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RESUMO

Os fungos basidiomicetos incluem a maioria das espécies decompositoras de madeira. Sdo os
unicos micro-organismos capazes de degradar todos os polimeros da madeira por meio da
producdo de enzimas degradadoras de lignina, bem como de enzimas degradadoras de
carboidratos. A producdo de enzimas convencional para aplicagdes industriais requer a
utilizacao de substratos purificados, o que encarece a producdo e a aplicagdao industrial das
enzimas. Alternativamente, pode-se utilizar residuos agroindustriais para esse proposito, tais
como a casca de café. Assim, a presente pesquisa visa explorar a producao de enzimas xilanases
por basidiomicetos em meios de cultura a base de cascas de café. Foram estudados 15 isolados
de fungos basidiomicetos cultivados em meios autoclavados compostos por casca de café e
solugdo mineral por 14 dias a 28°C. As culturas foram interrompidas pela adicdo de 35 ml de
agua destilada, obtendo-se os filtrados das culturas, os quais foram analisados quanto a
producdo de xilanases extracelulares com a utilizacao de xilano a 1% e reagdo com o DNS. A
liberacao de agucares redutores e reducdo do DNS foi analisada espectrofotometricamente a
540 nm. Os isolados identificados com os cddigos OAB, OPL, SHIMEJI AMARELO, SER,
LIV, TAN2, TAN4, PORTOBELO apresentaram- se como os maiores produtores de xilanase,
seguidos dos fungos TANI, SHIMEJI SALMAO, CPA que tiveram uma producio
intermediaria e os fungos PDR, PL, SHIMEJI PRETO, SHIMEJI BRANCO apresentaram
uma baixa producdo desta enzima. Assim, pode-se concluir que a casca de café ¢ um substrato
promissor para a produc¢do de xilanases por fungos basidiomicetos.
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1 INTRODUCAO

O Reino Fungi compreende um grupo diversificado de organismos eucaridticos, os
quais incluem os cogumelos, orelhas de pau, ferrugens, carvdes de plantas, mofos, leveduras, e
outros menos conhecidos. Ha um grande nimero de espécies de fungos descritas atualmente,
mais de 70.000, contudo estima-se que esse niumero corresponda a apenas 6% do total de
espécies fingicas existentes, o que demonstra a grande diversidade ainda inexplorada nesse
reino (Hawskworth, 2001).

Segundo Kango e col. (2019) mais da metade das enzimas conhecidas sdo oriundas de
espécies fungicas. Os fungos ascomicetos do género Aspergillus dominam a produgdo de
enzimas industriais, representando em torno de 25% do total. Contudo, os fungos
basidiomicetos apresentam uma vantagem para propositos industriais uma vez que sao 0s
unicos capazes de degradar eficientemente todos os polimeros presentes na matéria vegetal.

Os fungos basidiomicetos correspondem a 32% das espécies descritas de fungos e
incluem a maioria das espécies decompositoras de madeira. Sao os Uinicos micro-organismos
capazes de degradar todos os polimeros da madeira por meio da produgdo de enzimas
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degradadoras de lignina, bem como de enzimas degradadoras de carboidratos. Ambos os grupos
de enzimas sao produzidas e langadas no meio extracelular durante o crescimento desses fungos
sobre materiais vegetais. Uma das vantagens das enzimas fingicas extracelulares ¢ a nao
necessidade de rompimento celular durante o processo de purificagdo enzimatica para
aplicagdes industriais (Bentil, 2021).

A producao convencional de enzimas para aplicagdes industriais requer a utilizagdo de
substratos purificados, o que encarece a producao e a aplicagdo industrial das enzimas. Nesse
cenario, a utilizagdo de residuos agricolas de baixo custo em substituicdo aos substratos
purificados tem € uma alternativa para a redugdo dos custos da producdo de enzimas fingicas,
bem como a reducdo dos impactos causados pelo acimulo desses residuos no ambiente
(Rodriguez-Couto, 2017).

