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RESUMO

As lipases sdo enzimas versateis, amplamente utilizadas em variados setores industriais,
devido a sua capacidade de catalisar reacfes de hidrélise e sintese de lipideos. Embora
sejam produzidas por diversos taxons, os microrganismos (especialmente os fungos)
destacam-se como principais fontes de lipases, gracas a alta produtividade,
adaptabilidade e liberacdo de enzimas extracelulares, facilitando 0s processos
produtivos. Nos Gltimos anos, a bioinforméatica vem contribuindo para a descobertas de
novos organismos produtores de metabolitos de interesse (incluido lipases),
promovendo diversas inovagdes. Dessa forma, o trabalho teve como objetivo identificar
uma nova espécie de fungo produtora de lipase no género Aspergillus, utilizando
ferramentas de bioinformatica. Inicialmente foi feito um levantamento das espécies
produtoras de lipases do género Aspergillus no NCBI e de espécies desse género com
dados brutos de sequenciamento no SRA. Com base nessas informacdes e em critérios
pré-estabelecidos, foi selecionada a espéecie Aspergillus Spinulosporus para analisar se
ela é produtora de lipase. Para isso, foi realizado um tBLASTn utilizando os dados
brutos de sequenciamento genémico da espécie (disponivel no banco SRA) e sequéncias
proteicas de lipases de espécies do género Aspergillus. Os resultados indicam que a
espécie € produtora de diferentes tipos de lipases, incluindo: hidrolases, esterases,
carboxilesteras e fosfolipases. Revelaram ainda, que a espécie deve secretar diversas enzimas
para 0 meio extracelular, tornando-a uma espécie candidata para a producdo de lipases
comerciais. O estudo traz um conhecimento adicional para aqueles que desejam
trabalhar com lipases de Aspergillus, mostrando que existem outras espécies do género

a serem exploradas.

Palavras-chave: Bioinformatica, hidrolases, Analises genémicas.
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ABSTRACT

Lipases are versatile enzymes, widely used in various industrial sectors, due to their
ability to catalyze lipid hydrolysis and synthesis reactions. Although they are produced
by several taxa, microorganisms (especially fungi) stand out as the main sources of
lipases, due to their high productivity, adaptability and release of extracellular enzymes,
facilitating production processes. In recent years, bioinformatics has contributed to the
discovery of new organisms that produce metabolites of interest (including lipases),
promoting several innovations. Thus, the study aimed to identify a new lipase-
producing fungus species in the genus Aspergillus, using bioinformatics tools. Initially,
a survey of lipase-producing species of the genus Aspergillus was carried out in the
NCBI and of species of this genus with raw sequencing data in the SRA. Based on this
information and pre-established criteria, the species Aspergillus Spinulosporus was
selected to analyze whether it is a lipase producer. For this purpose, a tBLASTn was
performed using the raw genome sequencing data of the species (available in the SRA
database) and protein sequences of lipases from species of the genus Aspergillus. The
results indicate that the species produces different types of lipases, including:
hydrolases, esterases, carboxylesteres and phospholipases. They also revealed that the
species must secrete several enzymes into the extracellular medium, making it a
candidate species for the production of commercial lipases. The study provides
additional knowledge for those who wish to work with Aspergillus lipases, showing that

there are other species of the genus to be explored.

Keywords: Bioinformatics, hydrolases, Genomic analyses.
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1. INTRODUCAO

As lipases sdo enzimas que desempenham um importante papel no metabolismo
lipidico, atuando na sintese, degradacdo e modificacdo estrutural de moléculas lipidicas,
incluindo reagcBes como transesterificagdo, esterificacdo e amondlise (Ning, Zong,
2010). Essa capacidade catalitica torna-se de grande interesse em diversas areas
industriais, como na indudstria alimenticia, farmacéutica, cosmética, de produtos de
limpeza, na producdo de biocombustiveis, bem como na biorremediacdo ambiental
(Soni, 2021). Quando comparadas aos catalisadores quimicos, as lipases possuem
algumas propriedades vantajosas, como a alta especificidade ao substrato e, em alguns
casos, maior estabilidade em diferentes condigcbes de pH, temperatura e solventes
organicos (Kumar; Chauhan, 2021). Além disso, as lipases também possuem outras
caracteristicas interessantes, como sua capacidade de atuar em interfaces hidrofobicas e
hidrofilicas, tornando-a uma enzima valiosa para a exploracdo biotecnologica que atua
em diversos substratos (Kumar & Chaun, 2021; Goswami, 2021).

