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APRESENTACAO

O e-book: “Colecédo Desafios das Engenharias: Engenharia Quimica” constituido
por dezessete capitulos de livros apresenta trabalhos das mais diversas areas e que
demonstram o quanto a area de Engenharia Quimica é interdisciplinar.

O primeiro trabalho avaliou a importancia de se trabalhar em equipe por meio de
projetos que contribuira para um processo de ensino-aprendizagem mais significativo. No
capitulo 2 e 3 sdo apresentados trabalhos sobre teméticas que geram muita discusséo e
resisténcia por parte da sociedade em aceitar: o potencial de contaminacao dos cemitérios
localizadas dentro do perimetro urbano da cidade e o tratamento de efluentes da indUstria
farmacéutica.

Os capitulos de 4 a 6 apresentam estudos que objetivam remover classes de
contaminantes utilizando processos de adsorcdo tendo como adsorventes residuos
provenientes de garrafas PET e carvao ativado obtido a partir de ossos bovinos. Além disso,
€ apresentado um trabalho que avaliou a eficiéncia de um Processo Oxidativo Avang¢ado
(H,0,/UV) para remocéo do corante verde Malaquita. J& os capitulos 7 e 8 apresentam
estudos que utilizam biomassa provenientes do carog¢o do abacate e da fibra da casca de
coco verde com o intuito de melhorar o processo de inibicdo da corrosao do ago carbono e
0 galvanizado, aumentando sua durabilidade e reduzindo custos. O capitulo 9 apresenta a
aplicagdo em processos biotecnologicos que visam o isolamento de fungos por intermédio
de atividades enziméticas a partir da utilizacdo de casca de café.

Os capitulos de 10 a 13 apresentam trabalhos que buscaram avaliar a potencialidade
de matérias-primas provenientes de fontes naturais para a obtencdo de uréia a partir
de biogas; obtencdo de energia a partir de células combustiveis proveniente de micro-
organismos; obtengao de briquetes a partir de co-produtos da agroindlstria e caracterizacéo
de microplasticos encontrados em ecossistemas aquaticos. Ja os capitulos de 14 a 17
tratam de de temas bem diversificados: /) caracterizac¢ao fisico-quimica de briquetes a partir
do tratamento térmico; i) estudo comparativo do calor especifico do leite provenientes de
diferentes espécies de animais; iii) proposta de um método colorimétrico alternativo e de
baixo custo para quantificacdo de glicose e iv) andlise da intensidade do refino sobre as
propriedades do papel de fibras de NSBK.

Neste sentido, a Atena Editora vem trabalhando e buscando cada vez mais a
exceléncia em publicacdo de livros e capitulos de livros de acordo com os critérios
estabelecidos e exigidos pela CAPES para obtengéo do Qualis L1. Com o compromisso de
colaborar e auxiliar na divulgacdo e disseminagéo de trabalhos académicos provenientes
das inUmeras instituicGes de ensino publicas e privadas do Brasil e de outros paises com
acesso gratuito em diferentes plataformas digitais.

Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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RESUMO: Substratos naturais, como exemplo
a casca de café, sdo residuos lignocelulésicos
abundantes que constituem matéria-prima de
grande potencial para bioconversdao em outros
produtos de alto valor. A degradacdo desses
materiais renovaveis pode ser promovida
por acdo de fungos produtores de enzimas
lignoceluloliticas cujo isolamento pode ser feito
a partir da prépria casca de café. O objetivo
deste trabalho foi o isolamento, a selecéo e
identificacé@o de fungos a partir da casca de café.
Além disso, foram avaliadas qualitativamente
a atividade enzimética da tanase, celulase e
fenoloxidase dos isolados. De acordo com os
resultados, foram obtidas seis cepas de fungos
diferentes, denominados: FF1-CC, FF2-CC,
FF3-CC, FF4-CC, FF5-CC e FF6-CC. Em
relacdo a avaliacdo da atividade enzimatica da
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tanase observou-se que, 66,7% dos isolados
apresentaram formacdo de halo, indicando a
expressao extracelular da mesma. No caso
da atividade celulitica, 50% dos fungos foram
capazes de produzir halo de hidrolise e 33%
degradaram a Carboximetilcelulose (CMC),
sem a formagdo de halo, indicando atividade
enzimatica intracelular. No teste da fenoloxidase
apenas o isolado FF6-CC apresentou formagéo
de halo e, consequentemente, a produg¢do da
enzima. Os maiores valores de indice Enzimatico
(IE) detectados nos testes foram referentes ao
isolado FF6-CC. Esses resultados evidenciam
o potencial uso deste fungo em processos
biotecnologicos. Posteriormente, realizou-se a
identificagdo preliminar dos géneros dos fungos
isolados (FF1-CC, FF2-CC, FF3-CC, FF4-CC,
FF5-CC e FF6-CC) e estes foram classificados
como pertencentes aos géneros Fusarium,
Aspergillus, Mucor, Penicillium e Cladosporium,
respectivamente.