Um dos residuos mais promissores nesse sentido sao os residuos do processamento do
café, os quais sao materiais lignocelulosicos, ou seja, sio compostos principalmente por
biomoléculas de celulose, hemicelulose e lignina, as quais apresentam grande potencial
biotecnoldgico para serem convertidas em produtos de alto valor agregado, como enzimas
celulases, hemicelulases, ligninases, tanases, etc. Tais residuos sao um dos principais materiais
disponiveis em alta quantidade ao redor do mundo, uma vez que o café e o chd, apos a agua,
sao as bebidas mais consumidas (Corréa et al. 2021). O Brasil ocupa posi¢ao de destaque na
cafeicultura, pois € o maior produtor mundial de café, e o Norte do Parana compde o conjunto
das principais regioes produtoras do pais (Conab, 2023; IDR-Parana, 2023).

Diante desse cendrio, a presente pesquisa visa explorar a produ¢do de enzimas xilanases
por basidiomicetos em meios de cultura a base de cascas de café. A integracao de metodologias
de caracterizacdo, producdo e quantificagdo de enzimas, juntamente com a exploracdo de
substratos econdmicos ¢ sustentaveis, destaca a importancia de uma abordagem multifacetada
para a producdo enzimatica eficiente e sustentavel.

2 MATERIAL E METODOS

Para os meios de cultura, foram preparados Erlenmeyers de 250 mL, cada um
contendo 10 g de residuo seco e 40 mL de uma solugdo mineral composta por fosfato de
potassio (5,3 g. L-1), fosfato de potassio monobasico (2,7 g. L-1), sulfato de amonia (2 g. L-1),
cloreto de calcio (0,05. L-1), sulfato de potéssio (5,3 g. L-1) cloreto de sodio (0,2 g. L-1) e
agua destilada. Esses frascos foram vedados com buchas de algodao e autoclavados a 121°C
por 20 minutos. Apoés a autoclavagem, cada frasco foi inoculado com trés discos miceliais de
13 mm de didmetro, provenientes de isolados fungicos cultivados anteriormente em placas de
Petri contendo o meio Batata-Dextrose-Agar (BDA). Os cultivos foram realizados em
triplicata, e frascos nao inoculados serviram como controles abioticos. Os frascos inoculados
foram incubados em estufa bacteriologica a 28°C por 14 dias. Apds esse periodo, as culturas
foram interrompidas com a adi¢do de 35 mL de 4agua destilada, homogeneizadas e agitadas a
cada 10 minutos por 1 hora a 4°C para facilitar a extragdo das enzimas extracelulares. As
culturas foram entdo filtradas através de gaze e os filtrados foram congelados para analises
subsequentes.

