigo de acesso no GenBank:
SAMN 06350896; CPQBA 1304/16 DRM - 01) encontrava-se disponivel no Laboratorio
de Bioprocessos da UNIFAL-MG. O fungo foi mantido no meio de manutencédo (MEA) a
temperatura de 4°C em geladeira. Repiques foram feitos regularmente (15 em 15 dias)

para que o micro-organismo néo perdesse sua viabilidade.

4.2 MEIOS DE CULTURA E CULTIVO
4.2.1 Meio de Manutencéo

Para manutencéo e conservacdo do micro-organismo, utilizou-se o agar de extrato
de malte (MEA), composto por 2% (m/v) de extrato de malte, 0,5% (m/v) de peptona de
caseina, e 1,5% (m/v) de agar solavel. ApGs o repique, 0 micro-organismo crescia por no

minimo 5 dias a 30°C antes de ser armazenado na geladeira.
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4.2.2 Meio de Ativacao

Para ativacdo do micro-organismo, utilizou-se o &gar sabouraud dextrose (SDA),
composto por 6,5% (m/v) de SDA soluvel. Apds o repique, 0 micro-organismo crescia por
no minimo 5 dias a 30°C antes de ser transferido para meio de indculo.

4.2.3 Meio de In6culo

O meio de in6culo, de pH 6,0, foi composto por 2% (m/v) de peptona de caseina,
0,1% (m/v) de extrato de levedura, 0,05% (m/v) de nitrato de s6dio (NaNO3), 0,05% (m/v)
de sulfato de magnésio (MgS0O.) e 1% (v/v) de bleo vegetal (Souza et al., 2018).

4.2.4 Meio de Producao

O meio de cultivo, de pH 6,0, para producao de lipases foi composto inicialmente
por 2% (m/v) de peptona de caseina, 0,1% (m/v) de extrato de levedura, 0,05% (m/v) de
nitrato de sodio (NaNO3), 0,05% (m/v) de sulfato de magnésio (MgSOa), 0,05% (m/v) de
nitrato de calcio (Ca(NOs)2), 0,05% (m/v) de fosfato de sédio monobasico (NaH2PO4),
0,05% (m/v) de cloreto de calcio (CaCl.), 2% (v/v) de 0Oleo vegetal (C/N=11,73) e 10% (v/v)
de in6culo (GOMBERT et al., 1999; KUMAR et al, 2008) A porcentagem de 6leo vegetal

foi variada posteriormente para estudar a relacdo C/N na producao de lipases.

4.3 PRODUCAO DE LIPASE VIA CULTIVO SUBMERSO

O cultivo submerso foi realizado em shaker orbital rotativo com agitacao constante
de 250 rpm e temperatura de 30 °C (KUMAR et al., 2008). Foram utilizados enlermeyers
de 1 L, sendo que apenas 10% do volume (100 mL) foi utilizado para garantir que a
transferéncia de oxigénio ndo fosse um fator limitante do processo.

Apés a ativacdo do micro-organismo, em placas contendo o agar sabouraud
dextrose (SDA) e seu crescimento (5 dias), uma colénia de 5 mm de diametro foi
transferida para meio de in6culo previamente autoclavado. Apds 48 h de crescimento do
micro-organismo no meio de indculo, foi adicionado 10 mL deste a 90 mL do meio de
producdo previamente autoclavado. Ao final do cultivo o caldo foi filtrado a vacuo
utilizando-se papel de filtro Whatman n° 44 para a remoc¢ao das células, sendo o filtrado

denominado extrato bruto e utilizado em estudos posteriores.
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4.4 PURIFICACAO DO EXTRATO ENZIMATICO POR PRECIPITACAO

A precipitacdo da lipase foi realizada com acetona de acordo com a metodologia
descrita por Ferreira et al. (2018). A acetona a 8°C foi utilizada numa proporgéo caldo
enzimatico de 2:1 (v/v). Apos adicdo de acetona, o sistema foi centrifugado por 15 minutos
a 2.000 rpm para separacao das fases. Apos a centrifugagéo, o sobrenadante foi colocado
novamente em contato com uma nova fase do solvente e o processo de precipitacao foi
repetido. Os precipitados resultantes das duas fases de precipitacdo foram coletados, re-
suspendidos com tampao fosfato 100 mM de pH 7,0 e submetidos a andlise da atividade
hidrolitica para determinacéo da atividade recuperada da enzima purificada. Também foi
realizada a determinacdo da quantidade de proteina presente nos precipitados para o
calculo da atividade especifica.