PALAVRAS - CHAVE: Casca de café, isolamento
de microrganismos, atividade enzimédtica,
identificacdo bioquimica.

ISOLATION OF FUNGI WITH ENZYMATIC
ACTIVITIES OF BIOTECHNOLOGICAL
INTEREST FROM COFFEE HUSK

ABSTRACT: Natural substrates, such as coffee
husk, are abundant lignocellulosic residues that
constitute a raw material with great potential for
bioconversion into other high-value products. The
degradation of these renewable materials can
be promoted by the action of fungi that produce
lignocellulolytic enzymes whose isolation can be
done from the coffee husk itself. The objective
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of this work was the isolation, selection and identification of fungi from the coffee husk. In
addition, the enzymatic activity of the tannins, cellulase and phenoloxidase of the isolates
was qualitatively evaluated. According to the results, six different fungi strains were obtained,
named: FF1-CC, FF2-CC, FF3-CC, FF4-CC, FF5-CC and FF6-CC. Regarding the evaluation
of the enzyme activity of the tanase, it was observed that 66.7% of the isolates had a halo
formation, indicating its extracellular expression. In the case of cellulite activity, 50% of the
fungi were able to produce a hydrolysis halo and 33% degraded Carboxymethylcellulose
(CMC), without the formation of a halo, indicating intracellular enzymatic activity. In the
phenoloxidase test, only the FF6-CC isolate showed halo formation and, consequently, the
enzyme production. The highest values of Enzyme Index (El) detected in the tests were related
to the isolated FF6-CC. These results show the potential use of this fungus in biotechnological
processes. Subsequently, preliminary identification of the genera of the isolated fungi (FF1-CC,
FF2-CC, FF3-CC, FF4-CC, FF5-CC and FF6-CC) was carried out and these were classified
as belonging to the genera Fusarium, Aspergillus, Mucor, Penicillium and Cladosporium,
respectively.

KEYWORDS: Coffee husk, microorganism isolation, enzymatic activity, biochemical
identification.

INTRODUCAO

Ao longo dos anos, uma area muito importante para a humanidade vem sendo
desenvolvida, especialmente quando usada na agricultura, ciéncia dos alimentos e
medicina. A esta area da-se o nome de Biotecnologia. H4 atualmente diversas defini¢cdes
para tal, e comum a todas elas define-se biotecnologia como o0 uso de organismos vivos ou
parte deles, para a producéo de bens e servicos (CASTRO, 2012).

Junto a tais definicbes se encontram um conjunto de atividades que o homem
desenvolve ja ha milhares de anos tais como a producdo de alimentos fermentaveis
como pao, cerveja e vinho (CASTRO, 2012). Tais processos sao denominados processos
biotecnoldgicos ou simplesmente bioprocessos e tém conquistado a cada dia uma maior
aceitacdo na area industrial, uma vez que, conferem as indUstrias vantagens tanto
econdmicas quanto operacionais, em relagcao aos processos quimicos convencionais.

Uma ampla gama de metabdlitos como enzimas, acidos organicos e antibioticos
séo de interesse industrial e dentre estes destacam-se as enzimas como ativos funcionais
e inovadores, capazes de atuar em substituicdo a compostos sintéticos e contribuir para
a producdo de processos que sejam menos agressivos ao meio ambiente devido a sua
biodegradabilidade.

