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Resumo

Cereus jamacaru € uma cactacea popularmente conhecida com
“Mandacaru” no Brasil e presente em todo continente americano. No pre-
sente trabalho foi avaliada a atividade enzimatica do extrato da planta in
natura, seca e fermentada através da fermentagao no estado sélido (FES)
com fungo Aspergillus niger ATCC 1004. Foi utilizado a metodologia de
superficie de resposta e o planejamento Doehlert, variando o tempo (h),
temperatura (°C) e umidade (%). O extrato do substrato in natura apresen-
tou uma atividade enzimatica de lipase de (23.03+ 0.001 UA) e seco (15.03
+ 0.002). De acordo com os dados obtidos na otimizagao, os resultados
da tabela ANOVA indica que ha uma boa concordancia entre a resposta
prevista e os valores experimentais estudados para cada variavel. O R?
foi de 0,94, mostrando que 94% dos resultados experimentais podem ser
explicados pelo planejamento adotado. Tempos de fermentagdes superio-
res a 100 h e inferiores a 90 h, temperaturas maiores que 35°C e menores
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gue 30°C e umidades superiores a 70% e inferiores a 60% diminuem a
producao de lipase produzida por Aspergillus niger ATCC 1004. De acordo
com os resultados obtidos é possivel verificar que apos a fermentacgao a
atividade da enzima lipase aumentou, podendo ser uma fonte de estudos
para producao de produtos com alto valor agregados.

Palavras-chave: Cactacea, In natura, Seco, Fermentacdo solida,
Otimizacao.
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Introdugao

permitem que inUmeras reacdes quimicas ocorram em condigdes

suaves, quando comparado aos processos quimicos tradicionais
(PENHA et al, 2016).

As lipases (triacilglicerol-acil hidrolases, EC3.1.1.3) saoenzimas
hidroliticasconsideradas de grande potencial como biocatalisadores em
numerosos processos industriais, gracas a sua capacidade de catalisar
diferentes reagbes como a sintese de ingredientes alimenticios, detergen-
tes, cosméticos, a obtengado de drogas enantiopuras e outros produtos
refinados (NEETHU et al, 2015; LIU et al, 2009; SONG et al 20116; YAN
et al, 2014). Além disso, deve-se considerar que as lipases toleram um
grande numero de substratos naturais e nao necessitam de cofatores
(SIODMIAK et al, 2012). Assim, parece dbvio que uso dessa enzima como
biocatalisador para a indUstriaaumentara continuamente (LIUetal, 2009;
D'ANNIBALEetal, 2006).

Embora se saiba que as lipases possam ser obtidas de diferentes
fontes, incluindo animais, vegetais e microbios, as que sao originarias
de microorganismos sao preferiveis para aplicacdes industriais devido
ao menor tempo de produgao em relagao as demais, sao mais estaveis
e ativas na presenca de solventes organicos, mantém sua ativida-
des mesmo em condigbes extremas de temperatura e pH (GEOFFRY
& ACHUR, 2018; THAKUR, 2012; DRIOUCH et al, 2011). Em literatura
recente relatada, cerca de 90% das lipases produzidas foram obtidas
de fontes microbianas (COSTA et al, 2017; SETH et al, 2014; SALIHU et
al, 2012; SINGH & MUKHOPADHYAY, 2012). Entre os fungos, o género
Aspergillus destaca-se na produgao por sua robustez, sendo conhecido
como um dos melhores produtores de enzimas extracelulares (TANI et
al, 2014).