4.5 AVALIACAO DA PRODUCAO DE LIPASE COM DIFERENTES OLEOS VEGETAIS

Foram realizados ensaios nos tempos de 48 e 60 h de cultivo utilizando diferentes
Oleos vegetais como ambos, indutores e fontes de carbono. Os dleos utilizados foram de
algodao, palmiste, girassol, canola, milho e linhaca. Os ensaios foram realizados em
triplicata e apos as amostras serem retiradas, os Erlenmeyers ndo voltavam ao shaker.
Para todos os ensaios foram determinadas a atividade hidrolitica e a concentracdo de
biomassa produzida. A atividade hidrolitica foi utilizada também para o calculo da
produtividade em U/(mL.h) nos cultivos submersos.

A composicdo, em porcentagens de acidos graxos, de cada 6leo vegetal utilizado
encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3 - Composicao dos 6leos vegetais em termos de porcentagem de acidos

graxos.
Acidos Graxos (%)
Oleo Vegetal Oleico Linoleico Palmitico Estearico Linolénico
(C18:1) (C18:2) (C16:0) (C18:0) (C18:3)

Algodao 19,00 54,00 24,30 2,70 0,00
Palmiste 37,00 12,00 49,00 2,00 0,00
Girassol 20,00 70,00 8,36 1,64 0,00
Canola 58,00 25,00 5,20 1,80 10,00
Milho 25,80 59,80 11,20 1,70 1,50
Linhaca 18,50 17,20 6,60 4,50 53,20

Fonte: GIOIELLI, L.A. 1997; POPA et al., 2012.
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4.6 AVALIACAO DA PRODUCAO DE LIPASE ALTERANDO A RELACAO C/N

A produgéo de lipases em diferentes relagdes C/N foi avaliada. As relagdes C/N
estudadas foram de 11,73 (inicial — descrita no item 4.2.4. Meio de Produc¢éao) 8,63 e 7,05
(um exemplo de calculo para a relagdo C/N encontra-se no Apéndice A). O 6leo de girassol
foi utilizado como fonte de carbono e indutor e as composi¢des do meio de producéo para
cada relacdo C/N encontram-se na Tabela 4. A relacdo de C/N na qual foi encontrada a
maior atividade de lipases foi selecionada posteriormente, no acompanhamento da
producéo com o tempo, sendo retiradas amostras de 12 em 12 horas ao longo de 84 horas
de cultivo. Os ensaios foram realizados em ftriplicata. Em todos os ensaios foram
determinadas a atividade hidrolitica, a concentracdo da biomassa e foi medido o valor do

pH no caldo de cultivo.

Tabela 4 - Composi¢des dos meios de cultivo em % (m/v) de nutrientes, de
acordo com as diferentes relacdes C/N estudadas.

Componente Razao CIN
11,73 8,63 7,05

Peptona de Caseina  2,00% 2,00% 1,50%
Extrato de Levedura  0,10% 0,10% 0,00%
NaNOs 0,05% 0,05% 0,15%
MgSOa4 0,05% 0,05% 0,05%
Ca(NO)z.4H20 0,05% 0,05% 0,05%
NaH2PO4 0,05% 0,05% 0,05%
CaClz 0,05% 0,05% 0,05%
Oleo Vegetal 2,00% 1,00% 0,50%

4.7 DETERMINACAO DA TEMPERATURA E PH OTIMOS

O planejamento fatorial do tipo DCCR (Delineamento Composto Central
Rotacional) com duas variaveis (temperatura e pH) com trés pontos centrais e quatro
pontos axiais, totalizando 11 ensaios, foi realizado no intuito de se determinar a
temperatura e pH 6timos para a atividade da lipase purificada. Os valores reais e

codificados de temperatura e pH encontram-se na Tabela 5.
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Tabela 5 — Variaveis do DCCR 22 com seus respectivos niveis e valores reais

Variaveis Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
X1 Temperatura (°C) 20 25 37 49 54
X2 pH 4,0 50 7,0 91 10,0

Para se determinar a influéncia do pH na atividade da lipase livre foram utilizados
os tampdes acetato de sédio (pH 4 e 5), fosfato de sodio (pH 7) e carbonato de sédio (pH
9,1 e 10), todos na concentracédo de 100 mM.