Tradicionalmente, as enzimas mais estudadas séo aquelas de origem animal ou
vegetal, contudo as de origem microbiana apresentam grande potencial para a aplicacéo
industrial, uma vez que podem ser produzidas em larga escala, via fermentagdes. Contudo
a producgédo de tais metabolitos exigem o isolamento e identificagdo de micro-organismos
capazes de produzir de forma eficiente o bioproduto de interesse.
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Substratos naturais, como por exemplo, a casca de café, sdo residuos abundantes
no Brasil que constituem matéria-prima de grande potencial para bioconversdo em outros
produtos de alto valor. Os préprios materiais a serem utilizados como substratos, permitem
o isolamento e a selecdo de linhagens com maiores probabilidades de produgéo dos

biocatalisadores de interesse.

O FRUTO CAFEEIRO

A planta do café € um arbusto que pertence a familia botanica Rubiaceae, que
inclui aproximadamente seis mil espécies e 500 géneros. As principais espécies cultivadas
sédo a Coffea Arabica (café arabica) e a Coffea Canephora (café robusta) (BAGGIO, 2006;
TAGLIARI, 2003).

As espécies Coffea Arabica se desenvolvem melhor em clima temperado, média
anual de temperatura entre 18,5 e 21,5°C, e elevadas altitudes (superiores a 1000 metros),
produz graos de qualidade superior, que propiciam um café fino de sabor e aroma apreciados
em todo o mundo. Por outro lado, as espécies Coffea Canéphora crescem em altitudes
inferiores, possuem lavouras mais produtivas e resistentes a doengas. No entando, quando
comparadas a Arabica, a qualidade dos graos é inferior (MORAES, 2006).

O fruto do cafeeiro, também chamado de cereja, € uma drupa carnosa de forma
globular, e aloja em seu interior duas sementes denominadas gréos chatos. O café
apresenta coloracéo verde antes de amadurecer, vermelha, amarela ou laranja quando
maduros, tornando-se negros depois de seco, quando recebem o nome de “café em coco”
(RIBEIRO, 2009; DALVI, 2011).

O fruto é formado pelo pericarpo, que é dividido em exocarpo, mesocarpo e
endocarpo, como ilustrado na Figura 1.

Se Endogcarpo (Pergaminho)

Mesocarpo externo’ ' Mesocarpo interno

Figura 1- Corte longitudinal de um gréao de café (LIMA, 2006 ).
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O exocarpo ou casca € a camada mais externa do fruto, abaixo dela se localiza o
mesocarpo e internamente se encontra 0 endocarpo que envolve a semente (DALVI, 2011).

O mesocarpo pode ser divido em mesocarpo externo e interno. O mesocarpo externo
ou polpa é composto por dgua, proteina, fibras, material mineral e extrato livre de nitrogénio
englobando acucares redutores e ndo-redutores, substancias pécticas, taninos, cafeina,
entre outros (HALAL, 2008). O mesocarpo externo ou mucilagem encontra-se aderida ao
pergaminho sendo composta por agua, pectinas, acucares e acidos organicos (BAGGIO,
2006; HALAL, 2008).

O endocarpo é uma membrana dupla que reveste os graos e as preserva até a
germinacéo. A primeira membrana, conhecida como pergaminho é uma pelicula resistente
e apresenta coloragdo marrom clara; a segunda é a espermoderme que se adere ao gréo,
possui coloracao prateada e € mais fina que a anterior (TAGLIARI, 2003; RIBEIRO, 2009).

As sementes sdo oblongas, plano convexa, eliptica ou oval, e seu endosperma é
cérneo (resistente), apresentando-se esverdeado no arabica e mais claro no canéfora. O
gréo é revestido pela espermoderme, denominada testa (RIBEIRO, 2009).

Acomposicao quimica dos gréos de café é influenciada pela espécie, variedade, local
de cultivo, métodos de colheita, armazenamento e outros fatores que consequentemente
irdo determinar a qualidade final da bebida (ANDRADE, 2009). Os principais constituintes
quimicos do gréo de café arabica cru estdo apresentados na tabela 1.

Componentes Teor presente no grio
(%)
Agua 8-12
Proteinas 9-16
Minerais 25-45
Lipideos 10-18
Carboidratos 20-25
Solidos Soluveis 24-31
Artcares Totais 5-10
Acidos clorogénicos 2-84
Cafeina 06-1,5
Potissio 1.35-1,88

Fonte: PRETE ( 1992)

Tabela 1 — Composi¢do da casca e da polpa de café em porcentagem (%) de peso seco.

