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RESUMO

A producdo de café soluvel gera uma agua residuaria (ARCS) que apresenta alta carga de
matéria organica e de compostos toxicos. Como o fungo basidiomiceto Deconica castanella é
reconhecido pela potencial de aplicagdo em biorremediagdo, a capacidade de D. castanella
crescer em meio s6lido contendo ARCS foi avaliada. D. castanella foi mantido em meio BDA.
Meio BDA preparado em ARCS em diferentes dilui¢cdes (0, 10%, 50% e 100%) foram
esterilizados, inoculados ¢ incubados a 28°C. O crescimento micelial radial foi medido a cada
24h, com auxilio de uma régua milimetrada. O maior crescimento radial foi observado em meio
BDA sem ARCS. O aumento da concentracdo de ARCS diminuiu a velocidade de crescimento
e aumentou a densidade micelial de D. castanella. Esses resultados evidenciam a capacidade

de adaptagdo de D. castanella para crescer em presenca de ARCS.

Palavras-chave: Fungo basidiomiceto; Enzimas ligninoliticas; Biorremediagao; Poluentes.



ABSTRACT

The production of instant coffee generates wastewater (ARCS) with a high load of organic
matter and toxic compounds. Since the basidiomycete fungus Deconica castanella is recognized
for its potential application in bioremediation, the ability of D. castanella to grow on solid
medium containing ARCS was evaluated. D. castanella was maintained on PDA medium. PDA
medium prepared in ARCS at different dilutions (0, 10%, 50% and 100%) were sterilized,
inoculated and incubated at 28°C. Radial mycelial growth was measured every 24h, using a
millimeter ruler. The greatest radial growth was observed on PDA medium without ARCS.
Increasing the concentration of ARCS decreased the growth rate and increased the mycelial
density of D. castanella. These results demonstrate the adaptability of D. castanella to grow in

the presence of ARCS.

Palavras-chave: Basidiomycete fungus; Ligninolytic enzymes; Bioremediation; Pollutants.
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1 INTRODUCAO

O relatorio divulgado pela OIC (Organizagao internacional do Café 2023) contabiliza a
producdo de café mundial de 171,3 milhdes de sacas de 60 quilos de café no ano de 2023. O
Brasil ¢ o maior exportador de café soluvel do mundo com estimativa de vendas de 320 mil
sacas a0 més no ano de 2023. Assim como o consumo de caf¢ aumenta mundialmente o
poluente industrial gerado pelo seu manuseio e os processos industriais aos quais ¢ submetido
crescem torna-se uma problematica ambiental.

A problematica do crescimento de ambientes contaminados gerados na produgio do
café soluvel que possui uma etapa em via humida e nessa etapa libera diversos residuos de
dificil degradagdo, dentre esses residuos a ARCS se destaca por possuir diversas
macromoléculas em sua composi¢do, tais como os polifendis, taninos, cafeina (Mosquera et al.,
2019).

O fungo D. castanella ¢ um fungo basidiomicetos conhecido que possui potencial de
aplicagdo na degradacdo de residuos industriais devido ao seu complexo enzimatico
ligninolitico. Sua capacidade ¢ devido ao seu sistema enzimatico inespecifico e seu alto indice
de oxidacdo sendo eficiente no papel da degradagdo de diversos compostos toxicos e
recalcitrantes (Aguiar; Ferraz, 2011).

O fungo do filo Basidiomycota ¢ formado por muitos filamentos de hifas que na sua
fase vegetativa forma o micélio. Sob estresse em diferentes condi¢des esses fungos ativam
respostas metabolicas e vias secundarias que ativam a producdo de enzimas principalmente as
ligninoliticas (Lopes, 2011).

Esses fungos possuem um complexo enzimatico ligninolitico composto por diversas
enzimas, como as Ligninas Peroxidases, Manganés peroxidases e Lacases. Esses mecanismos
oxidam compostos fendlicos, com a concomitante reducdo de oxigénio molecular a agua (Wong,
2009).

A enzima lacase possui grande relevancia no meio biorremediador, historicamente
possui evidencia a sua alta aplicabilidade na degradacao de rejeitos liberado pelas industrias de
corantes, pesticidas e fenolicos (Yadav et al., 2023).

