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Resumo: Inicialmente, foram obtidas as linhagens
puras de fungos endofiticos associados a caules e folhas
de mandioca. Posteriormente, as mesmas foram
cultivadas em meio de cultura BDA e, em seguida,
submetidas a extracdo enzimatica para avaliagdo da
presenca de proteases, verificando-se uma maior
concentracdo em 10 dos 21 fungos avaliados. Apés essa
etapa, os fungos selecionados foram submetidos ao
crescimento em meio especifico para producdo de
lactase, sendo averiguados os fungos mais promissores.

1. Introducéo

Com aumento do consumo de laticinios dentre a
populacéo mundial, evidenciou-se  problemas
relacionados a sua ingestdao, bem como, a intolerancia a
lactose [1]. Assim, ocorreu um crescimento em
pesquisas relacionadas a producdo da enzima lactase,
que auxilia no processamento da lactose no intestino
(Figura 1).

oH OH
HO
o
HO-

HO on  Lactose

o | e—

o H
OH
OH

Galactose Glicose

OH OH

OH

Galactose

HO,
HO
OH
Ho.
o
OH
Glicose

Figura 1 — Quebra da lactose pela enzima lactase.

Dessa forma, ocorreu um aumento no ndmero de
trabalhos relacionados a busca por novas fontes
promissoras para a producdo da enzima lactase, sendo
os fungos endofiticos uma excelente alternativa, visto
que sdo organismos que se desenvolvem rapidamente e
de facil obtencéo.

Neste contexto, verificou-se a possibilidade de se
obter a enzima lactase a partir de fungos endofiticos
associados a diversas partes de espécies vegetais como,
por exemplo, a partir de folhas e de caules da mandioca
(Manihot esculenta, Crantz), foco do presente trabalho,
que visa o isolamento de fungos endofiticos a partir da
mandioca e, verifica¢do da producdo da enzima lactase.

2. Materiais e metodos

Inicialmente, foram cultivados caules e folhas de
mandioca em meio batata dextrose 4gar (BDA), no qual
foram adicionados 30 pg/mL de sulfato de gentamicina,
para evitar o crescimento de bactérias (Figura 1). As
placas foram mantidas a 25°C em uma camara
climatizada por cerca de uma semana, ou até que cada
fungo atingisse o didmetro de 5 cm. Posteriormente, 0s
mesmos foram repicados e, novamente submetidos ao
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crescimento em meio BDA obtendo-se, assim, 0s
fungos purificados.

Figura 2 — Caule em meio BDA.

Apobs essa etapa, todos os fungos foram enviados
para identificacdo na BPI Biotecnologia (Botucatu -
SP), sendo a mesma realizada pelo Sequenciamento
automatico por eletroforese capilar e alinhamento das
sequéncias de nucleotideos produzidas com as
sequéncias de referéncia depositadas no GenBank.

Realizada a identificacdo dos materiais, foram
obtidos 0s extratos enzimaticos a partir dos fungos
isolados (21 no total) e, avaliou-se a producdo de
proteases, visando a selecdo dos fungos mais
promissores para continuidade do trabalho e, obtencdo
da enzima lactase.

Também foi realizada a determinacdo da
concentracdo proteica pelo método de Bradford em cada
um dos extratos.

Em seguida, os fungos que apresentaram maior
acumulo de proteases foram submetidos ao crescimento
em um meio especifico para a producdo de lactase,
contendo 2% de palha, 0,4% de peptona, 0,4% de
extrato de levedura, 0,2% de fosfato de levedura, 0,8 de
fosfato de sddio e 0,25% de sulfato de magnésio [1].
Posteriormente, serd avaliada a produ¢do da enzima nos
extratos mais promissores sendo, 0 mesmo, submetido a
uma etapa de pré purificacdo através da realizacdo de
precipitacdo salina utilizando-se sulfato de amdnio.

3. Resultados e discussdes
Durante o desenvolvimento do presente projeto
foram obtidos 21 fungos associados a caules e folhas de
mandioca (Figura 3, Tabela 1).

Figura 3 - Exemplifica(;é de um fungo purificado.
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Tabela 1 — Identificacdo dos fungos isolados

Identificagéo Fungo Identificagédo Fungo
Microdochium Diaporthe
lycopodinum CAl caatingaensis CAl12
Colletotrichum sp CA2 Stenocarpella maydis CA1l13
Annulohypoxylon
Cladosporium sp. CA3 stygium CAl4
Colletotrichum
brevisporum CA4 Sordariomycetes sp CA15
Colletotrichum
Alternaria sp CA5 gloeosporioides CAl6

Phyllosticta elongata CA6 Phanerochaetaceae sp. | CAl17

Cladosporium

Phomopsis sp CA7 xanthochromaticum FO1
Diaporthe

phaseolorum CA8 Xylaria sp FO2

Phaeosphaeria

Diaporthe endophytica | CA9 podocarpi FO3
Vouchered

mycorrhizae CA10 Peniophora sp FO4

Phanerochaete
australis CAll

Dos fungos isolados, 10 apresentaram elevada
atividade de proteases, podendo ser visualizada na
Figura 4, as espécies mais promissoras para a
continuidade do trabalho, levando-se em consideracdo a
atividade por mL de extrato.
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Figura 4 — Avaliagéo da atividade de protease.

Também foi realizado um estudo para determinagéo
do conteldo proteico de cada extrato (Figura 5) visando
a determinacdo da atividade de protease por mg de
proteina (Figura 6) e, assim, a realizacdo da selecdo dos
fungos mais promissores na produgdo da enzima de
interesse, a lactase.
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Figura 5 — Concentragdo proteica nos extratos.
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Figura 6 — Atividade por miligrama de proteina.

Analisados os resultados, confirmou-se o maior
acimulo de proteases nos fungos CA5, CA7, CAS,
CA9, CA12, CA13, CA15, FO2, FO3 e F05. Também
pode ser verificado, através da analise de concentracéo e
atividade por mg de proteina, uma elevada atividade
enzimatica, levando-se em consideragdo que, durante
essa etapa do projeto, ndo foi realizada nenhuma
metodologia de purificacdo dos extratos enzimaticos.

Concluida a andlise dos fungos que apresentaram
elevada atividade quanto a presenca de proteases, 0S
fungos citados foram colocados em meio especifico
para producéo de lactase, a fim de que seja definido o
melhor meio de produgdo da mesma.

4. Conclusdes

Verificou-se a existéncia de 21 linhagens de fungos
endofiticos associados a folhas e caules da mandioca,
dos quais mais da metade apresentaram alto indice de
atividade de proteases. Desse modo, até o presente
momento, a realizagdo do projeto tem sido promissora.

Vale ressaltar que os métodos aplicados tém se
demonstrado eficientes para a obten¢do da lactase, pois
ao serem adicionados os fungos em meio especifico,
para producdo dessa enzima, verificou-se por meio
analises preliminares a quebra da lactose, conforme
desejado. Anaélises quantitativas serdo realizadas
posteriormente, para confirmagcdo dos resultados
observados.
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