Devido a sua importancia industrial, 0 mercado tem demandado cada vez mais o
uso de lipases comerciais. Nesse contexto, 0s microrganismos, em particular os fungos,
destacam-se como fontes promissoras para a producdo de lipases comerciais, devido a
sua alta produtividade enzimatica e a capacidade de crescer em distintos substratos e
condicdes ambientais (Ezema et al., 2022). Dentre 0s microrganismos mais explorados
para essa producdo, destacam-se os fungos do género Aspergillus, que possuem a
capacidade de produzir varias enzimas extracelulares, simplificando os métodos de
obtencdo e purificacdo dessas enzimas (Nie et al., 2024). Diversas espécies de
Aspergillus ja foram descritas como excelentes produtoras de lipases, no entanto, esse
género possui ainda um numero significativo de espécies ndo exploradas quanto ao seu
potencial enzimatico, que podem apresentar caracteristicas relevantes comercialmente
(Chandra et al., 2021; Ezema et al., 2022).

Nos altimos anos, a bioinformatica tem se tornado uma ferramenta essencial
para a predicdo e anotacdo funcional de genes, a partir de genomas sequenciados. Com
base nisso, as andlises in silico sdo capazes de identificar novas espécies produtoras e
tipos de lipases, ampliando a disponibilidade dessas enzimas para 0 uso comercial.
Essas andlises aceleraram descobertas cientificas importantes, uma vez que sdo capazes
de fornecer informagdes relevantes com base em bancos de dados, suprimindo etapas de

experimentacdo laboratorial, e tornando assim o processo mais eficiente e menos
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custoso. Além disso, as analises in silico permitem identificar caracteristicas estruturais
e funcionais das enzimas, como a estabilidade em altas temperaturas e em meios
alcalinos, além de mutacdes que podem aumentar a atividade enzimética (Singab et al.,
2022). Essas caracteristicas sdo cruciais para determinar as possiveis aplicacdes
industriais dessas enzimas (Martinez, et al. 2020). Diante desse cenario, 0 presente
trabalho teve como objetivo identificar espécies produtoras de lipases nos fungos do
género Aspergillus, que ainda ndo tenha sido descrita na literatura (como produtora de

lipase) com base em uma analise in silico, visando sua aplicacdo biotecnoldgica.

2. OBJETIVO GERAL
Identificar espécies produtoras de lipases nos fungos do género Aspergillus, que
ainda ndo tenha sido descrita na literatura (como produtora de lipase) com base em uma

andlise in silico, visando sua aplicacdo biotecnologica.

3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Lipases: Caracteristicas gerais, aplicacOes e espécies produtoras

As lipases sdo enzimas classificadas pelo codigo EC 3.1.1.3 da Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB). Essas enzimas s&o
responsaveis pela quebra de triacilglicerdis em acidos graxos livres e glicerol, um
processo conhecido como hidrolise de ésteres de glicerol. Além disso, podem realizar
outras reacOes cataliticas em ambientes livres de agua, como esterificacdo,
interesterificacdo e transesterificacdo (Ollis et al., 1992; Belle et al., 2007).

As lipases possuem estruturas complexas, divididas em diversas regifes e
dominios proteicos, que podem variar dependendo da enzima. Mas no geral, elas
possuem as seguintes estruturas: (1) Dominio catalitico, que contém aminoéacidos
essenciais para a atividade enzimatica, como serina, histidina e &cido aspartico; (2)
Dominio de ligacdo ao substrato, que garante a especificidade e ligacdo adequada ao
substrato; (3) Regido responsavel pelo dobramento e pela manutencdo da estrutura
tridimensional da enzima; (4) Regido reguladora, que altera a atividade enzimatica em
resposta a presenca de inibidores e/ou ativadores; (5) Dominio de anexagdo, que
possibilita a sua ligacdo a diferentes superficies (ex. membranas celulares), sendo

crucial em sistemas bioldgicos (Casas, 2018). Além disso, dominios caracteristicos
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como GDSL esterase, Patatin-like phospholipase, PLAT/LH2, SGNH hydrolases e
Abhydro_lipase (Ramanadham et al, 2015).