O relatorio divulgado pela OIC (Organizacao internacional do Café 2023) contabiliza a
producdo de café mundial de 171,3 milhdes de sacas de 60 quilos de café

O presente estudo avaliou o crescimento do fungo D. castanella em meio contendo

concentragdes crescentes de ARCS, e avaliar a influencia dessas condi¢des e pode levantar
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hipdteses de ativagao de vias metabolicas nessas diferencas e como esse desenvolvimento pode
interferir no meio de maneira a estudar o seu potencial no auxilio de tratamento dessas dguas

residuarias.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Agua residuaria de café soliivel (ARCS)

A produgdo de café vem crescendo ano apds ano assim como a sua procura como afirma
o relatorio divulgado pela OIC (Organizacdo internacional do Café, 2023) contabiliza a
produgdo de café mundial de 171,3 milhdes de sacas de 60 quilos de café no ano de 2023.

A producao do café soluveis iniciais com a selecdo qualitativa dos graos que
posteriormente passam por processos de limpeza para retirada de residuos presente nas
superficies dos graos advindas do processo de cultivo, colheita e transporte. Em seguida os grao
passa por um processo de secagem para que posteriormente possam ser torrados € moidos, esses
processos conferem ao produto final caracteristicas qualitativas significante como a
intensificacdo do seu aroma caracteristico assim como o sabor. Na etapa posterior ¢ misturado
com agua para que possa ser realizada a extracdo de compostos volateis ali presentes, em
seguida o extrato passa por secagem geralmente feita por pulverizacdo (spray drying) ou
liofiliza¢do, em seguida o produto é pesado, separado, embalado e distribuido (Ishwarya;
Anandharamakrishnan, 2015). No entanto, durante a producido de café solivel sdo gerados
grandes quantidades de efluentes que correspondem a borra de café e a 4gua residuaria (Alvarez

e Sarmiento, 2016).

2.2 Fungos basidiomicetos

Os fungos basidiomicetos sdo fungos compostos por diversas hifas formando micélios,
possui uma coloracao esbranquicada que se desenvolve em ambientes umidos e ricos de matéria
organica e se tem sua reproducdo de maneira assexuada através de basidios que produzem
esporos ou sexuada com a copulacao de duas hifas ou através de um esporo e uma hifa. No
ciclo de reproducao desses organismos os esporos germinam e formam micélios hapléides, um
par desses micélios se funde e forma um micélio dicaridtico que apos o seu amadurecimento e
desenvolvimento produzem basidios que entram em meiose liberando entdo novos esporos.
Uma das maiores caracteristicas dos basidiomicetos € seu sistema ligninolitico. Possui uma alta
aplicacdo industrial tanto na 4rea de producdo como no tratamento do residuario gerado no final

dos processos industriais e suas aplicagdes nas industrias alimenticias e farmaceéuticas.
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2.3 Enzimas do complexo ligninolitico

O sistema ligninolitico ¢ composto em grande maioria por peroxidase dependente de
manganés, lignina peroxidase, lacases e outros compostos responsaveis pelo transporte de
energia do meio para a lacase, uma enzima com baixa especificidade e € a principal responsavel
pela degradacao de compostos organicos e recalcitrantes (Moreira; Milagres; Mussatto, 2014).

A lacase ¢ uma enzima que oxida compostos fendlicos e reduz o oxigénio molecular da
agua a medida que as moléculas de baixas massas moleculares sao utilizadas na nutricdo do
fungo (Lee; Ko, 2014). A oxidagdo dos compostos produz radical livres que se ligam ao
oxigénio presente na agua (Silva, 2022). As moléculas de baixo peso molecular sdo chamadas
de mediadores, esses atuam como catalizador da reag¢do servindo como transporte de elétrons
do substrato para a enzima (Silva, 2022; Bettin et al., 2014; Cunha, 2014; Coelho et al., 2023;
Wesenberg; Kyriakides; Agathos, 2003). Diversas pesquisas vém surgindo a cerca da lacase e
seu nivel de especificidades e alto potencial como biocatalizador e biorremediador (Cascelli et

al., 2023)

2.4 Influéncia de estresse sobre o fungo: ativacdo enzimaticas e adaptacio.

Os fungos podem estar presentes nos lugares mais diversos possiveis podendo ter uma
alta especificidade ou ser inespecifico podendo se adaptar com mais facilidade a variagdes de
caracteristicas que o meio se encontre. Estdo presentes em processos mais simples a mais
complexos ligados e degradacdo de matéria organica para recuperacdo do meio ambiente
(Soares, 2011)

O fungo em situacdes diferentes aos quais estd adaptados pode provocar mudangas em
seu metabolismo, a fim de sobreviver o fungo responde com mudangas fisioldgicas e quimicas
que ativam a produgdo de proteinas adaptativas (Fernandez er al., 2023). Essa mudanca
adaptativa pode modificar o seu metabolismo influenciando diretamente nas fases de
crescimento podendo prologar ou reduzir cada fase ou em situagdo de ndo adaptagdo em que o
fungo vem a morte ou a modificar-se morfologicamente para suportar estresse, melhorando a
resisténcia e desenvolvem restrigdes fisiologicas a fim de conservar e adaptar a producao de
energia, garantindo que as presentes e futuras geragdes carreguem esse gene de resisténcia