A cafeicultura € uma atividade agroindustrial de extrema importancia no Brasil. No
ano de 2012 o pais se manteve na posi¢édo de maior produtor e exportador mundial de café.
Neste ano, a safra alcangou o numero recorde de 50,83 milhdes de sacas de 60 kg. Minas
Gerais contribuiu com grande parte desta producéo, representando 53% de todo o café
produzido no pais (MAPA, 2013).
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O processamento do café por via seca, modo de preparo de uso majoritario no pais,
gera aproximadamente 40% de casca (PANDEY et al., 2000). Logo, é possivel presumir
a quantidade elevada desse residuo que é gerada, ao se observar o volume de producéo
atual de café no pais (MAPA, 2013).

A casca de café & um residuo rico em diferentes biomoléculas, sendo constituida
predominantemente por carboidratos (celulose e hemicelulose), seguido de pectinas e

proteinas respectivamente (Tabela 2).

Componente % peso seco

Carboidratos 57.8

Proteinas 92
Lipideos 20
Cafeina 13
Tamnos 45
Pectinas 12.4

Adaptada SOCCOL 2000.

Tabela 2 - Composicao da casca de café (% peso seco)

Segundo Soccol (2000) a composicao percentual dos constituintes da casca também
podem sofrer alteracbes, dependendo do processamento, variedade cultivar e condi¢coes
de cultivo.

Os usos alternativos para este residuo incluem: a queima para geracao de energia,
suplementacéo de rag¢des animais, cobertura de solo destinado ao plantio, entre outros
(RATHINAVELU; GRAZIOSI, 2005). Tradicionalmente, apenas uma pequena parte da
casca ¢€ utilizada para esses fins. O acumulo excessivo de cascas de café no ambiente
podem ocasionar sérios problemas ambientais (BAGGIO, 2006). Uma forma de agregar
valor ao residuo e minimizar impactos ambientais é a utilizagdo da casca para a produgcéo
de biomoléculas comerciais, tais como: enzimas, acidos organicos, horménio vegetal,
compostos aromaticos e biocombustiveis (PANDEY, et al., 2000). Diante deste contexto,
estes residuos, abundantes no pais, despertam grande interesse para seu uso em diversas
linhas de pesquisas.

Diversos estudos estao sendo desenvolvidos utilizando os subprodutos da industria
de café, contudo diversas areas ainda podem ser exploradas. Uma vertente promissora é
o isolamento de linhagens fungicas produtoras de enzimas de interesse biotecnologico, o
qual sera abordado ao longo do presente trabalho.
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FUNGOS FILAMENTOSOS

Os fungos filamentosos s&o micro-organismos multicelulares, eucarioticos,
quimioheterotréficos, ou seja, necessitam de substancias organicas como fonte de energia
e carbono, e possuem metabolismo basicamente aerdbio em sua maioria. Estes seres
desempenham papel fundamental na cadeia alimentar, uma vez que sdo capazes de reciclar
elementos vitais e decompor as partes duras das plantas, através do uso de enzimas
extracelulares. Os fungos multicelulares séo passiveis de identificacdo considerando-se
tanto caracteristicas morfol6gicas macroscépicas, como a aparéncia fisica de suas coldnias,
quanto microscopicas, incluindo as estruturas reprodutivas (TORTORA et al., 2012).

Para o estudo detalhado dos fungos presentes na casca do café, o isolamento,
estudo e a identificacdo dos mesmos séo de fundamental importancia.

Os micro-organismos predominantemente encontrados nos graos de café em coco
pertencem aos géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Colletotrichum e Cladosporium.
Alguns trabalhos citam, ainda, a presenca de fungos dos géneros Rhizopus sp, Alternaria
sp, Phoma e Mucor (BEUX; SOCCOL, 2004; BOZZA et al., 2009; CUNHA et al., 2013;
FERREIRA, 2010; MARTINS et al., 2001; SIMOES, 2009).

Fungos do género Aspergillus constituem um grupo de fungos filamentosos hialinos
de crescimento rapido comumente encontrado no solo. Apresentam colénias granulosas,
em geral amarelas, verde-amareladas, castanho-amareladas ou verdes e uma banda
periférica branca. Microscopicamente sao caracterizados pela producéo de hifas septadas
hialinas e uniformes. Os conidios podem ser observados em um corpo de frutificagcdo
especializado que consiste de uma dilatagéo vesicular na extremidade do conidi6foro. A
diferenciacdo das espécies de Aspergillus é feita observando-se o comprimento e a largura
dos conidi6foros, o tamanho e o contorno da vesicula, e a cor, tamanho e comprimento das
cadeias de conidios (KONEMAN et al., 2001).