Considerando a sua versatilidade e alta especificidade, as lipases tém se
mostrado valiosas em diversos setores industriais, como na industria alimenticia,
farmacéutica, cosmética, de produtos de limpeza e na producdo de biocombustiveis
(Reetz et al., 2006). Na industria farmacéutica, essas enzimas sdo importantes na sintese
de compostos quirais, essenciais na producdo de farmacos com alta pureza
enantiomérica (Lafuente, 2010). Além disso, sdo usadas em terapias de reposicdo
enzimatica, para tratar distarbios digestivos, como a insuficiéncia pancreética exocrina
(Watson, 2015). Na industria de produtos de limpeza, lipases sdo utilizadas na
formulacdo de detergentes, tornando o processo de lavagem mais eficiente e reduzindo
0 consumo de energia (Priyanka et al., 2019). Nos ultimos anos, as lipases tém sido
exploradas também na producéo de biodiesel, oferecendo vantagens sobre os processos
quimicos tradicionais, como menor producédo de residuos e operacdo em condi¢cdes mais
brandas, o que o torna ambientalmente mais atrativo (Filho; Silva; Guidini, 2019).

As lipases estdo amplamente distribuidas em plantas, animais e microrganismos,
sendo que, do ponto de vista comercial, as de origem microbiana, especialmente de
bactérias e fungos, apresentam o maior potencial de aplicacdo (Hasan et al., 2006).
Comparado com outras fontes, a producdo de enzimas em microrganismos € o método
mais econdmico e viavel para fabricacdo em larga escala (VVakhlu, 2006; Pascoal et al.,
2018). Entre os microrganismos, os fungos sdo amplamente empregados devido a sua
capacidade de secretar enzimas extracelulares, diretamente no meio de cultivo,
simplificando o processo de uso direto do fungo ou recuperagédo e purificacdo dessas
enzimas. Essas caracteristicas, somadas a facilidade de manipulacdo em processos
fermentativos e a sua alta capacidade produtiva, fazem dos fungos uma escolha
promissora e eficiente para a biotecnologia industrial, especialmente na producdo de
enzimas em larga escala (Pascoal et al., 2018; Rodrigues et al., 2015). Dessa forma, a
identificacdo de novas espécies de fungos produtoras de lipases é fundamental para o
avanco de diferentes setores industriais. Os principais fungos utilizados nesse sentido
pertencem aos géneros Aspergillus sp., Fusarium sp., Miucor sp., Penicillium sp.,
Rhizomucor sp. (Chandra et al., 2020; Cortez et. al., 2017).

O género Aspergillus possui espécies amplamente reconhecidos pela capacidade

de produzir enzimas extracelulares, incluindo as lipases. Além disso, as espécies deste
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género possuem a capacidade de adaptacédo a diferentes tipos de substratos e condig¢des
ambientais, 0 que as torna uma fonte promissora na producdo de biocatalisadores
(Klich, 2002). Dentre as espécies mais estudadas, Aspergillus niger e Aspergillus oryzae
se destacam por sua versatilidade e eficiéncia em processos biotecnoldgicos, mas o
género ainda inclui muitas espécies inexploradas quanto ao seu potencial enzimatico,
especialmente para a producdo de lipases (Nie et al., 2024). Essa lacuna oferece
oportunidades para estudos que buscam identificar e caracterizar novas espécies
produtoras de lipases ou de tipos de lipases para o uso industrial.

Com a intencdo de reduzir custos e descobrir novos tipos de enzimas, a procura
por novos microrganismos produtores de lipases é constante no meio cientifico. Essas
pesquisas permitem selecionar espécies/cepas promissoras para aplicacdes
biotecnologicas e industriais. No entanto, esse processo pode ser demorado e oneroso,
dependendo dos métodos e experimentos utilizados. Como alternativa, o uso de
ferramentas in silico, por bioinformatica, emerge como uma alternativa eficiente, rapida
e de baixo custo para triar e selecionar possiveis espécies produtora de lipase (Ovando
et al., 2020).

2.2 Uso de bioinformatica para identificacédo e caracterizacdo de produtos génicos

A bioinformatica é um ramo cientifico que consiste na convergéncia da biologia,
ciéncia da computacdo e estatistica, permitindo a obtencéo de informacdes integradas de
dados bioldgicos por meio da analise massiva de bancos de dados. Esse campo tornou-
se essencial para a biologia molecular e gendmica moderna, especialmente para a
interpretacdo de sequéncias genémicas de diversos organismos. Com o advento das
tecnologias de sequenciamento de nova geracdo, tornou-se possivel acessar uma
quantidade sem precedentes de informacgdes genéticas, muitas vezes compartilhadas nos
bancos de dados biolégicos. No entanto, a identificacdo e caracterizacdo eficazes dos
produtos génicos dependem de ferramentas e técnicas bioinformaticas sofisticadas
(McKee et al., 2021).