A fermentagao em estado solido (SSF) se refere ao cultivo de micror-
ganismo sob ou dentro de particulas soélidas, sem apresentar o excesso
de agua livre. Esse processo tem demonstrado serbem adequada para a
producao de enzimas, especialmente por fungos filamentosos, pois serve
COMO UM mMeio rico para esses microorganismos crescerem semelhantes
ao seu ambiente natural (OLIVEIRA et al, 2016; FERREIRA et al, 2017) e
geralmente sao utilizados Rhizopus, Trichoderma, Penicillium eAspegillus.
O seu grande uso pode ser atribuido a sua simplicidade, baixo desperdicio
de agua, melhor recuperacgéo do produto e qualidade da lipase produzida.
Além disso, lipases purificadas do sistema SSF tiverammaior estabilidade

Q S enzimas sao proteinas que apresentam atividade catalitica e
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térmica comparada com aquela produzida pela fermentagdo submersa
(SETHI et al, 2016).

Apesar dos avancos feitos nos ultimos anos, o custo da produgao
de lipase nos processos biotecnoldgicos permanece ainda alto e com efi-
ciéncia moderada industrialmente (YONG et al, 2016; MATEO & MAICAS,
2015). Recentes pesquisas apontam que esses custos representem cerca
de 10 a 30% dos custos totais (OSMA & TOCA-HERRERA, 2011). Assim, 0
sucesso no uso de lipases em aplicagbes industriais depende de proces-
sos mais eficientes e especialmente de fontes de carbono mais baratas
para sua produgao. Dessa forma, atualmente uma das principais areas
na pesquisa de lipases envolve também o estudo de diferentes substra-
tos para obter as melhores condigdes para producao extracelular dessa
enzima, tanto por motivos econémicos como ambientais (NEETHU et al,
2015; GEOFFRY & ACHUR, 2018; FERREIRA et al, 2017; TREICHEL et al,
2010).

Cereus jamacaru é uma cactacea espalhada por todo continente
americano, em regides tropicais e temperadas, com a maior diversidade
de espécies ocorrendo no México (de LUCENA et al, 2013). No Brasil C.
Jamacaru é popularmente conhecida com "Mandacaru”, sendo encon-
trada abundantemente em regides semiaridas do Nordeste, altamente
resistente ao calor por conter elevados teores de dgua (KAVAMURA et al,
2018). Devido ao seu baixo custo de producao e alto teor nutricional, é
utilizada como complemento na alimentagdo animal, com o objetivo de
engorda e producao de leite (LUCENA et al, 2007). Além disso, alguns pro-
dutos industrializados, como xampus, sabonetes e cosméticos, tém sido
produzidos a partir de substratos oriundos de outras espécies da familia
(BIAVATT! et al, 2007).

Estudos cientificos foram realizados para avaliar diversas ati-
vidades bioldgicas dessa cactacea: anti-helminticas, antimicrobiana,
anti-inflamatéria e diurética, demonstrando seu potencial para aplicagdes
biotecnoldgicas. Contudo, nenhum estudo foi encontrado sobre seu uso
como Unica fonte de carbono para crescimento microbiano e assim pro-
dugao de bioprodutos de alto valor industrial como as lipases (VATTA et
al, 2009; YOUSIF et al, 2007; DAVET et al, 2009; ARAUJO et al, 2008; AGRA
et al, 2007).

Deste modo, dada a importancia de se investigar substratos alter-
nativos para produgao de enzimas, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
uso de C. jamacaru, como Unico meio de crescimento de Aspergillus niger
para producao de lipase, através da fermentagdo em estado solido. Além
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disso, foi realizado a otimizagaoda lipase produzidavisando sua aplicabi-
lidade industrial.

Metodologia
Substrato

As espécimes de C. jamacaru foram coletadas na cidade de
Jequié-BA (13° 51' 28" S, 40° 5' 2" W), regido sudoeste, em 20 de julho
de 2016. A identificacao taxonémica foi realizada pelo Dr. Guadalupe E.
de Macedo, no herbario da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
(UESB, Jequié, Bahia, Brasil), onde foi depositado um exemplar com o
numero de referéncia HUESB 6494,

Apo6s a colheita, a cactacea foi lavada, cortada, seca em estufa
(SolabSL 102, Piracicaba, Brasil) a 65°C por 24 h e moida em um moinho
de facas Wiley (ACB Labor, Sao Paulo, Brasil) até atingir o tamanho dos
granulos de 2 mm e armazenados a4 °C até o momento da utilizacao.