As analises de atividade hidrolitica foram realizadas de acordo com a metodologia
descrita no item 4.8, variando-se o tampao e a temperatura dos ensaios.

Os resultados foram analisados por meio do software Protimiza Experimental
Design (2014) e a analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para estimar os parametros
estatisticos e se avaliar se 0 modelo mateméatico gerado foi capaz de predizer os valores
experimentais de forma adequada. A validacdo do planejamento foi realizada para a

condicao oOtima obtida (pH 5,0 e temperatura de 25°C), em triplicata.
4.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE HIDROLITICA

A atividade hidrolitica foi medida pelo método de hidrolise da emulséo do 6leo de
oliva, de acordo com Ferreira et al. (2018). O substrato foi preparado com 6leo de oliva e
agua destilada na proporcao (1:1 m/m), e 7% de goma arabica (em relacdo a massa de
Oleo de oliva utilizada) e homogeneizado utilizando-se um mixer (Arno, 400W). A reacao
foi conduzida a 37°C sob agitacdo constante de 200 rpm durante 5 minutos, sendo
utilizado 5 mL desse substrato, 4 mL de tampéao fosfato 100 mM a pH 7,0 e 1 mL do extrato
bruto. O teste em branco foi realizado substituindo-se a amostra por 1 mL de caldo de
cultivo autoclavado. Ao final dos 5 minutos, a reacédo foi paralisada com a adi¢cdo de 10
mL de uma solucédo contendo alcool e acetona (1:1). Os acidos graxos liberados na reacéo
foram titulados com NaOH 20 mM, utilizando-se fenolftaleina como indicador e a atividade
hidrolitica foi determinada utilizando-se a Eg. (1). Uma unidade internacional (U) de
atividade foi definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol

de FFA (4cidos graxos livres) por minuto nas condi¢cdes experimentais descritas acima.

U Vi—Vs) %1000 = C Eqg (1
Atividade (—) = Wa 5) NaoH (1)
mL t*xVym
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Sendo Va 0 volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra, Vg 0 volume de NaOH
gasto na titulacao do branco, Cnaon a molaridade da solucdo de NaOH utilizada, t o tempo
de reacgao (5 min) e Vamo 0 volume de caldo adicionado (1 mL).

A atividade determinada também foi utilizada para o calculo da taxa de producéo
de lipase (U/mL.h) nos cultivos submersos.

4.9 DETERMINACAO DE CONCENTRACAO PROTEINA

A guantidade de proteina presente nas amostras foi determinada pelo método de
Bradford (1976), sendo utilizado como padréo a proteina BSA (albumina sérica bovina).

4.10 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE BIOMASSA

Ao termino do cultivo o caldo foi filtrado a vacuo, utilizando-se papel de filtro
Whatman n° 44, seguido de lavagem com agua destilada. As células foram mantidas em
estufa a 45 °C por 72 h ou até que a pesagem da massa fosse constante. A biomassa

seca também foi utilizada para o célculo da producéo especifica (U/g de biomassa).
4.11 ANALISE DE ELETROFORESE (SDS-PAGE)

A analise de SDS-PAGE foi realizada em um Kit Mini-Protean Il Dual-Slab Cell (Bio-
Rad, USA), de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970). As analises foram
realizadas utilizando gel de poliacrilamida 12% (m/v), e os géis foram revelados com
Coomassie Brilliant Blue R-250. Foram utilizados como padrdo marcadores moleculares
na faixa de 14,4 a 97,4 kDa (Bio-Rad, USA).

4.12 MEDIDA DO PH DO CALDO DE CULTIVO

A medida do pH do caldo de cultivo foi realizada apds a filtracdo do mesmo,

utilizando tira universal de pH (Kasvi K36-104).



4.13 FLUXOGRAMA DAS ETAPAS ENVOLVIDAS
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Figura 4 - Fluxograma representativo do cultivo submerso
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DA PRODUCAO DE LIPASE COM DIFERENTES OLEOS VEGETAIS

A producdo de lipases por P. africana foi avaliada variando-se o tipo de 6leo vegetal
gue foi utilizado tanto como indutor, quanto como fonte de carbono no meio de producéo.
Para que haja a metabolizacdo dos acidos graxos pelo fungo para a geracdo de energia
pelo mecanismo da B-oxidacao é preciso que os acidos graxos estejam livres no meio de
cultivo, para atravessar a membrana celular do micro-organismo.

