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Resumo: Estudos relacionados a novas fontes de
enzimas tém crescido significativamente sendo, a
avaliacdo da producdo dessas enzimas por fungos
associados a diversas espécies vegetais uma alternativa.
Assim, neste trabalho, foram realizados testes em 14
espécies de fungos encontrados na mandioca. Para cada
fungo foi obtido o extrato enzimatico e, este, avaliado
com relacdo a presenca de lactase sendo verificado maior
potencial pelo fungo CA12 (Diaporthe caatingaensis).

1. Introducédo

Atualmente, muitas pesquisas tém sido realizadas na
busca de novas fontes para obtencdo de enzimas,
primordial em setores industriais como o de alimentos,
farmacos, sabdes e detergentes, entre outros. Neste
contexto, os fungos endofiticos, que sdo bons produtores
de substancias bioativas, como as enzimas, tém
despertado a atencdo de pesquisadores, principalmente os
associados a residuos agroindustriais, abundantes no
Brasil [1].

Enzimas, por sua vez, sdo proteinas que atuam na
catélise bioldgica de reacbes quimicas com elevada
especificidade, cujo poder catalitico muitas vezes supera
os catalisadores sintéticos aplicados em processos. Sdo
encontradas na natureza em misturas complexas e podem
ser separadas em seis classes distintas.

A lactase, pertencente a classe das hidrolases, é a
enzima responsavel pela hidrdlise da lactose (agtcar do
leite), quebrando-a em glicose e galactose [2]. A
deficiéncia da produgdo desta enzima pelo organismo
dificulta a digestdo do aclcar do leite e causa a chamada
intolerancia a lactose, reportada em cerca de 70% da
populacdo mundial.

Neste contexto, a busca por processos que reduzam
os problemas associados a ingestdo de leite e derivados
vem crescendo significativamente. Um exemplo é a
aplicacdo de lactase na manipulacdo de leite e derivados
ou a propria co-ingestdo desses complexos enzimaticos
[3]. Contudo, a aplicacdo industrial da lactase extrapola
a questdo da intolerancia a lactose: a quebra deste actcar
traz diversos outros beneficios, como a melhora de
caracteristicas fisicas de leite e derivados, como o sabor
e a cor; incorporagdo de maior cremosidade aos produtos
e a diminuigéo do tempo de maturag8o de queijos [4].

A lactase é obtida a partir de microrganismos como
fungos, bactérias e leveduras. A producéo de lactase por
fungos esta relacionada ao meio de cultivo e suas
condicBes. O tipo de fonte de carbono, a quantidade de
sais e de nitrogénio, o pH, a temperatura e 0 tempo séo
alguns dos fatores essenciais para otimizar e suplementar
a sintese da enzima nos organismos [5]. Ademais, para a

obtencéo e aplicagdo do produto enzimatico, é necessaria
uma extensa variedade de procedimentos e técnicas de
separacdo, extracédo e purificacdo da enzima.

Assim, justifica-se o desenvolvimento do presente
trabalho, que visa a indugdo da producédo de lactase por
fungos associados a caules e folhas de mandioca, bem
como a determinacdo das condicdes ideais de
crescimento dos fungos visando a potencializacdo na
producédo dessa enzima.

2. Materiais e Métodos

Durante o desenvolvimento do presente trabalho
estdo sendo utilizados para a obtencdo da lactase, fungos
endofiticos isolados de caules e folhas de mandioca,
mantidos a 4°C no Centro Universitério da FEI.

No tocante ao método de avaliagdo qualitativa da
producdo de lactase, inicialmente, os fungos foram
cultivados em meio batata dextrose agar (BDA) e
submetidos a trés repiques para ativagdo do sistema
enzimatico. Ap6s essa etapa, foram submetidos a um
novo repique, porém, utilizando-se um meio composto
por BDA suplementado com 0,5 % de lactose e 0,1% de
5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactopirandsidio a
28°C [6]. Apds o crescimento dos fungos, o reagente
orto-nitro-fenil-p-galactopiranosideo foi adicionado aos
mesmos, e 0S que mostraram coloracdo azul foram
novamente repicados em meio BDA e submetidos a
verificagdo quantitativa da producéo de lactase.