Microorganismo e Inoculo

O Aspergillus niger ATCC 1004 utilizado neste trabalho foi doado
pela Colegao de Microorganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria
(CMRVS, Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil). O
cultivo dos microorganismos foram feitos em placas de Petri utilizando
meio PDA (Potato dextrose Agar) (Himedia, Mumbai, india) a 30 °C. A solu-
cao estoque foi armazenada a 10 °C, o preparo da solucao esta ilustrado
na figura 1.
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Figura 1. Esquema ilustrado do inoculo do Aspergillusniger ATCC 1004 e obtengao
da solugéo de esporos.
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Figura 2. Conidioforos de Aspergillus niger.

T E 3

Fonte: TAVARES, 2012.

Em sequida frascos erlenmeyer (250 mL) com 20 mL de meio PDA
estéril foram inoculados com 0,5 mL da suspensédo de esporos obtida a
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partir da solugao estoque por 7 dias em estufa(TE-317, Tecnal, Sao Paulo,
Brazil) a 30 °C.A coleta de esporos foi realizada pela adigdo de 20 mL de
uma solugédo aquosa de 0,01% (v/v) de Tween 80 (Vetec — Rio de Janeiro
Brasil) e esferas de vidro estéreis aos frascos. A suspensao resultante foi
entdo usada como indculo, apds o ajuste da quantidade de esporos para
atingir uma concentragao final de 10’esporos por grama de C. jamacaru
seco, quantificada através da camera duplamente espelhada de NewBauer
(Bioval L1000, Séo Paulo, Brazil).

Fermentacao em estado solido (SSF)

O substrato indutor utilizado em todos os experimentos foi somente
o farelo seco de C. jamacaru, de um mesmo lote, submetido a esteriliza-
¢ao em autoclave (Phonexi, Sdo Paulo, Brasil)a 121°C e 1,0 atm de pressao
por 15 minutos. As fermentagdes foram realizadas com 10g, em frascos
erlenmeyer (250 mL) recobertos com tecido hidrofébico. A quantidade de
massa seca do substrato determinada por meio de um analisador de umi-
dade infravermelho (Moc63u, Shimadzu, Sdo Paulo, Brasil) foi 98,0 + 0,9%.

Os processos de fermentacao foram realizados em uma incuba-
dora microbioldgica (TE-317, Tecnal, Sdo Paulo, Brasil) em diferentes
temperaturas e tempos de fermentagdes, de acordo com o delineamento
experimental adotado. O substrato foi umedecido com solugcao em tam-
pao fosfato de sddio 50 mM (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) (pH 7.0) nos
volumes de 14,7mL, 22,8 mL e 39,2 mL para atingir as respectivas umida-
des de 60, 70 e 80%, determinadas por meio de um analisador de umidade
infravermelho (MOC63u, Shimadzu, Sao Paulo, Brasil).

Apos o processo de fermentagao, em cada erlenmeyer foram adicio-
nados 50 mlLde solucdo tampao fosfato de sodio (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil) (50 mM/pH 7,0) aos substratos fermentados. As misturas foram
homogeneizadas em um shaker (Solab, SL 222, Piracicaba, Brasil) a
200 xg a 35 °C durante 20 min. Apos esse periodo, as amostras foram
mecanicamente prensadas e os liquidos extraidos foram centrifugados
(CT-6000R; Cientec, Piracicaba, Brasil) a 5000xg a 4°C por 10 minutos
para remogoes de solidos mais finos; em seguida foram feitas filtracoes
a vacuo utilizando-se filtros de tamanhos de poros de 0,22um (Millipore®
Stericup™filterunit) e os sobrenadantes denominados extratos enzi-
maticos brutos foram utilizados para determinacdes das atividades
enzimaticas. Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

Deste modo, a produgao de lipase de Aspergillus niger ATCC 1004
através da SSF foi avaliada inicialmente por meio da variagao do tempo,
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temperatura e umidade no processo fermentativo de acordo com o deli-
neamento experimental adotado.