Assim, é fundamental que o fungo seja capaz de produzir lipases capazes de
hidrolisar os triacilglicerideos dos 6leos vegetais presentes no meio de producao
(OBRADORS et al., 1993). Os 6leos vegetais avaliados foram de algoddo, girassol,
palmiste, milho, canola e linhaca. A producéo foi avaliada em dois tempos distintos de
cultivo (48 e 60 h), na temperatura de 30°C e 250 rpm de agitacdo. Os resultados obtidos
para a atividade enzimatica (U/mL) e concentracao de biomassa (g/L) estao representados

na Figura 5.
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Figura 5 - Atividade hidrolitica e concentracédo de biomassa obtidas apds 48 e 60 h
de cultivo a 30 °C e 250 rpm de agitacao, utilizando-se diferentes 6leos

vegetais.
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O maior valor de atividade hidrolitica de 3,13 + 0,15 U/mL, producdo especifica
721,20 (U/g de biomassa) e produtividade em lipase de 70 U/(L.h) foi obtido para o 6leo
de girassol em 48 h de cultivo e o menor valor de atividade (0,12 + 0,01 U/mL) para o 6leo
de palmiste em 48 h de cultivo. Em 48 h de cultivo também foram observados valores
similares de atividade hidrolitica, de producéo especifica e de produtividade em lipase
para o 6leo de milho (2,95 + 0,17 U/mL, 719,51 U/g de biomassa e 60 U/(L.h). Para o 6leo
de linhaca a atividade hidrolitica (2,72 + 0,20 U/mL) e a produtividade em lipase (60
U/(L.h)) foram similares aos valores encontrados para o 6leos de milho e de girassol, mas
a atividade especifica foi menor (350,52 U/g de biomassa) em 48 horas de cultivo.
Utilizando os 6leos de algodéo e de canola, também foram obtidas atividades hidroliticas
de 2,73 +0,48 e 2,79 + 0,73 U/mL respectivamente, que estavam proximas as atividades
encontradas para os 6leos de girassol, milho e de linhaga. Entretanto, aa produtividades
em ambos foi menor (50 U/(L.h)), devido ao tempo de cultivo ter sido maior (60 h) e
também foram encontrados menores valores de producado especifica de 382,9 e 569,4
(U/g de biomassa) para os 6leos de algodé&o e canola, respectivamente.

A maior concentracao de biomassa foi obtida no meio de producéo contendo 0Oleo de
linhaca em ambos os tempos de cultivo de 48 e 60 h (7,76 + 0,21 g/L e 7,75 + 0,13 g/L,
respectivamente). Nos meios contendo 6leo de algoddo também foi observado uma
concentracdo de biomassa similar apés 48 e 60 h de cultivo (7,33 + 0,21g/L e 7,13 g/L +
0,20 g/L, respectivamente), diminuindo assim, os valores de producdo especifica
encontrados, quando foram usados os 6leos de algodéo e linhaca como indutores e fonte
de carbono no meio de producéo.

Uma possivel causa para os diferentes resultados observados para de lipases
produzidas, concentracdo de biomassa e producédo especifica pode ser atribuida as
diferencas encontradas na composi¢cdo em acidos graxos dos 0leos vegetais utilizados no
meio de producéo (Tabela 3).

Nos 0leos de girassol e de milho, o acido linoleico (C18:2) corresponde a cerca de
70 e 59,8 % de suas composicdes, respectivamente. Assim, uma vez que os valores de
atividade, producéo especifica e produtividade encontrados para esses 6leos vegetais foi
muito préximo, pode-se inferir que os 6leos vegetais que continham maiores quantidades
de acidos graxos com dupla insaturacdo foram mais efetivos para inducao da producao

de lipases por P. africana.
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A influéncia da composicao de acidos graxos no meio de cultivo como fonte de
carbono ou indutores para a producao de lipases € relatada na literatura. Shimada et al.
(1992) reportaram que a producéo de lipases por Geotrichum candidum, era fortemente
influenciada pelo tamanho da cadeia carbénica do &cido graxo utilizado e também pelo
namero de suas insaturacdes. Ainda, o tipo de 6leo indutor utilizado era capaz de controlar
o nivel de transcricAo genética, fazendo com que o fungo pudesse produzir
majoritariamente apenas uma de suas duas lipases.

