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Resumo: Neste trabalho foi avaliada a producio de
tirosinase por 12 fungos obtidos a partir de caules e
folhas de mandioca. Os fungos foram submetidos ao
crescimento em meio BDA e, em seguida, em meio
liquido especifico para tirosinase. A avaliacdo dos
extratos mostrou maior producdo da enzima pelo fungo
Annulohypoxylon stygium (0,060 pmol/min) que sera
utilizado na etapa posterior para a otimizacdo da
producdo de tirosinase e aplicacdo na producdo de
hidrogéis visando a substitui¢cdo do humor vitreo.

1. Introducéo

Estudos estdo sendo realizados para a obtencéo de
novos substitutos vitreos como, por exemplo, hidrogéis.
Neste contexto, destacam-se trabalhos que utilizam
quitosana, alginato, colageno, gelatina entre outros.
Porém, para a produgdo desses materiais, existe a
necessidade de realizacdo de processos de reticulagdo
do material sendo possivel a utilizagdo de processos
quimicos, fisicos e biolégicos como, por exemplo,
aplicacdo de enzimas [1]. Para isso, sdo utilizadas
enzimas como a peroxidase, tirosinase, lacase, etc
sendo, a tirosinase, muito estudada devido a
possibilidade de reticulagio de diversas proteinas
devido a presenca de aminoéacidos como lisina,
histidina, cisteina e, tirosina [2]. Assim, no presente
trabalho foi avaliada a produgdo de tirosinase por
fungos associados a caules e folhas de mandioca e
selecionado o extrato enzimatico mais promissor que
seré aplicado na obtencdo de hidrogeis de gelatina.

2. Metodologia
Inicialmente foi realizado o cultivo em meio BDA
dos fungos obtidos a partir de caules e folhas de
mandioca (CA1l - Microdochium lycopodinum, CA5 -
Alternaria sp., CA9 - Diaporthe endophytica, CA10 -
Vouchered mycorrhizae, CAl1l - Phanerochaete
australis, CA12 - Diaporthe caatingaensis, CA13 -

Stenocarpella maydis, CAl14 - Annulohypoxylon
stygium, CA15 - Sordariomycetes sp., CAl7 -
Phanerochaetaceae sp., FO1 - Cladosporium

xanthochromaticum e, FO2 - Xylaria sp) . Apds essa
etapa, foram obtidos os extratos enzimaticos a partir dos
fungos e verificada a producdo de tirosinase via
espectroscopia UV/VIS utilizando-se, para isso, como
substrato a tirosina. Também foi realizado o
crescimento dos fungos em meio liquido especifico para
aumentar a produtividade de tirosinase e, 0s extratos
enzimaticos obtidos foram avaliados novamente com
relacio a producdo de tirosinase bem como
determinacdo da concentracdo de proteinas (Figura 1).
O extrato que se mostrou mais promissor foi

selecionado para aplicacdo em trabalhos futuros na
reticulacdo de gelatina para producéo de hidrogéis.
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Figura 1 — Fluxograma da metodologia utilizada.

3. Resultados e Discussoes

Inicialmente foi realizada a obtencdo dos extratos
enzimaticos a partir dos fungos submetidos ao
crescimento em meio BDA (Figura 2). Analisando-se 0s
dados obtidos por meio da utilizacgdo do
espectrofotdmetro UV/VIS, verifica-se que, dentre o0s
fungos que possuiram quantidade significativa da
enzima desejada, aquele que mostrou maior producéo de
Tirosinase foi o fungo Stenocarpella maydis (CA13),
em relacdo aos demais fungos que sequer se
aproximaram da marcacao deste.
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Figura 2 - Atividade enzimaética obtida para cada fungo
avaliado
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Ap6s a avaliacdo inicial, foi realizado um novo
crescimento dos fungos, porém, utilizando um meio
liquido (extrato de malte, tirosina e tampdo fosfato) para
estimular a producéo de tirosinase. A segunda analise
foi feita muito semelhante a primeira, com a adigdo de
um processo de centrifugagdo, anterior a leitura no
equipamento. Apos avaliagdo dos dados referentes a
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atividade enzimatica e concentracdo de proteinas
(Tabela 1) bem como determinacdo da atividade
especifica (Figura 3), que é uma relagdo de razéo entre
ambas, confirmou-se a maior producdo de tirosinase
pelo fungo Stenocarpella maydis (CA13), ainda que o
fungo  Annulohypoxylon stygium (CAl14) tenha
alcancado uma atividade maior, pois sua concentracao
proteica elevada é um empecilho ao processo, como
mostrado na Figura 3.

Tabela 1 - Atividade e concentracdo proteica de cada extrato

Atividade Enzimatica Concentracédo
Fungo (umol/mL.min) proteica (mg/mL)
FO1 0,015 0,177
FO2 0,002 0,218
CAl 0,000 0,127
CA5 0,023 0,477
CA9 0,004 0,181
CA10 0,011 0,486
CAll 0,004 0,155
CAl12 0,000 0,193
CA13 0,044 0,112
CAl4 0,064 0,369
CAl5 0,005 0,155
CAl7 0,008 0,173
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Figura 3 - Atividade especifica de cada extrato

Logo, o fungo denominado cientificamente por
Stenocarpella maydis ser4 submetido ao crescimento
modificando-se 0 pH e temperatura para aumento da
produgdo enzimdtica e, posteriormente, aplicado o
extrato enzimético enriquecido em tirosinase na
reticulacdo de hidrogéis de gelatina visando a avaliagdo
de obtencdo de um material com caracteristicas fisicas,
quimicas e morfologicas que possibilitem a aplicacéo
como substituto de humor vitreo.

4. Conclusdes

Durante o desenvolvimento do presente trabalho foi
possivel verificar a eficiéncia de fungos associados a
caules e folhas de mandioca na producéo de tirosinase,
com base nos resultados apresentados anteriormente, e
nas expectativas para as préximas etapas. Também foi
possivel verificar a maior produtividade pelo extrato
enzimatico obtido a partir do fungo Stenocarpella
maydis que sera utilizado para os processos de

desenvolvimento vigentes no roteiro deste projeto,
visando a producdo dos hidrogéis previamente
mencionados, assegurando assim, a eficiéncia almejada.

Uma vez que estes hidrogéis sdo de extrema
importancia para varios casos em que é necessaria a
remocdo do humor vitreo, a fim de que indmeros
pacientes possam recuperar a visdo com a melhoria na
producéo, e, logo, no acesso a tais solugdes da medicina
atual, para casos em que antes ndo se imaginaria haver
muita esperanca.
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