Planejamento experimental Doehlert para otimizagao da
producao de lipase

Para prever inicialmente a producao de lipase sob quaisquer con-
dicbes de tempo, temperatura e umidade no dominio experimental,
utilizou-se o planejamento Doehlert com a metodologia de superficie
de resposta (MSR). As variaveis, tempo de fermentagao (cinco niveis:
48 - 144 h), temperatura (cinco niveis: 25 - 45 °C) e umidade (trés
niveis: 60 - 80%) foram avaliadas com trés repeticdes no ponto central,
levando a um total de 15 experimentos (Tabela 2). Todas as analises
foram realizadas em triplicatas em uma ordem aleatdria. A falta de
ajuste do modelo aos dados experimentais foi avaliada utilizandoo
software Statistica SAS versdo 9.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)
através da analise de variancia (ANOVA).

Determinagao da atividade da lipase

A atividade da lipase foi determinada de acordo com (FERREIRA et
al, 2017) com pequenas modificacdes. Duas solugdes, A e B, foram pre-
paradas: a solugado A foi composta por 60 mg de palmitato de p-nitrofenila
(p-NPP) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) em 20 mL de alcool isopropi-
lico (Synth, Sdo Paulo, Brasil ); e solugao B foi composta por 4 g de Triton
X-100 (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) e 0,4 g de goma arabica (Synth,
S&o Paulo, Brasil) em 200 mL de tampéo citrato-fosfato 0,1 M (Sigma-
Aldrich, Sao Paulo, Brasil) (pH 7). Para o teste, foram utilizados 0,5 mL
de solugéo A, 4,5 mL de solucdo B e 0,5 mL de extrato enzimatico bruto.
As amostras foram entéo incubadas em banho-maria (SL 50 / 4A, Solab,
Sao Paulo, Brasil) a 40 ° C por 10 min, em seguida foi adicionado 1 mL
de carbonato de sédio 1 M (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) para parar
a reagao. A analise das amostras foi realizada em espectrofotémetro
(UV-340 G, Gehaka, Sao Paulo, Brasil) a 410 nm. A atividade da lipase
foi calculada dividindo a concentracdo de enzima encontrada na curva
padrao pelo tempo de reacao em minutos. A unidade de atividade enzima-
tica (AU) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar
Tumol mL-1 min-1 de p-NPP por minuto nas condi¢oes do ensaio.
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Ensaio de proteina

As concentragdes proteicas foram determinadas de acordo com
0 método descrito por (BRADFORD, 1976) utilizando albumina de soro
bovino (Sigma Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) como padrao.
Resultados e discussao

Prospecc¢ao de lipase no C. Jamacaru

Antes do processo de fermentagao foi realizada uma prospeccao
enzimatica de lipase na C. jamacaru in natura, no seu farelo seco e esteri-

lizado. Os resultados sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Determinacao de lipase no C. jamacaru in natura, farelo seco e

esterilizado.
Enzima UA
Biass In natura Farelo seco Farelo esterilizado
P 23.03 +0.001 15.08 £0.002 0.00+0.0
Proteina Total 88,67 +0.002 88.62 +0.003 0.00+0.0

A ocorréncia de lipase em C. jamacaru in natura aumenta sua poten-
cialidade como biocatalizador para biotransformacgdes lipidicas. Esta
enzima é um importante biomarcador utilizado para diferenciar genétipos
de varias espécies de plantas (BEVILAQUA et al, 2015).