Azeredo et al. (2007) reportaram que a producao de lipases pelo fungo Penicillium
restrictum, via cultivo submerso, foi fortemente afetada devido ao tipo de fonte de carbono
utilizada, sendo o 6leo de oliva a melhor fonte de carbono e indutor de lipases (12,1 U/mL).
Lakshmi et al. (1999) avaliaram o efeito de seis diferentes 6leos vegetais refinados,
amendoim, gergelim, mamona, palma, coco e girassol, na producdo de lipases por
Candida rugosa (DSM 2031). Os autores observaram que a producdo de lipases
aumentou conforme se aumentava a porcentagem total de insaturacdes nas cadeias de
18 carbonos (C18:n) dos acidos graxos presentes no Oleo vegetal. A maxima atividade
lipolitica ao final de 48 h foi obtida para o 6leo de gergelim (4,43 U/mL).

Com base nos resultados obtidos nessa etapa, o 6leo de girassol foi selecionado
para a realizacdo das etapas seguintes deste trabalho, uma vez que foi o 6leo que
apresentou a melhor resposta para todos os parametros avaliados na producéao de lipases

(atividade hidrolitica, producéo especifica e produtividade)

5.2 AVALIACAO DA PRODUCAO DE LIPASE ALTERANDO A RELACAO C/N

Diferentes relacbes de Carbono/Nitrogénio (C/N) no meio de producédo podem
afetar a rota metabdlica do micro-organismo e, consequentemente, a producao de lipases
(FREIRE et al., 1997; GOMBERT et al., 1999; RAO et al., 1993). Assim, esse parametro
também foi avaliado no presente trabalho, sendo utilizadas duas relacdées de C/N (8,63 e
7,05) inferiores a original (11,73) para o meio de cultivo contendo o 6leo de girassol como
indutor e fonte de carbono.

Os resultados obtidos para cada relacdo C/N nos tempos de 48 e 60 h, bem como

a comparacao com a C/N original estéo representados na Figura 6.
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Figura 6 - Atividade hidrolitica (U/mL) e concentracdo de biomassa (g/L) obtidas
em 48 e 60 h dos cultivos a 30 °C e 250 rpm para diferentes relacbes

C/N, utilizando-se 0Oleo de girassol como indutor e fonte de carbono

A maior atividade hidrolitica foi observada para a relacdo C/N 8,63 no tempo de 48
h (4,14 + 0,15 U/mL) e a menor atividade foi observada para a relacdo C/N 7,05 apds 48
h de cultivo (0,71 £ 0,25 U/mL). O valor de atividade encontrado para 48 h para a relacéo
C/N de 8,63 foi superior ao valor obtido no ensaio anterior, quando foi usado uma C/N de
11,73 (3,13 +£ 0,15 U/mL), demostrando que a diminuicdo da relacdo C/N foi favoravel a
producéo de lipases.

Esse resultado estd de acordo com o descrito por Freire et al. (1997), que
reportaram a producdo de lipases extracelulares pelo fungo Penicillium restrictum via
cultivo submerso. Os autores estudaram diferentes relacdes de C/N, tendo o 6leo de oliva
como fonte de carbono e indutor e observaram que para um intervalo de C/N entre 7,9 e
9,9 foi obtida a maior producéo de lipases (15,0 U/mL). Os autores ainda observaram que
guando uma C/N maior era utilizada, era desencadeada uma mudanca metabdlica no
Penicillium restrictum, que favorecia um maior crescimento celular em detrimento da

producdo de lipase. Ainda, que maiores propor¢des do 6leo de oliva no meio de cultivo
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poderiam inibir a producéo de lipases pelos &cidos graxos livres, mas ressaltaram que
este mecanismo ainda n&o estava bem elucidado.

A relacédo de C/N de 7,05 proporcionou a menor producédo de lipases dentre as
razdes analisadas, provavelmente porque a baixa concentracdo de 6leo vegetal (0,5 %)
(v/v), fez com que o micro-organismo tivesse menos estimulo para produzir lipases. Dessa
forma, a relacdo C/N de 8,63 foi a escolhida para a realizagdo do acompanhamento da
producéo com o tempo.

