XI11 Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica
ENZITEC 2016

Avaliacdo da Atividade Lipasica de Fungos Endofiticos Associados a
Espécies Vegetais do Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba-RJ

Karla S. C. da Rochal, Maria Sandra R. Queiroz?!, Brener de S. Gomes?, 4 Denise de O.
Guimardes, ° Rodrigo O. M. A. de Souza, Ivaldo I. Junior? e Ivana C. R. Leal?

!Laboratério de Produtos Naturais e Ensaios Bioldgicos (LaProNEB) - CEP: 21941-902- Cidade
Universitéria- Rio de Janeiro- RJ.
2Departamento de Engenharia Bioquimica — Escola de Quimica, CEP: 21941-909 - Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Brasil.
3 Grupo de Biocatalise e Sintese Organica (BOSS Group) - Instituto de Quimica- CEP: 21941-909 -
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil.
4 Laboratério de Produtos Naturais (LaProN) -UFRJ — Polo Macaé Universidade Federal do Rio de
Janeiro.

RESUMO

Lipases microbianas apresentam grande interesse industrial, por catalisarem diversas
reacOes como hidrolise e esterificacdo. O uso de processos enzimaticos, catalisados por lipases,
podem conduzir a uma abordagem mais ecoldgica e a ampla diversidade de fauna e flora do Parque
Nacional da Restinga de Jurubatiba favorece a producdo de espécies diversificadas de fungos
endofiticos como Stemphylium lycopersici, associado a espécie vegetal Humiria balsamifera e TB1
associado a espécie Tocoyena bullata. Esses fungos foram isolados e avaliados quanto a atividade
lipésica, para aplicagdo como biocatalisadores em reagdes de hidrélise mostrando-se promissores.
Através do método de hidrélise do p-nitrofenil butirato, o fungo Stemphylium lycopersici apresentou
atividade de 29,60 U/mL em 48h e 30,20 U/mL em 72 h de incubacgdo. A cepa TB1 apresentou 23,20
U/mL em 48h e 25 U/m ‘em 72 h, mostrando-se promissores como biocatalizadores em processos
biotecnol6gicos.
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INTRODUCAO

O Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, localizado na regido Norte do Estado do
Rio de Janeiro, Brasil possui uma rica diversidade de fauna e flora. Esta caracteristica
favorece elevada especificidade do ambiente e pode contribuir para a identificagdo de diversas
espeécies vegetais e microrganismos associados as mesmas (Pereira; Cordeiro; Aradjo, 2004),
como os fungos endofiticos, microrganismos que habitam os tecidos de plantas sem causar
prejuizos a seu hospedeiro (Tan; Zou, 2001; Hyde; Soytong, 2008). Dentre esses, N0SSO grupo
tem estudado fungos filamentosos associados a espécie vegetal Tocoyena bullata, de onde
isolou-se a cepa TB1, identificada como do género Sordaria, e da espécie vegetal Humiria
balsamifera, de onde foi isolado e identificado o fungo Stemphylium lycopersici (Queiroz,
2015). Este microrganismo foi identificado pela primeira vez por Enjoji em 1931 na especie
Solanaceae relatado como patogénico e causador da mancha foliar em diversas espécies
(Nasehi et al, 2014). Porém, em H. Balsamifera, ndo causa danos aparentes e em trabalho de
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Queiroz (2015), foi verificada sua capacidade como produtor de transaminases, demonstrando
seu potencial em processos biotecnoldgicos, uma vez que fungos sdo bem descritos e
conhecidos produtores de enzimas extracelulares.

Dentre as enzimas produzidas por fungos, estdo as lipases (glicerol éster hidrolases,
E.C. 3.1.1.3), que possuem estabilidade em solventes organicos, sdo enatio e regio seletivas e
ndo necessitam de co-fatores (Bhagobaty; Josh, 2012). Por essas caracteristicas, tem sido
aplicadas em processos industriais, em catalise enzimatica, que possui vantagens econémicas,
ecoldgicas e sociais frente a catdlise quimica convencional, tais como a utilizacdo de
condicdes amenas de temperatura e pressdo, além da baixa producdo de residuos, em
detrimento da especificidade e a seletividade da enzima (Robles-Medina et al, 2009; Junior et
al, 2012). Deste modo, o conhecimento do potencial de enzimas oriundas de fungos
endofiticos tende a tornar o processo mais favoravel, tanto do ponto de vista ecoldgico, por
ser um processo limpo e seguro, quanto do ponto de vista econémico, pois aumenta-se a
oferta de fontes enziméticas além de favorecer o conhecimento destes microrganismos, que
ainda sdo pouco estudados.