A lipase degrada as reservas lipidicas armazenadas na forma de
triglicerideos (TAGSs), produzindo uma fonte de carbono que estimula o
crescimento do embriao durante o periodo pés-germinativo, dessa forma,
pode estar realizando um importante papel também para propagacao,
preservagao, sobrevivéncia e adaptacao da C. jamacaru emseu habitat
(ALENCAR et al, 2012).

A secagem do C. Jamacaru nao provocou uma queda na atividade
de proteina total. Entretanto foi notada uma queda de aproximadamente
35% na atividade da lipase no farelo seco. O tempo e a temperatura de
secagem a qual foi submetida a cactacea pode ter inativada a enzima,
demostrando inicalmente a instabilidade da lipase para temperaturas a
partir de 65 °C.No entanto, quando uma atividade de lipase € encontrada
em um material vegetal cru que ja é amplamente usado como comple-
mento na alimentagao animal, como € o caso do C.jamacaru, torna-se
uma alternativa de estudo muito promissora como fonte para lipases
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microbianas. No farelo esterilizado para ser submetido ao processo
de fermentacao nao foi encontrado proteina e nem lipase. Assim, nos
parece interessante verificar o efeito da fermentagao em estado solido
com o Aspergillus niger ATCC 1004 para produgao de lipase utilizando C.
Jamacaru como Unico indutor.

Avaliagao do planejamento experimental Doehlert para
otimizacao da producao de lipase

O Planejamento experimental Doehlert proposto para avaliar a pro-
ducao de lipase de Aspergillus niger ATCC 1004 através da fermentacao
em estado sdlido em funcao da variagao do tempo, temperatura e umi-
dade no processo fermentativo de C.jamacarué apresentado na Tabela
2, com as respostas dadas pelas atividades da lipase em valores reais e
estatisticamente previstos.

Tabela 2. Matriz Doehlert com os valores reais e codificados (em paréntese) para 0s
fatores: Tempo (h), Temperatura (°C), Mistura (%) e a resposta: atividade de lipase

(UA).
e dE) Te(r;:)po Temg,ecr:z;\tura Mi(s;l;ra ] UA Praditia
X el (Codificados)

] 48 (-1) 35(0) 70 (0) 3034+5.14 22.82
2 72 (-0.5) 30 (-0.289) 60 (-0.816) 63.31+494 62.54
3 72(-0.5) 30(-0.289) 80(0.816) 4128+502 55.30
4 72(-0.5) 40 (0.289) 60(-0.816) 182 ¢ bIO 87.03
5 72(-0.5) 40(0.289) 80(0.816) 41281487 34.79
6 96 (0) 25(-0.866) 70(0) 4799+494 42.28
7/ 96(0) 35(0) 0(0) 1130+ 611 8 118.16
8 96(0) 35(0) 70(0) 123.9+5.00 11816
9 96(0) 35(0) 70(0) 11744551 118.16
10 96(0) 45 (0.866) 70(0) 27.53 +5.02 33.25
1] 120 (0.5) 30(-0.289) 60(-0.816) 68.41 +4.98 7491
12 120(0.5) 30(-0.289) 80(0.816) 99.30 + 5.07 91.00
13 120(0.5) 40(0.289) 60(-0.816) 100.40 + 5.07 86.38
14 120(0.5) 40(0.289) 80(0.816) 56.69 + 5.00 57.47
15 144 (1) 35(0) 70(0) 50.34 + 4.94 57.87

A relagéo entre as variaveis independentes, tempo (t), tempera-
tura (T), umidade (M) e a varidvel dependente atividade da lipase (UA), é
expressa em termos do modelo matematico (Equagaol):
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UA = 2099,4+6,10t-0,03t2+74,18C-0,80T%+ 18,54M -0,10M?-0,03tT+0,02tM -22MT (1)

Baseado no modelo matematico contido na Equagao (1) foi gerada
a Figura Tque representa os graficos das superficies de respostas para

producao de lipase por Aspergillus niger ATCC 1004 na fermentacao em
estado solido para o C. jamacaru.

