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Resumo
O objetivo desse trabalho foi avaliar a produção de celulases e xilanases por fungos filamentosos, isolados da Mata Atlântica do Oeste do Paraná utilizando palha de milho como fonte de carbono. Quinze isolados fúngicos foram inoculados em meio líquido contendo sais de Czapek suplementado com 1% de palha de milho. Os cultivos foram desenvolvidos em estufa por 5 dias a 28ºC em condições estacionárias. Os extratos enzimáticos obtidos de cultivos foram utilizados para dosagens enzimáticas de celulase e xilanase através de mensuração de açúcares redutores. Dentre as quinze linhagens de fungos avaliadas, 100% apresentaram-se como bons produtores de xilanase e 66,7% produtores de celulase. Porém, os isolados PI-3S-3M e 2OI-5R-3M destacaram-se com maiores valores de atividade xilanolítica (22,8 U/mL) e celulolítica (0,18 U/mL), respectivamente. 

Introdução

O Brasil é um país essencialmente agrícola com estimativa de produção de 208 milhões de toneladas de grãos em 2015 (Conab, 2015), e como consequência, abundantes quantidades de resíduos agrícolas também são gerados no campo. Porém, esses resíduos agrícolas apresentam potencial como fontes alternativas de carbono em meios de cultivos de microrganismos para produção de bioativos, pois são constituídos de polissacarídeos como celulose e hemicelulose, que podem atuar como indutores de enzimas. Dentre os microrganismos, os fungos têm se destacado como potenciais produtores de biocatalisadores em larga escala e por secretar enzimas como polissacaridases para o meio extracelular (Polizeli et al., 2005).
Dentro desse contexto, a crescente utilização de fungos principalmente na produção de enzimas como a celulase e xilanase é de grande interesse biotecnológico, devido à capacidade de conversão da biomassa lignocelulósica em açúcares fermentescíveis como a glicose e xilose, que posteriormente são fermentados por leveduras resultando em etanol (Ogeda & Petri, 2010). Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a produção de celulases e xilanases pelos fungos filamentosos isolados da Mata Atlântica do Oeste do Paraná utilizando palha de milho como fonte de carbono. 
Materiais e Métodos

Condições de cultivo dos fungos

As linhagens de fungos utilizadas neste estudo foram isoladas a partir de amostras de solo ou de decomposição de matéria orgânica (folhas, caule e raiz) da Mata Atlântica na Reserva Biológica Bela Vista de Itaipu, localizada em Foz do Iguaçu, Paraná - Brasil. Como os fungos ainda não foram identificados taxonomicamente é relatado aqui apenas pelo número de isolamento. Os quinze isolados fúngicos foram inoculados em meio líquido mineral Czapek suplementado com 1% de palha de milho. Os cultivos foram desenvolvidos em estufa B.O.D. por 5 dias a 28°C em condições estacionárias. Em seguida, foram filtrados em funil de Buchner com auxílio de bomba de vácuo e os extratos obtidos utilizados para determinação enzimática.

Determinação da atividade enzimática

As dosagens enzimáticas de xilanase e celulase (CMCase) foram determinadas através da liberação de açúcares redutores pelo método de DNS (ácido 3,5-dinitrossalicílico) (Miller, 1959). Para dosagem de xilanase foi utilizado xilano de birchwood 1% (dissolvido em tampão fosfato de sódio 50 mM pH 6,0), o qual foi incubado com extrato enzimático a 40°C durante 10 minutos. Para dosagem da celulase, o substrato carboximetilcelulose 1% foi dissolvido em tampão citrato de sódio 50 mM pH 4,5 e incubado com extrato enzimático durante 30 minutos nas mesmas condições mencionadas para dosagem da xilanase, a reação foi interrompida com solução de ácido 3,5-dinitrossalicílico e a leitura das absorbâncias foi realizada a 540nm.
Resultados e Discussão

Todos os isolados fúngicos cultivados com palha de milho como fonte de carbono, apresentaram produção de xilanase, cuja variação de atividade enzimática foi de 0,39 a 22,8 U/mL. Porém, os isolados PI-3S-3M e 2OI-2A-1M se destacaram como maiores produtores de xilanase com (22,8 U/mL) e (17,6 U/mL), respectivamente (figura 1). Similarmente, Stroparo et al. (2012) obtiveram também maior produção de xilanase com  palha de milho (12,41 U/mL) com o fungo  Aspergillus niger J4. 
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Figura 1 - Produção de xilanase extracelular de fungos mesofílicos isolados do Refúgio Biológico Bela Vista - Foz do Iguaçu - PR, utilizando palha de milho 1% como fonte de carbono.

A produção de celulase pelas linhagens testadas foi baixa quando comparada à atividade de xilanase. Somente os isolados 2OI-5R-3M (0,18 U/mL) e PI-3S-3M (0,10 U/mL) exibiram atividade celulolítica considerável (figura 2). Segundo Ruegger & Tauk-Tornisielo (2004) que utilizaram farelo de trigo como fonte indutora de celulase para 80 fungos  isolados de solo da região do Banhado Grande-SP,  como resultado obtiveram atividade celulásica igual ou superior a uma unidade para apenas 14 linhagens, sendo o melhor resultado obtido (1,64 U/ml) com o fungo  Trichoderma harzianum V.
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Figura 2 - Produção de celulase extracelular de fungos mesofílicos isolados do Refúgio Biológico Bela Vista - Foz do Iguaçu - PR, utilizando palha de milho 1% como fonte de carbono.


Comparando esses resultados com os obtidos por Stroparo et al. (2012), observa-se que as linhagens de fungos isoladas do Refúgio Biológica Bela Vista foram melhores produtores de xilanases e celulases.
Conclusões

A quantidade de linhagens de fungos com atividade de xilanase (100%) foi maior em relação à atividade de celulase (66,7%). Portanto, as linhagens exibiram-se como bons produtores de xilanases. A palha de milho proporcionou para esses isolados fúngicos oriundos da Mata Atlântica do Oeste do Paraná, uma fonte alternativa de carbono e induziu a produção principalmente de xilanase. 
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