5.3 ACOMPANHAMENTO DA PRODUCAO DE LIPASE COM O TEMPO

O acompanhamento da producédo de lipase durante 84 h por cultivo submerso foi
realizado utilizando-se o 0leo de girassol como indutor e fonte de carbono e a relagao de

C/N de 8,63. Os resultados obtidos encontram-se na Figura 7.
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Figura 7 - Atividade hidrolitica, concentracédo de biomassa e pH do caldo ao longo
de 84 h de cultivo a 30°C e 250 rpm, utilizando-se 6leo de girassol como

indutor e fonte de carbono e a relacéo de C/N de 8,63.
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A producéo de lipases por P. africana est4 associada ao metabolismo primério do
fungo (SOUZA et al., 2018). A maior producéo de lipases foi obtida em 48 h de cultivo
(3,75 £ 0,36 U/mL) e, apds esse tempo, houve o decréscimo da producédo de lipases no
meio, provavelmente devido ao decréscimo da quantidade de 6leo vegetal disponivel no
meio de producao ou de outro componente, ja que a degradacéo da enzima produzida por
proteases foi descartada, uma vez que a andlise de eletroforese mostrou que o micro-
organismo excretou apenas uma unica proteina no caldo (ver item 5.4). Com relacéo a
concentracdo de biomassa, o fungo atingiu a fase estacionaria em 60 h de cultivo (em
torno de 5,83 + 0,31 g/L). Apds de 72 h iniciou-se a fase de morte celular, e também foi
verificado um decréscimo acentuado da producéo de lipases, provavelmente devido ao
esgotamento de mais nutrientes do meio de producdo. N&do foi observada mudanca
significativa no valor do pH (5 a 6) no caldo de cultivo, durante o intervalo de tempo

avaliado.

5.4 PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DA LIPASE PRODUZIDA

A lipase produzida foi precipitada em duas etapas, utilizando-se acetona como
agente precipitante e, em seguida, foram determinadas as atividades especificas apés
cada etapa de precipitacdo e as amostras foram analisadas por eletroforese. O fator de
purificacéo obtido foi em torno de 3,02% (em ambas etapas) e as atividades especificas
foram de 341,8 e 306,6 (U/(mL.g) de proteina) para a 12 e 22 etapas de precipitacao
respectivamente. A analise de eletroforese confirmou que o caldo sintético de producéao
se utilizando o 6leo de girassol como indutor e fonte de carbono, com relacéo C/N de 8,63
favoreceu a expressao de somente uma lipase produzida por P. africana (Figura 8).

No trabalho de Souza et al. (2018), a eletroforese do extrato bruto enzimatico
mostrou que havia mais bandas de proteinas presentes no caldo de fermentacédo apés um
tempo de cultivo de 48 horas, sendo que o0s autores conseguiram purificar e isolar apenas
uma das proteinas presentes, que foi produzida majoritariamente, com massa molar
aparente de 64 kDa.

No presente trabalho outra lipase de menor massa molar aparente (14,4 kDa) foi
produzida majoritariamente e isolada do meio de cultivo apds 48 h, sendo este o primeiro
trabalho a reportar essa lipase produzida pelo fungo endofitico P. africana. Embora nao
seja tdo comum, ha relatos de lipases de baixa massa molar na literatura. Dartois et al.

(1992) reportaram que a lipase extracelular de Bacillus subtilis 168 possui uma massa
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molar aparente de 19,3 kDa. Castro-Ochoa et al. (2005) relataram a caraterizacao de uma
lipase obtida de Bacillus thermoleovorans que possuia uma massa molar aparente de 11
kDa.

62.4 kDa

45 kDa

31 kDa

144 kDa =—

Figura 8 - SDS-Page, para a lipase de P. africana apo0s 48 h de cultivo, utilizando
0 Oleo de girassol como fonte de carbono e indutor e a relacdo de C/N
de 8,63. Linhas: (1) Marcadores moleculares (2) Primeira etapa de
precipitacdo (3) Segunda etapa de precipitacdo (4) Extrato bruto

enzimatico.
5.5 DETERMINACAO DA TEMPERATURA E PH OTIMOS

A lipase produzida e purificada foi caracterizada quanto a temperatura e pH 6timos
utilizando-se um delineamento composto central rotacional (DCCR) para duas variaveis
independentes. Os resultados obtidos no planejamento fatorial encontram-se na Tabela
6.

Os melhores valores de atividade (29,58 e 29,37 U/mL) foram obtidos nos ensaios
1 e 2 da matriz do DCCR, com o pH 5,0 para ambos, demostrando que a variacdo da
temperatura entre 25,0 e 49,0 °C néo influenciou a atividade da lipase produzida. O menor
valor de atividade (16,00 U/mL) foi encontrado no ensaio 8, a pH 10,0 e temperatura de
37 °C.
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Tabela 6 — Matriz do DCCR 22 para a determinagdo da temperatura e pH 6timos,
utilizando-se a lipase purificada, produzida pelo P. africana. A variavel
reposta do planejamento foi a atividade hidrolitica obtida nos ensaios.