As colénias de Penicillium usualmente apresentam aspecto granuloso, pregas
radiais e diversas tonalidades de verde, apesar de algumas variantes amarelas e marrom-
amareladas terem sido encontradas. Em geral, pode ser observada uma faixa branca
estreita na margem de crescimento externo da coldnia. Espécies de Penicillium observadas
ao microscopio apresentam pequenos conidios esféricos dispostos em longas cadeias a
partir das extremidades das fialides (KONEMAN et al., 2001).

Espécies do género Fusarium apresentam colbnias granulosas ou cotonosas,
geralmente de cor rosa-avermelhada, lavanda, purpura, branca ou amarela ( KONEMAM
et al., 2001). Possuem micélio e conidi6foros hialinos podendo apresentar ramificacbes
que terminam em tufos, e que originam dois tipos de conidios: 0os microconidios e 0s
macroconidios. Microconideos sdo produzidos em cadeias, ou isoladamente formando
“cabecas”, e ndo apresentam septos. Ao contrario, os macroconidios sdo grandes,

pontiagudos, falciformes, e possuem um ou mais septos transversais. Os clamidosporos
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sdo outros tipos de estruturas de resisténcia muito comuns nos fungos deste género.
Estes sao formados a partir de células preexistentes de hifas que sofrem espessamento e
aumento (KONEMAM et al., 2001; TORTORA et al., 2012).

As cepas de Cladosporium apresentam micélio bastante denso de superficie
acamurcada, verde-escuras, cinzas, marrom-acinzentadas ou negro-amarronzadas, com
pregas irregulares (KONEMAM et al., 2001). Em preparagdes microscopicas se observam
os conidios de Cladosporium sp com forma e tamanho variados, escuros, globosos, com
ou sem septos, formando longas cadeias ramificadas (MAPA, 2009).

Fungos dos géneros Rhizopus e Mucor apresentam crescimento rapido sobre toda
a superficie da placa, formando colénia lanosa, branco-acinzentada, marrom ou marrom-
acinzentada, sem borda definida (KONEMAM et al., 2001) .

Ao microscédpio distinguem-se duas estruturas caracteristicas destes fungos: a
columela, estrutura entumecida, localizada na extremidade de esporangiéforos ramificados;
e 0s rizoides que sao estruturas similares a raizes. Os rizoides de Rhizopus sp. sao
espessos e pontiagudos, suas columelas colapsam quando maduras, adquirindo a forma de
guarda-chuva curvado; e em geral, seu esporangioforo € unico com ramificagcdo ocasional.
Diferentemente, as espécies de Mucor nédo produzem rizoide, seus esporangioéforos podem
ser Unicos, mas tendem a ramificar-se, seu esporangio se desintegra quando maduro
liberando muitos esporangiésporos (KONEMAM et al., 2001).

Dentro deste contexto, a bioprospeccao de fungos filamentosos a partir da casca
de café apresenta-se como uma perspectiva de suma importancia, uma vez que as cepas
isoladas poderdo produzir enzimas com potencial aplicagdo em diversos processos
biotecnolodgicos voltados para a indUstria alimenticia, quimica e de biocombustiveis. Dentre
as enzimas de interesse industrial que sdo produzidas por fungos filamentosos e avaliadas
neste trabalho, estdo as celulases, tanases e fenoloxidases.