Os bancos de dados publicos biolégicos, como o National Center for
Biotechnology Information (NCBI) e seu repositério de dados brutos, o Sequence Read
Archive (SRA), sdo essenciais para o avanco cientifico. Disponibilizando sequéncias
genéticas gratuitamente, eles permitem que pesquisadores em todo o mundo analisem e

identifiquem novos produtos génicos, como enzimas, usando apenas ferramentas de
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bioinformatica e expertise técnica, sem custos adicionais. Essa acessibilidade promove
inovacdo a ciéncia, viabilizando aplicacbes biotecnoldgicas a partir de dados ja
existentes.

A bioinformética pode ser utilizada como uma importante ferramenta para
identificar genes codificadores de proteinas em genomas recém-sequenciados, através
da busca por quadros de leitura abertos (Open Reading Frames, ou ORFS) e a aplicagédo
de algoritmos de predigdo génica. Esses algoritmos inferem a presenca de genes a partir
de caracteristicas como codons de iniciacdo e terminacdo, composicdo GC e padrdes
conservados, conhecidos como motivos e dominios, sendo esse Ultimo geralmente
verificado com a ferramenta Conserved Domain Search (CD Search). Além disso,
ferramentas como o BLAST e o HMMER também sdo amplamente utilizadas para
comparar sequéncias com bancos de dados conhecidos, permitindo a inferéncia de
possiveis produtos génicos com base na similaridade das sequéncias (Krusche et
al.,2019; Koboldt et al., 2020).

A andlise estrutural das proteinas € outro aspecto essencial na caracterizacao de
produtos génicos, pois a estrutura de uma proteina esta intrinsecamente ligada a sua
funcdo. Para tanto, métodos de modelagem por homologia e de predicdo de estruturas
secundarias e terciarias sdo amplamente empregados. Ferramentas como SWISS-
MODEL possibilitam a construcdo de modelos tridimensionais (3D) das proteinas
(Marchesi & Ravel, 2015; Schloss et al., 2009).

O uso das informacGes obtidas por meio de ferramentas da bioinformatica,
utilizadas para identificacdo e caracterizacdo de produtos génicos, tem implicacbes
praticas significativas. Na area da saude, por exemplo, a bioinformética contribui para a
medicina personalizada, permitindo a identificacdo de mutacGes genéticas associadas a
doencas (Kameoka et al., 2019; Moossavi et al., 2020). Na agronomia, a bioinformatica
auxilia na identificacdo de genes associados a caracteristicas de interesse comercial,
como a resisténcia a pragas e a tolerancia ao estresse. Além disso, na biotecnologia, a
caracterizacdo de produtos génicos através da bioinformatica permite ainda a descoberta
de novas enzimas industriais, de novas espécies produtoras de enzimas e/ou
biofarmacos, promovendo avancos significativos em diversos setores da industria
(Ettinger; Laura; Jonathan, 2021).
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3.METODOLOGIA
3.1 Levantamento de dados

Para a realizacdo deste estudo, foi efetuado um levantamento das espécies de
fungos do género Aspergillus produtoras de lipase no National Center for
Biotechnology Information (NCBI), o maior banco de dados genético disponivel. Para
isso, utilizou-se a ferramenta de busca no banco de nucleotideos, aplicando os
descritores “Aspergillus AND Lipase”. Para cada espécie identificada, foram anotados
um de seus cdédigos de acesso no NCBI (referente a primeira lipase identificada da
espécie). Em seguida, foi realizada uma consulta no banco de dados Taxonomy do
NCBI, para determinar o numero total de espécies cadastradas do género Aspergillus.
Com esses dados, foi possivel calcular a porcentagem de espécies de Aspergillus

conhecidas por produzir lipases em relacéo ao total de espécies registradas.
Posteriormente, foi realizado o levantamento das espécies de Aspergillus que
possuem dados brutos de sequenciamento genémico, disponiveis no banco de dados de
Short Read Archive (SRA) do NCBI. O objetivo desta etapa foi cruzar as informacoes
obtidas anteriormente, para identificar espécies de Aspergillus com sequéncias brutas de
sequenciamento, mas que ainda ndo tinham suas lipases identificadas. Buscando
ampliar o conhecimento sobre novas fontes de lipases, foi selecionada uma espécie para
analise, com base nos seguintes critérios de inclusdo: Dados de sequenciamento obtidos
na plataforma Illumina, método de sequenciamento PAIRED, arquivo FASTQ
disponivel, dados brutos de sequenciamento acima de 3Gb e que a espécie nao seja
provavelmente patogénica. A primeira espécie que apresentou todos esses critérios foi

selecionada para a analise, sendo ela a Aspergillus spinulosporus.