Variaveis Independentes Respostas
Ensaios Temperatura Y Atividade hidrolitica ~ Valor predito Desvio

(C) P (U/mL) (%) (%)
1 -1 (25,0) -1 (5,0) 29,58 26,53 10,31
2 +1 (49,0) -1 (5,0 29,37 26,53 9,67
3 -1 (25,0) +1 (9,1) 18,02 19,45 -7,94
4 +1 (49,0) +1(9,1) 20,18 19,45 3,62
5 -1,41 (20,0) 0 (7,0 26,33 26,02 1,18
6 +1,41 (54,0) 0 (7,0) 27,00 26,02 3,63
7 0 (37,0) -1,41 (4,0) 21,33 24,99 -17,15
8 0 (37,0) +1,41 (10,0) 16,00 15,00 6,22
9 0 (37,0) 0 (7,0 24,57 26,02 -5,90
10 0 (37,0) 0 (7,0 25,00 26,02 -4,08
11 0 (37,0) 0 (7,0) 24,60 26,02 -5,77

A analise estatistica mostrou que apenas os termos linear e quadratico para o pH
(x2) foram estatisticamente significativos ao nivel de 5% de significancia, ou seja, p < 0,05
(Tabela 7). O diagrama de Pareto (Fig. 9) mostra as variaveis que foram estatisticamente
significativas no planejamento realizado.

Assim, os termos ndo significativos foram retirados do modelo e lancados nos
residuos e os coeficientes de regressédo foram novamente recalculados e utilizados para

gerar a Eq. (2).

Tabela 7 — Coeficientes de regresséo obtidos para DCCR 22, utilizando-se 5% de

nivel de significancia.

Coeficientes Erro Padréo p-valor

Média 24.72 1.35 0.0000
X1 0.36 0.83 0.6795
Xa2 1.38 0.98 0.2206
X2 -3.54 0.83 0.0079
X22 -2.62 0.98 0.0445

X1.X2 0.59 1.17 0.6338
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Figura 09 - Gréfico de Pareto para o DCCR 22 executado para a determinacédo da

temperatura e pH 6timos, utilizando-se a lipase purificada, produzida
pelo P. africana

U
Atividade (ﬂ) = 26,02 — 3,54 x, — 3,03 x> Eq (2)

A ANOVA, gerada somente para coeficientes estatisticamente significativos, esta
mostrada na Tabela 8. Verificou-se que Fcalc (15,5) foi maior do que Ftab (4,46) e que o
coeficiente de determinacao foi satisfatorio (0,80). Verificou-se que o valor do erro puro
obtido foi baixo (0,1), indicando que 0s ensaios sado reprodutiveis e 0s experimentos estao
sob controle e sendo assim, a maior porcentagem dos residuos observados se deveu a
falta de ajuste do modelo aos dados experimentais. Entretanto, conforme discutido
anteriormente, o coeficiente de determinacéo obtido foi satisfatorio, pois a maioria dos
valores previstos possui desvios abaixo de 10% (ver Tabela 6) permitindo a construcao

da superficie de resposta (Fig. 10) para analise das variaveis estudadas.
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Tabela 8 - ANOVA para o DCCR 22 utilizando-se apenas os coeficientes de

regressao estatisticamente significativos a 5% de nivel de significancia.

o Soma dos Graus de Quadrado
Fonte de Variagéo _ o Fcac  p-valor
guadrados liberdade meédio
Regresséao 156,7 2 78,4 15,5 0,00178
Residuos 40,5 8 51
Falta de ajuste 40,4 6,7
Erro puro 0,1 0,1
Total 197,2 10