Figura 2. Superficie de resposta para producao de lipase por AspergillusnigerATCC
1004 na fermentag&o em estado sélido com o C. Jamacaru, variando: (a) Tempo e
Temperatura, (b) Tempo e Mistura, (c) Temperatura eMistura.

a) b)

ANOVA (Tabela 3) foi aplicada utilizando os dados experimentais da
Tabela 2 para avaliar o modelo quadratico ajustado. Um teste baseado
na distribuicdo de Fisher (F-test) indicou que a equagao ajustada é esta-
tisticamente significante (F = 9,17> 4,77). A falta de ajuste da soma de
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quadrados (F = 8,74 <19,16) indica que ha uma boa concordancia entre a
resposta prevista do modelo e os valores experimentais estudados para
cada variavel. O coeficiente de correlagao R? foi de 0,94, mostrando que
aproximadamente 94% dos resultados experimentais podem ser explica-
dos pelo planejamentoadotado.

Tabela 3. Analise de Variancia (ANOVA) para produgao de lipase por Aspergillus
niger ATCC 1004 na fermentacédo em estado soélido com o C. jamacaru os fatores
estudados foram: tempo (h), temperatura (°C) e mistura (%).

sgri::gz B gl M Calcﬁlado Tab(l:lado
Regressao 14134,424 9 1570,49 917 4,77
Residuo 865,467 5) 171,092
Falta de ajuste 794,850 8 264,95 874 19,16
Puro erro 60,610 2 30,306
SQ total 14989,890 14
R? 094

De acordo com o planejamento experimental adotado, tempos de
fermentacdes superiores a 100 h e inferiores a 90 h, temperaturas maiores
que 35°C e menores que 30°C e umidades superiores a 70% e inferio-
res a 60%diminuem a producao de lipase produzida por Aspergillus niger
ATCC 1004. Desta forma, as condi¢cdes otimas para produgao de lipase
foram encontradas com um tempo de fermentacao de 99 h, temperatura
de 35 °C e umidade de 65%. Nestas condicoes, a atividade de lipase pre-
dita foi de 120,62. A atividade de lipase predita foi confirmada e validada
através de um experimento (em triplicata), obtendo o valor experimental
de 132,90 + 6,09 UA, o qual é proximo do valor previsto, indicando que
aproximadamente 90% de validade foi alcancada. Assim o planejamento
experimental adotado exerceu uma predigao adequada sobre a atividade
da lipase, sendo confiavel para descrever a atividade da lipase através da
superficie de resposta.

O valor encontrado para a atividade da lipase por Aspergillus
niger ATCC 1004 na fermentacdo em estado solido com o C. jamacaru
(132,946.09 UA) na fermentagao em estado sdélido com o C. jamacaru
(132,916.09 UA) foi significativamente maios do que os resultados rela-
tados anteriormente neste trabalho sem a fermentacao, usando o C.
jamacaru in natura (23.03+0.00TUA) e seco (15.03+ 0.002UA), demons-
trando assim o potencial que essa cactacea tem para aplicagbes em
processos de fermentagao em fase solida.
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Consideracoes finais

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que C. jamacaru
€ um substrato eficiente para sintese de lipase pelo fungo filamentoso
Aspergillus niger ATCC 1004 através da fermentacao no estado solido,
uma vez que o mesmo demonstrou alto potencial como fonte nutritiva
para o crescimento do microrganismo em estudo, pois através destes o
microorganismo consegue iniciar a fermentacao secretando a enzima.
Desta forma, ter seu uso voltado para cultivo microbiano vez de sua subu-
tilizagdo como simples complementacao animal, € uma alternativa para o
uso dessa cactacea. Sua aplicacao biotecnoldgica pode levar a processos
potencialmente mais baratos e eficazes que os tradicionais, justificando
assim a busca por possiveisaplicacoes desta enzima em biocatalise.
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