Com relagdo ao método quantitativo, inicialmente foi
realizada a extracdo enzimatica. Para isso, foi realizada a
trituracdo dos fungos na presenca de nitrogénio liquido,
seguida pela adicdo de polivilpolipirrolidona (PVPP) e,
adicdo de tampdo acetato pH 4,8. Ap6s a obtencdo do
extrato, o meio foi filtrado utilizando-se gaze e
centrifugado a 6000 rpm durante 40 min. Todos os
extratos foram avaliados para a determinacdo da
atividade enzimatica em duplicata.

Durante a etapa de avaliacdo da producéo de lactases
pelos fungos, foi utilizada a metodologia descrita no
Food Chemicals Codex e aplicada em trabalhos
realizados por Gao e colaboradores (2019) bem como
Talbert e Hotchkiss (2012). Assim, 0,10 mL de cada
extrato enzimatico com concentragdo total de proteinas
previamente definido foram misturados com 0,900 mL de
uma solucéo de orto-nitro-fenil-p-galactopiranosideo 0,4
% preparada em tamp&o acetato 0,1 mol/L pH 4 e, a
mistura serd aquecida a 50°C, sob agitacdo, durante 15
min. Para a construcdo da curva de calibracdo foi
utilizado como reagente o o-nitrofenol em diferentes
concentragoes [6]. ApOs essa etapa, 0,5 mL de uma
solucdo de carbonato de sédio 10 % e, 1,75 mL de agua
foram adicionados a mistura sendo, posteriormente,
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verificada a absorvancia em 420 nm. Como branco foi
utilizada uma  mistura de  orto-nitro-fenil-p-
galactopiranosideo, agua e, a solucdo de carbonato de
sodio. A atividade enzimatica foi calculada levando-se
em consideragdo a formacdo do produto por quantidade
de proteina presente (umol/min/g de proteina) [7;8].

3. Resultados e Discussoes
Inicialmente foi realizado o crescimento dos fungos
isolados e identificado durante o desenvolvimento do
projeto FAPESP 2015/19273-2 em meio BDA (Tabela
1). Posteriormente, foi realizada a avaliagdo da atividade
de lactase de duas maneiras: qualitativa, por meio de
imagens, e quantitativa, por meio de calculos e graficos.

Tabela 1 — Fungos utilizados durante o desenvolvimento
do trabalho

Fungo Identificacio
Microdochium lycopodinum CAl
Colletotrichum sp. CA2
Cladosporium sp. CA3
Alternaria sp. CA5
Phomopsis sp. CA7
Diaporthe phaseolorum CA8
Diaporthe endophytica CA9
Vouchered mycorrhizae CA10
Phanerochaete australis CAll
Diaporthe caatingaensis CA12
Stenocarpella maydis CA13
Annulohypoxylon stygium CA14
Sordariomycetes sp. CA15
Phanerochaetaceae sp. CAl17

Dessa forma, durante a avaliagdo qualitativa, foi
adicionado 0 reagente orto-nitro-fenil-p-
galactopiranosideo ao cultivo dos fungos, e observou-se
a formacdo de halos azulados em volta dos fungos que
produziram a enzima de interesse, evidenciados com
circulos vermelhos na figura 1 em que é possivel
observar que as espécies intituladas CA7, CA8, CA9,
CAll, CAl2, CA13, CAl15 e CAl17 mostraram 0
acumulo de lactase. Também é possivel verificar que as
espécies CA9, CAl12 e CAl17 foram as maiores
produtoras da enzima no método qualitativo.

Figura 1 - Espécies com maior producéo de lactase
destacadas em vermelho.

J4, durante a analise quantitativa, foram realizadas
medicdes da absorvancia dos extratos enzimaticos e de

seus respectivos brancos. Com uma curva de calibracdo
construida  previamente, foram calculadas as
concentragoes da enzima produzidas por cada espécie. O
resultado pode ser observado na figura 2 em que é
possivel observar maior producdo de lactase pelo fungo
CA12, corroborando com os dados qualitativos obtidos.

Dessa forma, durante a continuidade do presente
trabalho, pretende-se modificar o meio de crescimento
dos fungos visando aumentar a producgdo da enzima de
interesse.
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Figura 2 - Comparagdo da concentragdo da enzima
lactase em cada espécie

4. Conclusbes

Apos a analise dos resultados obtidos até 0 momento,
pode-se concluir que o fungo que mostrou maior
potencial para producéo de lactase foi o fungo CA12.
Dessa forma, durante a proxima etapa do presente
trabalho, serdo realizadas modifica¢cbes do meio de
crescimento do mesmo buscando aumentar a producdo da
enzima de interesse visando aplicacdo futura em
processos biotecnoldgicos.
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