(Gressler et al., 2021; Yiet al., 2021).
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3 METODOLOGIA

3.1 Inéculo:

Deconica castanella foi cedido pela Cole¢do de Cultura de Algas,
Cianobactérias e Fungos (CCIBt) do Instituto de Botanica, IBt, da Secretaria de
Infraestrutura e Meio Ambiente do Estado de Sao Paulo. O isolado foi mantido por
repiques sucessivos em BDA, com pH ajustado para 6, a 28°+ 2 C durante 7 dias.

Discos de 0,7 cm de diametro foram utilizados como indculo.

3.2 Meios de cultura BDA:

O meio de cultura utilizado foi o BDA composto por batata, dextrose, agar e agua
destilada, conforme recomendacao do fabricante. Todos os meios de cultura foram esterilizados

na autoclave (20 min a 121°C e 1 atm) assim como toda a vidraria.
3.3 Efeito da ARCS sobre o crescimento de D. castanella:

A quantia de 4,8g de meio BDA foi adicionada a 200 mL de ARCS nas concentragdes
de 100%, 50%, 10% diluida em agua destilada. O pH foi ajustado para 6. Como controle
utilizou-se 0 meio BDA sem ARCS. Os meios foram levados para autoclave para passar pelo
processo de esterilizacdo. Os meios foram vertidos em placas de Petri e apos solidificacdo foram
inoculados em ponto central. Sobre o ponto central foram feitos dois eixos, estabelecendo um
plano cartesiano, o qual foi usado como base para a medida didria do crescimento micelial. Os
testes foram realizados em triplicata. A Tabela 1 mostra a composicdo dos meio usados.

concentragoes utilizadas nos testes.

Tabela 1 - Composi¢do dos meio preparados.

TESTES BDA (g) H.0 (mL) ARCS (mL)  ARCS (%)
1 4.8 200 : 0
2 4.8 180 20 10
3 48 100 100 50
4 4.8 . 200 100

Fonte: Autor (2024).
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3.4 Avaliacdo do crescimento micelial em meio sélido BDA e diferentes

concentracoes de ARCS:

Foi realizada por meio do cdlculo da velocidade de crescimento. O calculo da
velocidade do crescimento foi determinado pela razao do crescimento radial em cm na placa de

Petri e o tempo em dias (Equagdo 1).

_ Df-Di
T Tf-Ti

Em que: Eq. (01)
V: velocidade de crescimento

Df: didmetro final da colonia (cm)

Di: diametro inicial da colonia (cm)

Tf: tempo final (d)

Ti: tempo inicial (d)



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

e Avaliar o efeito da adicdo da dgua residudria da producao do café soltivel (ARCS)

sobre o crescimento de D. castanella.

4.2 Objetivo Especifico

e Avaliar o crescimento micelial de D. castanella em meio BDA e em meio BDA

adicionado de concentragdes crescentes de ARCS.

18
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Crescimento Micelial

O crescimento do fungo foi medido como mencionado anteriormente de forma radial
utilizando meio com apenas BDA e meios com concentragao de 10%, 50% e 100% de ARCS,
calculando-se a média dos valores de crescimento dos cinco ensaios envolvendo cada
concentragdo, com a finalidade de explorar valores capazes de descrever as diferengas de
crescimento.

A partir da Tabela 2 ¢ possivel observar, em meio BDA, um rapido crescimento entre o
dia 2 a 6 quando o fungo cobriu toda a placa de Petri. Na Figura 1 nota-se que o fungo cresce
na placa formando uma fina camada de micélio com a coloragdo caracteristica esbranquicada.

O crescimento radial do fungo no meio contendo BDA contendo ARCS a 10% (Tabela
3) ¢ inferior ao observado meio composto apenas por BDA, porém ¢ possivel notar que a
camada micelial do fungo ¢ mais espessa, isso pode estar atrelados a uma resposta do fungo ao
estresse causado pela presenca da ARCS. Na Figura 2, ¢ possivel visualizar o crescimento

fungico apos 10 dias de incubagao.

Tabela 2 - Crescimento micelial de D. castanella em meio BDA durante 10 dias.

Dias Crescimento radial
médio (cm)
1 0,7
2 1,4
3 3,6
4 5,8
5 6,5
6 7,5
7 7,5
8 7,5
9 7,5
10 7,5

Fonte: Autor (2024).



Figura 1 - Placa de Petri inoculada com D. castanella em meio BDA com 10 dias de

incubagao.