R2 = 0,80; Frab2:8:0,05 = 4,46

Como nenhum termo da temperatura foi significativo a 5% de significancia, a
superficie de resposta gerada (Fig. 10) restringiu-se a apenas dois eixos, pH e atividade
hidrolitica (U/mL). Observou-se que a lipase produzida apresentou valores proximos de
atividade para a faixa de pH que vai de 5 a 7, e que com o0 aumento dos valores de pH a

atividade da lipase produzida tende a diminuir.
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Figura 10 - Superficie de resposta mostrando a variacdo da atividade enzimatica
da lipase purificada, produzida pelo P. africana em funcédo da variacédo
do pH.
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A variagdo da temperatura no intervalo estudado (de 20 a 54 °C) nao foi
estatisticamente significativa, ou seja, ndo influenciou nas atividades encontradas. Este é
um aspecto positivo, pois significa que a lipase podera ser utilizada em reacdes nas quais
a temperatura da reacao esteja acima da ambiente. A utilizagcdo de uma temperatura de
operagdo mais alta traz vantagens, pois proporciona uma taxa de difusdo mais alta,
aumenta a solubilidade de lipideos e outros substratos hidrofébicos em agua, diminui a
viscosidade do substrato, aumenta a taxa de reacdo e diminui o risco de contaminacéo
microbiana (HASAN et al., 2006).

Para a validacdo do DCCR foi selecionada a condi¢cdo do ensaio 1, na qual a
temperatura era de 25°C e o pH 5,0. Os ensaios foram realizados em triplicata, sendo
obtido uma atividade hidrolitica de 28,12 + 1,75 (U/mL).
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6 CONCLUSOES

A manipulacdo da fonte de carbono e indutor e da razédo de C/N para o meio de
producéo possibilitou a producdo de uma Unica lipase extracelular apés 48 h de cultivo
submerso pelo fungo endofitico P. africana. A proteina produzida foi confirmada por
analise de eletroforese (14,4 KDa) e sua habilidade em expressar atividade utilizando o
oleo de oliva como substrato (analise de atividade) demostrou que se trata de uma lipase
verdadeira.

A producdo induzida de uma Unica lipase auxilia na diminuicdo das etapas de
separacéo e purificacdo, que séo as etapas responsaveis por elevar o custo do processo
de producéo industrial de uma enzima. Assim, o presente estudo utilizou-se uma técnica
simples e proporcionou a producdo majoritaria de uma enzima por cultivo submerso,
facilitando e barateando o seu processo de purificacdo, simplesmente estudando-se a

relacdo da fonte de carbono/nitrogénio e o tipo de indutor no meio de producéo.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para proximos trabalhos, sugere-se aprofundar na caracterizacdo da lipase
produzida, estudando-se a cinética enzimatica, a estabilidade da enzima encubada em
diferentes temperaturas e a estrutura proteica da mesma. Sugere-se também, que sejam
realizados estudos para verificacdo de possiveis aplicacfes da lipase, em sua forma livre,
e de sua especificidade frente a diferentes substratos. A imobilizacdo para a lipase
produzida, utilizando-se diferentes metodologias de imobilizacdo, tais como adsor¢ao por
ligacdo covalente em diferentes suportes, formacdo de agregados enzimaticos (CLEAS),
encapsulacdo, dentre outros, bem como as possiveis aplicacbes dos derivados obtidos
em reacOes de esterificacdo € também um estudo interessante, que poderia ser

desenvolvido.
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APENDICE A — Exemplo de célculo utilizado para Relagdo C/N

Tabela com a composi¢ao do meio

Meio de Cultivo

Composicao
Componentes do Meio %C %N(p/p) MassadeC MassadeN
(para 1L) - (p/p)-B -C (mmol/L) (mmol/L)
A
Peptonade 5,00 g1 6000 12,00 1000,00 171,34
Caseina
Extratode 400 g1 4500 12,00 37,50 8,57
Levedura
Nitrato de Sddio
NaNOs 0,50 g/L 0,00 16,00 0,00 571
Sulfato de
Magnésio
heptahidratado 0,50 g/L 0,00 0,00 0,00 0,00
MgS0O4.7H20
Nitrato de
Célcio
tetrahidratado 0,50 g/L 0,00 6,00 0,00 2,14
Ca(NO)3.4H20
Fosfato de
sodio 0,50 g/L 0,00 0,00 0,00 0,00
monobasico
NaH2PO4
Cloreto de
Calcio CaCl, 0,50 g/L 0,00 0,00 0,00 0,00
Fonte de
) carbono 9,10 g¢g/L 76,84 0,00 582,70 0,00
(Oleo vegetal)
Total = 1620,20 187,76
Relacédo C/N = 8,63

Valores de referéncia:

Peso Molecular (g/mol) Densidade (g/cms3)
Carbono - D 12 Oleos vegetais 0,91
Nitrogénio - E 14,007




Equacdes utilizadas:

Massa de C (

Massa de N (
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