3.2 ldentificacdo de espécie de Aspergillus produtora de lipase
Nesse trabalho, o Galaxy Europe foi utilizado como servidor para processamento
e analise da maioria de seus dados. Os dados brutos de sequenciamento gendmico da
espécie Aspergillus spinulosporus, disponivel no banco SRA do NCBI (cddigo de
acesso SRX11807843), foi carregado diretamente no servidor galaxy europeu com o
auxilio da ferramenta Download and Extract Reads in FASTQ. Em seguida, foi

realizada uma andlise de qualidade inicial das leituras (dados brutos), utilizando a
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ferramenta FASTQC. As leituras de sequenciamento foram tratadas com a ferramenta
TRIMMOMATIC, que removeu bases de baixa qualidade (com valor menor a Q20) e
adaptadores, assegurando a utilizacdo de dados mais confidveis para as etapas
subsequentes. Posteriormente, a ferramenta FASTQ Interlacer foi aplicada para parear
as leituras em formato PAIRED. Apo0s o tratamento, o arquivo no formato FASTQ foi
convertido para o formato FASTA, utilizando a ferramenta Fastq to Fasta Converter.
De forma independente, foi construido um banco de dados local contendo
sequéncias proteicas de lipases (com 87 sequéncias) de todas as espécies de Aspergillus
produtora dessa enzima (segundo o levantamento no NCBI, como ser4 mostrado nos
resultados) (Quadrol). Essas sequéncias foram usadas como 'semente’ para identificar
genes de lipase nos dados brutos de sequenciamento do genoma de Aspergillus
spinulosporus (arquivo fasta descrito anteriormente), utilizando a ferramenta tBLASTnN
no Galaxy Europe. Essa analise permitiu identificar possiveis genes produtores de
lipases no genoma de A. spinulosporus. As sequéncias desses genes (obtidas no
tBLASTnN) foram submetidas a montagem de genoma, com auxilio da ferramenta CAP 3
e, as sequéncias resultantes foram analisadas na ferramenta DeepTMHMM, que é um
programa especializado na predicdo de regides transmembranares (TM) e sinais
peptidicos em proteinas. Além disso, foram analisadas no servidor NCBI Conserved

Domain Search (CD-Search), para identificar os dominios enzimaticos de lipase.
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Quadro 1: Espécies do género Aspergillus produtoras de lipase, segundo o levantamento no NCBI.

N° Espécies de N° de acessono | N° Espécies de N° de acesso no | N° | Espécies de Aspergillus N° de acesso no
Aspergillus NCBI Aspergillus NCBI NCBI

1 | A aculeatinus XM _025645716.1 | 30 | A. heteromorphus XM _025544486.1 | 59 | A. pseudocaelatus KAEB417546.1

2 | A awamori EF524197.1 31 | A. homomorphus XM _025698741.1 | 60 | A. parasiticus AF404488.1

3 | A affinis XM 053101134.1 | 32 | A. hancockii MBFL02000011.1 | 61 | A. pseudotamarii XM _032063549.1

4 | A. arachidicola NEXV01000020.1 | 33 | A. ibericus XM _025714550.1 | 62 | A. pseudoviridinutans XM 043303555.1

5 | A. alliaceus XM _032039637.1 | 34 | A. indologenus PY133292.1 63 | A. puulaauensis XP 041550304.1

6 | A. albertensis XM _032045168.1 | 35 | A. japonicus XM_025668583.1 | 64 | A. phoenicis RDK39393.1

7 | A. avenaceus ML742072.1 36 | A. kawachii DF126462.1 65 | A. pachycristatus QFQ50478.1

8 | A. brunneoviolaceus | XM 025589964.1 | 37 | A. luchuensis XM _041688552.1 | 66 | A. piperis XM _025661280.1