O objetivo deste trabalho foi rastrear a atividade lipolitica dos fungos endofiticos TB1
e Stemphylium lycopersici, para aplicacdo como biocatalizadores em reacdes de hidrdlise de
interesse industrial e farmacéutico.

MATERIAL E METODOS

Para o rastreamento inicial da atividade enzimética, 6 fragmentos, de 0,5 cm de
diametro dos fungos supracitados foram inoculados em um meio pré-fermentativo e
incubados por 48 horas, a 30°C e 180 rpm. Este meio é composto de 15 g/L de extrato de
levedura e 10 g/L de sacarose (Oliveira et al.,2012) e tem como objetivo o0 aumento da massa
micelial. Apds o periodo de incubacéo, a totalidade da massa micelial foi inoculada em um
meio fermentativo, para estimular a producéo de lipase, constituido de tween 80 (5,0 g/L™),
6leo de soja (9,0g/L1), sulfato de amonio (1,0g/L™), glicerol (3,0g/L™Y) sulfato de manganés
(0,029/L1) e extrato de levedura (3,0 g/L™?) solubilizados em tampao fosfato (pH 6,5) em 25
mmol* (Oliveira et al., 2012). Este meio foi incubado em shaker (SOLAB) por 48 horas a 30°
C e 180 rpm.

Apo6s o periodo de incubagdo, foram retiradas aliquotas dos meios fermentativos nos
tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas e centrifugadas por 10000 rpm por 20 minutos. Com o
meio fermentativo foi realizado o metodo de hidrolise do p-nitrofenil butirato em p-nitro
fenol, adaptado de Lin et al. (1995). A atividade enzimatica foi definida pela concentracdo de
p-nitro fenol em mol/L, baseando-se no coeficiente de absortividade molar do p-nitro fenol,
obtido a partir de uma curva de calibragdo (R? = 0,99) a 410 nm. Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol de p-
nitro fenol por minuto.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Nos ensaios de atividade enzimética observou-se para o fungo Stemphylium
lycopersici que os tempos de 48 e 72 horas de incubacdo apresentaram as maiores
concentracdes em p-nitro fenol com 29,60 U/mL e 30,20 U/mL, respectivamente e para a cepa
TB1, as atividades ficaram em 23,20 U/mL em 48 h e 25 U/mL em 72h. Resultados
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semelhantes foram encontrados por Oliveira et al, (2012) com a espécie Candida guillermond,
que obteve 25 U/mL de atividade enzimética e maiores que os obtidos por Menoncin (2007),
4,37 U/mL com o fungo Penicillium verrucosum e com o obtido por Nascimento; Santos;
Andrade et al (2014) com os morfotipos M62 (2,684 U/mL) e M233 (1,386 U/mL) apos 144
horas de incubacdo. Notou-se que com o0 aumento na concentracdo do p-nitro fenol formado,
hd um aumento na velocidade da reacdo para ambos os microrganismos (graficos 1 e 2).
Demonstrando que a atividade enzimatica & proporcional a sua concentracdo no meio
reacional. Estes resultados demonstram que ambos os fungos, Stemphylium lycopersici e TB1,
mostraram-se promissores biocatalisadores em reacdes de hidrdlise. Estudos para a atividade
de esterificacdo para possiveis aplicagdes biotecnoldgicas estdo sendo realizados.
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Gréfico 1. Concentracdo de p-nitro fenol em mols por minuto apds 72 horas de incubagdo
para Stemphylium lycopersici.
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Grafico 2. Concentragao de p-nitro fenol em mols por minuto apos 48 horas de incubagdo
para TB1.
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CONCLUSOES

A cepa do género Sordaria, TB1 e o fungo Stemphylium lycopersici apresentaram
bons resultados para atividade cinética e enzimética. Pela primeira vez foi determinada esta
atividade para o fungo endofitico Stemphylium lycopersici demonstrando-se promissor para
aplica¢es industriais e biotecnologicas.
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