Fonte: Autor (2024).

Tabela 3 - Crescimento micelial de D. castanella com o meio BDA adicionado de

ARCS na concentragdo de 10%.

Dias Crescimento radial
médio (cm)

0,7

1,1

3,1

5,1

6,3

6,8

7,1

7,2

7,2

7,2
Fonte: Autor (2024).
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Figura 2 - Placa de Petri inoculada com D. castanella em meio BDA adicionado de 10% de

ARCS.

Fonte: Autor (2024).

No teste usando com BDA com a adi¢ao de ARCS diluido em 50% o crescimento do
fungo ¢ mais lento, levando 8 dias para atingir o maximo do crescimento (Tabela 4). O
crescimento foi menor que o observado nos testes citados anteriormente. Assim, ¢ notavel o
efeito do aumento da concentracdo de ARCS sobre a crescimento micelial. Observa-se também
uma leve mudanga de coloragdo como mostrada na Figura 3 e um espessamento na camada
micelial. Isso pode estar associado a presenca de compostos fenolicos (Saxena, 2016), e ainda
que o estresse gerado pelos compostos toxicos desta agua residudria tenha ativado processos

necessarios para sua sobrevivéncia do fungo.

Figura 3 - Placa de Petri inoculada com D. castanella com 10 dias de incubacdo em meio
BDA com a dilui¢do da ARCS a 50% .

Fonte: Autor (2024).
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Tabela 4 - Crescimento micelial de D. castanella com 10 dias de incubagao em meio

BDA e ARCS a 50%.

Dias Crescimento radial
médio (cm)
1 0,7
2 0,9
3 2,6
4 4,2
5 5,7
6 6,5
7 6,7
8 6,8
9 6,8
10 6,8

Fonte: Autor (2024).

No teste que o fungo foi submetido a ARCS sem dilui¢ao (100%) houve um menor
crescimento radial do micélio (Tabela 4). Na Figura 4 visualiza-se que o fungo ndo foi capaz
de completar a placa de Petri no periodo de 10 dias. Nota-se uma intensa mudanga de coloragao

e a formagdo de uma camada com a espessura ainda mais densa que os outros testes.

Figura 4 - Crescimento micelial de D. castanella em meio BDA e ARCS na

concentragdo de 100% apos 10 dias de incubacao.

Fonte: Autor (2024).
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Tabela 5 - Crescimento micelial de D. castanella em meio BDA com ARCS a 100%

de concentragao.

Dias Crescimento radial
médio (cm)
1 0,7
2 0,8
3 2,3
4 3,7
5 53
6 6,2
7 6,4
8 6,4
9 6,4
10 6,4

Fonte: Autor (2024).

O Griafico 1 mostra o perfil de crescimento radial de D. castanellas nas condigdes avaliadas

no periodo do experimento.

Grifico 1 - Crescimento do fungo D. castanella em diferentes concentragdes de ARCS.

Crescimento radial em cm
o ) N w H (6] o)} ~ [0}

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8 Dia9 Dia 10

Teste 1 (BDA)

Teste 2 (ARCS (10%)
Teste 3 (ARCS (50%)
Teste 4 (ARCS (100%)

Fonte: Autor (2024).

Observa-se que em concentragdes mais elevadas de ARCS mais causaram a diminui¢do

do crescimento do micélio. Segundo Silva (2022) as concentragdes de ARCS podem interferir

no crescimento diminuindo a velocidade de crescimento. Em concentragdes maiores embora a
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velocidade do crescimento radial tenha sido afetada € notério que o fungo teve boa adaptacao
ao meio tendo um crescimento mesmo que menor, mas ainda assim consideravel quando se leva
em consideragdo que parte desse tempo o fungo utiliza suas energias para a adaptacdo e

posteriormente para o crescimento.
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6 CONCLUSAO

Deconica castanella cresceu em todos os testes realizados. O aumento das
concentragdes de ARCS promoveram diminui¢ao do crescimento. O aumento da densidade
micelial com o aumento da concentragdo de ARCS indica que o fungo ¢ capz de se adaptar a
condicdes estressantes.

A ARCS ¢ uma 4agua residudria com grandes quantidades de matéria organica e de
compostos, sendo portanto de dificil degradagdo natural levantando a diversos problemas
ambientais. O crescimento do D. castanella mesmo na ARCS sem dilui¢do sugere o potencial
de aplicacdo deste fungo em processo de biorremediacdo da ARCS.

Este trabalho aponta para a realizagdo de pesquisas futuras que avaliem a producao de
metabolitos gerados durante o crescimento de D. castanella ARCS que possam auxiliar no

tratamento dessas agua residudria.
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