9 | A. bombycis XM _022538046.1 | 38 | A. lentulus XM 033555615.1 | 67 | A. ruber XM _040779801.1

10 | A. bertholletius ML736229.1 39 | A. lacticoffeatus PYH54623.1 68 | A. rambellii KKK?24686.1

11 | A. brasiliensis BROR01000021.1 | 40 | A. leporis KAB8067963.1 69 | A. steynii XM 024849067.1

12 | A. caelatus XM_032072345.1 | 41 | A. minisclerotigenes | KAB8278056.1 70 | A. sclerotioniger XM_025606280.1

13 | A. costaricaensis XM _025689011.1 | 42 | A. mulundensis XM _026744568.1 | 71 | A. saccharolyticus XP_025427769.1

14 | A. campestris XM _024836632.1 | 43 | A. melleus XM _046090533.1 | 72 | A. sclerotialis RJE20452.1

15 | A. candidus XM_024812330.1 | 44 | A. niger XM _025601616.1 | 73 | A. sclerotiicarbonarius | PY109730.1

16 | A. chevalieri LC597467.1 45 | A nomius XM _015546725.1 | 74 | A. sergii KAE8322827.1

17 | A. carlsbadensis MU628221.1 46 | A. neoniger XM _025620839.1 | 75 | A. thermomutatus XM_026755608.1

18 | A. clavatus XM_001276336.1 | 47 | A. novoparasiticus KAB8215977.1 76 | A. tanneri XM_033567964.1

19 | A. calidoustus CDMC01000005.1 | 48 | A. nomiae XP_015411255.1 77 | A. tamarii EF198417.1

20 | A. coremiiformis ML739034.1 49 | A. novofumigatus XM _024824626.1 | 78 | A. tubingensis XM_035506216.1

21 | A. cristatus ODM16538.1 50 | A. nidulans MF612152.1 79 | A. terreus KAG2411581.1

22 | A. eucalypticola XM _025528869.1 | 51 | A. nanangensis VCAUO01000072.1 | 80 | A. transmontanensis KAE8308998.1

23 | A. ellipticus KZ825871.1 52 | A. oryzae MN399852.1 81 | A. taichungensis PLN83091.1

24 | A. egyptiacus MUG628438.1 53 | A. ochraceoroseus KKK21465.1 82 | A. turcosus RLMO00318.1

25 | A. flavus AF404489.1 54 | A. ochraceus PP619269.1 83 | A. uvarum XM_025636738.1

26 | A. fijiensis XM _040939579.1 | 55 | A. pseudonomiae XM_032080411.1 | 84 | A. ustus KIA76019.1

27 | A. fumigatus KU575864.1 56 | A. pseudoglaucus LC597472.1 85 | A. udagawae XM_043286557.1

28 | A. fischeri XM _001266328.1 | 57 | A. pseudonomius KAE8398733.1 86 | A. vadensis XM_025707597.1

29 | A. flavipes MH472977.1 58 | A. parvisclerotigenus | KAB8244753.1 87 | A. violaceofuscus PY121649.1
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

O levantamento no NCBI revelou que 87 espécies do género Aspergillus foram
anotadas como produtoras de lipase. Esse nimero corresponde a apenas 16% do total de
565 espécies do género, descritas no banco Taxonomy do NCBI. A auséncia nas outras
espécies pode ser explicada pela falta de pesquisas de sequenciamento e/ou anotagdo
genica, uma vez que esse tipo de enzima é essencial para metabolizar lipidios que € a
principal fonte de crescimento para fungos do género Aspergillus (Reinehr et al., 2014).
Esse resultado demostra a caréncia e o potencial que esse género ainda tem para ser
utilizado na producdo de Lipases comerciais, assim como outras espécies desse género
que ja sdo utilizadas para esta finalidade (Nie et al., 2024).

Em relacdo a busca feita no banco de dados SRA, foram observadas poucas
espécies do género Aspergillus com dados brutos de sequenciamento genémico
disponivel, apenas 10 espécies do género. Destas, somente seis especies tiveram a
anotacdo do gene de lipase descrita, revelando uma caréncia de estudos genémicos neste
género. Enquanto isso, as espécies Aspergillus spinulosporus, Aspergillus carbonarius,
Aspergillus neotritici e Aspergillus amoenus ainda ndo possuem registro no NCBI que
as identifigue como produtoras dessa enzima (Tabela 1). Com base nos critérios de
inclusdo (item 3.2), a espécie selecionada para este trabalho foi a Aspergillus
Spinulosporus (SRX11807843).