A producao de xilanases foi identificada pela medida da liberagao de agucares redutores,
utilizando o xilano como substrato. A reagdo foi realizada utilizando DNS (4cido 3,5-dinitro-
salicilico) em meio alcalino e quente na presenca de agucares redutores liberados pela agdo da
enzima sobre o xilano (Miller, 1959). Nessas condi¢des, o reagente DNS (amarelo) pode passar
para a sua forma reduzida (alaranjada), a depender da quantidade de xilanases e, logo, de
acucares redutores liberados no meio de reagdo. Para o preparo do substrato enzimatico, xilano
(1% p/v) foi dissolvido em tampao acetato de pH 5,0 (0,1 M) e a solugdao foi mantida sob
agitacdo constante por 8 horas a 60°C. Apds essa etapa, a solugdo foi centrifugada a 10.000 g
por 10 minutos para obter um filtrado limpido. A reagdo enzimatica foi realizada adicionando
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100 pL do filtrado enzimatico a 900 puL da solugdo de xilano. A mistura foi incubada a 50°C
por 5 minutos e a reagdo foi interrompida com a adi¢ao de 1,5 mL de DNS. Em seguida, a
mistura foi aquecida a 100°C por 5 minutos e, apds o aquecimento, 3 mL de dgua destilada
foram adicionados. A liberacao de agtcares redutores foi medida por espectrofotometria a 540
nm contra um branco contendo todos os componentes da reagdo, exceto o filtrado enzimatico,
que foi substituido por agua destilada. Os resultados foram expressos como a média da
absorbancia de cada amostra, sendo que, valores maiores de absorbancia, indicam mais
agucares redutores foram liberados pela agao do filtrado enzimatico sobre o xilano, indicando
cepas fungicas com maior potencial de produgdo de xilanases no meio de cultura testado.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo, 15 isolados de basidiomicetos foram estudados, os quais se encontram
armazenados no Laboratério de Microbiologia do IFPR Campus Ivaipord com os seguintes
codigos: OAB, OPL, Shimeji Amarelo, SER, LIV, TAN2, TAN4, Portobelo, TAN1, Shimeji
Salmao, CPA, PDR, PL, Shimeji Preto, ¢ Shimeji Branco. Os dados obtidos no estudo
demonstraram a producao de xilanase por todos os isolados de basidiomicetos utilizando cascas
de café como substrato (grafico 1). Dentre esses, 8 isolados foram identificados como os
melhores produtores de xilanases apos 14 dias de cultivo, sendo eles: OAB, OPL, Shimeji
Amarelo, SER, LIV, TAN2, TAN4 e Portobelo. Os isolados TAN1, Shimeji Salmao e CPA
tiveram produ¢do intermediaria, enquanto que PDR, PL, Shimeji Preto ¢ Shimeji Branco
demonstraram uma baixa produc¢do dessa enzima.

Grifico 1: Producgdo de xilanase por diferentes isolados de basidiomicetos. Fonte: os autores.
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Esses resultados estdo em consonancia com estudos anteriores que indicam a capacidade
de fungos de podriddo branca e outros basidiomicetos de produzir enzimas hidroliticas em altos
niveis. Além disso, Murthy et al. (2010) demonstraram a viabilidade de usar subprodutos de
café para a producao de xilanase por Penicillium sp., o que se alinha com resultados obtidos
neste trabalho. Os residuos do processamento do café sdo de facil acesso, econdmicos e a sua
utilizacdo promove uma gestao sustentavel de residuos agroindustriais. A alta produgao de
xilanase por alguns fungos indica um grande potencial para aplicagdo industrial, visto que a
bioconversdao da hemicelulose ¢ um processo promissor com aplicagcdes em varios setores
industriais, como na industria de papel, sucos, cervejas, cervejas, paes, tecidos, alimentos,
ragoes, Oleos vegetais e de biocombustiveis (Moura et al. 2021).

A producdo de xilanase a partir de fungos basidiomicetos utilizando residuos

DOI: 10.51189/conbiv2024/40850



Revista Multidisciplinar de Educacdo e Meio ISSN: 2675-813X V.5,N22,2024
Ambiente

agroindustriais como substrato ¢ uma abordagem sustentavel e economica. A alta producgdo de
xilanase pelos isolados OAB, OPL e outros sugere que esses micro-organismos podem ser
explorados em larga escala para producdo industrial de xilanases. No entanto, alguns fungos,
apesar de apresentarem baixa producao neste estudo, podem ser estudados em outros substratos
e em outras condigdes de cultivo, pois a variacdo nos niveis de producdo pode ser
influenciada por fatores como a composi¢ao do meio de cultura, temperatura de cultivo, pH do
meio, tempo, etc, os quais que devem ser otimizadas para cada fungo.

4 CONCLUSAO

Dentre os 15 isolados estudados, 8 apresentaram maior capacidade de produzir xilanases
extracelulares. Esses resultados corroboram a literatura existente, que destaca a capacidade de
fungos de podridao branca e outros basidiomicetos em produzir enzimas hidroliticas em altos
niveis. A utiliza¢do de residuos agroindustriais, como cascas de café¢, demonstrou ser uma
abordagem sustentavel e econdmica para a producao de xilanase.
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