Tabela 1. Quantidade de dados brutos de sequenciamento genémico no banco de dados Short
Read Archive (SRA), para espécies do género Aspergillus, e sua classificacdo como produtoras
de lipase, segundo dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Espécie Numero de dados brutos  Produtor de lipase pelo
de genomas depositados NCBI

Aspergillus fumigatus 171 Sim
Aspergillus flavus 16 Sim
Aspergillus niger 4 Sim
Aspergillus tamarii 2 Sim
Aspergillus spinulosporus 2 Nao
Aspergillus tubingensis 1 Sim
Aspergillus neotritici 1 Nao
Aspergillus melleus 1 Sim
Aspergillus amoenus 1 Nao

Apo0s o tratamento no trimmomatic, foram recuperadas cerca de 15 bilhdes de
sequéncias genbmicas, com boa qualidade, de Aspergillus Spinulosporus. Destas,
15.460 possuem similaridade aos genes de lipases (segundo as analises no tBLASTN),

as quais foram montadas em apenas 133 contigs (pelo CAP3). De acordo com as
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predicoes do DeepTMHMM, esses contigs correspondem a genes codificadores de
proteinas globulares, sem caracteristicas de transmembranacdo (alfa hélices ou folha
beta transmembranares) e auséncia de peptideo sinal. Além disso, a maioria delas possui
funcgdes extracelulares (Tabela 2), sugerindo que a espécie excreta as possiveis enzimas
para 0 meio extracelular, tornando-a promissora para a producdo comercial de lipases,

segundo critérios da literatura (Pascoal et al., 2018; Rodrigues et al., 2015).

Tabela 2. Predicao de regibes proteicas pelo DeepTMHMM em Aspergillus Spinulospuros.

Classificaciao das proteinas e prediciao Nuamero de proteinas
de regioes especificas
Tipo globular (GLOB) 133
Hélices transmembranares (TMhelix) 0
Peptideo sinal 0
Intracelulares 14
Extracelulares 119
Folhas beta transmembranares (TMbeta) 0

Por sua vez, as analises no Conserved Domain Search (CD-Search) revelaram
16 diferentes dominios conservados de lipases em A. Spinulosporus (Quadro 2), sendo
eles completos, parcialmente completos ou incompletos (Figura 1 e 2). A presenca de
dominios incompletos ndo sugere que de fato esses genes estdo incompletos na espécie,
pode se tratar somente de uma limitagdo das analises feitas neste trabalho, pela

quantidade de sequéncias obtidas (Disponivel no SRA), ou pelo método de montagem.

Quadro 2. Classificacdo dos dominios identificados com relacdo a lipase, as quantidades de
vezes que foram descritas e a integridade do dominio em Aspergillus spinulosporus.

Dominios Relacionados a | Quantidades de Integridade do
lipase ou nao vezes descritas Dominio
Hidrolases alfa/beta Sim 50 Completo/incompleto
Lipase Sim 1 Incompleto
Lipase (Classe 3) Sim 8 Incompleto
Lipase de triacilglicerol Sim 2 Completo/Incompleto
Carboxilesterase tipo B Sim 12 Incompleto
Triacilglicerol esterase Sim 4 Incompleto
Acetil esterase/lipase Sim 7 Incompleto
Esterase FrsA Sim 1 Incompleto
Subfamilia de hidrolases SGNH Né&o 4 Incompleto
Fosfolipase A2 citoplasmética Sim 1 Incompleto
Patatinas e Fosfolipases Sim 8 Incompleto
Superfamilia RmIC Né&o 1 Incompleto
Ligacdo a celulose fungica Né&o 6 Incompleto
NUDIX hydrolase superfamily Néo 2 Incompleto
Protease de cisteina Néo 1 Incompleto
CLN3 Protein Néo 2 Incompleto




Figura 1: Dominio caracteristico de lipase completo
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Figura 2: Dominio caracteristico de lipase incompleto
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A anélise dos 16 dominios identificados em Aspergillus spinulosporus sugere
que apenas 12 estdo relacionados com lipase (Quadro 2), incluindo: Alpha/beta
hydrolases, Triacylglycerol lipase e Lipase (class 3). Nessa espécie, a presenca desses
dominios é um achado esperado, pois estdo associados a enzimas que desempenham
papeéis importantes nos fungos do género Aspergillus (Sharma et. al. 2001). Nesse
contexto, a deteccdo do dominio de dobras o/B-hidrolase indica que a enzima possui
flexibilidade para interagir com uma variedade de substratos, esse dominio esta
diretamente ligado a lipases e é amplamente diverso em sequéncia, formas estruturais e
funcbes cataliticas (Bauer TL et. al., 2020). A presenca de triacilglicerois de lipase
(TGLs) sugere-se estar relacionada com a producdo de diacilglicerdis e acidos graxos
na especie (necessarios para producdo de energia e/ou componentes de membrana)
(Nakatsukasa et al., 2022). Enquanto as lipases (Classe 3) devem catalisar a hidrélise de
triglicerideos de cadeia longa (Singh et al, 2011).

Os resultados revelaram ainda os seguintes dominios relacionados com as
esterases: Carboxilesterase tipo B, Triacilglicerol esterase, Acetil esterase e Esterase
FrsA. Em A. spinulosporus, esses dominios indicam a presenca de enzimas que utilizam
substratos contendo ésteres, facilitando a hidrélise de compostos naturais e sintéticos. A
Carboxilesterase tipo B, que tém sido associadas a biodegradacédo de pesticidas e outros
compostos xenobioticos, bem como a adaptacdo do fungo a ambientes ricos em
substratos complexos (Bornscheuer, 2002). Enquanto as Acetil esterases sdo um
componente importante dos fungos para degradar a biomassa vegetal (Venegas et al,
2022). Por sua vez, as Esterase FrsA desempenham um papel importante no controle do
fluxo metabolico entre as vias de respiracdo e fermentacdo dos fungos (Wang et al,

2019). E as Triacilglicerol esterase estdo associadas a degradacéo de gorduras primarias.



Os resultados indicam a presenca de fosfolipases em A. spinulosporus, com 0s
dominios para; Fosfolipase A2 citoplasmatica; Patatinas e Fosfolipases. As fosfolipases
sdo enzimas que tem a funcédo de clivar o acido graxo na posicao dois dos fosfolipidios,
sendo essencial para diversas atividades fisioldgicas (Phascoal,2015). Desses dominios
podemos destacar a patatina (PNPLAS), caracteristicas de enzimas intracelulares
(Ramanadham et al, 2015), indicando a producdo também de lipases intracelular em A.
spinulosporus.

A analise no CD-Search revelou também dominios ndo relacionados com lipase,
incluindo: Superfamilia RmIC, Ligacdo a celulose fungica, Protease de cisteina, CLN3
Protein, NUDIX hydrolase (Quadro 2) e SGNH . A presenca desses dominios pode estar
relacionada com o fato de alguns tipos de enzimas (diferentes) poderem apresentar
regibes com similaridade estrutural ou funcional e, por isso, homologia em suas
sequéncias. Ja 0 SGNH é um grupo de proteinas relacionadas com uma dobra catalitica
altamente conservada, composto principalmente por uma gama diversificada de enzimas
modificadoras de carboidratos (Anderson et al, 2022). Resultados como estes,
corroboram a necessidade de analises in silico complementares (como o cdd search)
e/ou analises de validacé@o experimental, para confirmacdo dessas enzimas.

Em A. spinulosporus, os resultados em geral indicam a producdo de diferentes
tipos de lipases, com atuacdo intracelular ou extracelular. Esses resultados revelam a
capacidade desse fungo de atuar na biodegradacdo de Oleos e gorduras, além de seu
potencial para aplicacBes biotecnoldgicas, como producdo industrial de lipases,
biorremediacdo e na industria alimenticia. Resultados semelhantes foram encontrados
em outras espécies do género, como Aspergillus niger e Aspergillus oryzae,
reconhecidas por sua alta capacidade de producdo de lipases extracelulares(Nie et al.,
2024)

5. CONCLUSAO

Analises in silico sugerem que a espécie Aspergillus spinulospuros é uma
produtora de diferentes tipos de lipase, entretanto analises de bancadas precisam ser
feitas para complementar a validacdo desses resultados (Ovando et al., 2020). No geral,
essas enzimas sdo excretadas da célula, permitindo a facil obtencéo e purificacdo dessas
enzimas, tornando uma espécie candidata para a producgdo de lipases comerciais, com

importante potencial biotecnologico, apds validacdo experimental e funcional.
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