ENZIMAS

Celulases

As celulases séo um complexo de enzimas que atuam em sinergia para a hidrolise
de substratos celul6sicos, gerando acUcares fermentesciveis. Essas enzimas podem ser
clssificadas como endoglucanases, exoglucanases e B-glicosidases. (CASTRO; PEREIRA
JUNIOR, 2010). As endoglucanases atuam no meio da cadeia da celulose, enquanto as
exoglucanases atuam nas extremidades e as B-glicosidases atuam na celobiose, dimero
formado por duas moléculas de glicose (HARGREAVES, 2008). As celulases tém grande
importancia na biotecnologia. Estas enzimas s&o aplicadas na industria téxtil a fim de
melhorar o acabamento dos tecidos. No setor de bebidas elas facilitam a extracéo de sucos,
uma vez que estas enzimas rompem a rede de celulose que retém o liquido nas células
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vegetais. Na vinicultura as celulases auxiliam na extragcdo de pigmentos e substancias
aromatizantes presentes na casca da uva. As celulases podem também ser incorporadas
a racdo animal com o intuito de aumentar a digestibilidade das fibras vegetais pelos
ruminantes e monogastricos (ROCHA, 2011; KUHAD, GUPTA e SINGH, 2011). Uma das
mais relevantes aplicacbes das celulases € a produgdo de biocombustiveis de segunda
geragéo e bioprodutos.

Tanases

A tanase hidrolisa ésteres e ligacdes laterais de taninos hidrolisaveis formando
acido galico e glicose (GONCALVES, 2010; MACEDO; MATSUDA; BATTESTIN, 2005).
Esta enzima possui aplicacdo na industria de alimentos, por exemplo, na eliminacdo de
complexos de polifendis poliméricos que se formam em chas instantaneos quando a bebida
atinge temperaturas inferiores a 4°C. (BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004). A enzima
também tam importancia no tratamento de efluentes do processamento de couro, ricos
em taninos e polifendis (GONCALVES, 2010), para a eliminagdo de taninos em racgbes
animais (PINTO et al., 2005) e, principalmente, para a produgéo de acido galico a partir de
compostos ricos em taninos, que € aplicado na fabricacdo de agentes antibacterianos e
antioxidantes (GONGCALVES, 2010; PINTO et al., 2005).
Fenoloxidases

As fenoloxidases sdo metaloenzimas que catalisam a oxidagcdo de compostos
aromaticos pelo oxigénio molecular reduzindo-o a agua (CONCEICAO et al. ,2005). Estas
enzimas podem ser utilizadas na degradagcédo da lignina de residuos lignocelulésicos
para a producdo de etanol de segunda geragédo e também no tratamento de efluentes e
biorremediacdo. As Fenoloxidases podem ser divididas em duas subclasses: tirosinases e
lacases (CONCEICAO et. al., 2005).

A Lacase é uma metaloenzima que promove a oxidacao de residuos fendlicos da
lignina pela formacédo de radicais livres, em paralelo com a reducdo de O2 para H20.
(NIGAM; PANDEY, 2009). A enzima tirosinase ou polifenoloxidase encontra-se presente
em varios seres vivos e atua sobre grupamentos fendlicos utilizando apenas o oxigénio
molecular. Esta enzima catalisa duas reacdes distintas: a orto-hidroxilagdo de monofenois
a catecois e a desidrogenagdo dos catecois a orto-quinonas. Como as quinonas séo
instaveis em solugcdo aquosa, sofrem polimerizacdo ndo-enzimatica através de reagdes
oxidativas nucleofilicas. O produto desta polimerizacdo é uma massa amorfa de coloragédo
escura que dependendo do substrato empregado na reagéo, precipita apos algumas horas
podendo ser recolhida (SILVA, 2010; ROSATTO, 2001). Devido a estas caracteristicas
estas enzimas podem ser aplicadas no tratamento de efluentes diversos.
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MATERIAL E METODOS

Isolamento e cultivo de fungos a partir da casca de café

Para o isolamento dos fungos, dois frutos de café em coco foram homogeneizados
com 10 mL de solugéo salina 0,85%. A partir desta realizou-se diluicbes decimais de 107,
103, 10, 105, 106, 107. Retirou-se 100ul de cada diluicdo e estes foram transferidos para
placas de petri contendo meio Batata-Dextrose-Agar (BDA). As placas foram incubadas por
7 dias a 28°C. Apds o crescimento dos fungos, os fungos que apresentavam colénias mais
separadas, foram selecionados, isolados e posteriormente repicados em placas de petri
contendo meio BDA.

Avaliacao da atividade enzimatica dos fungos isolados

Tanase

Para avaliar a atividade da tanase, os fungos foram inoculados em meio sintético
enriquecido com 1% acido tanico, composto por: NaNO,: 3,0 g.L-1; (NH,),SO, : 1 g.L";
MgSO,: 0,5 g.L"; KCI:0,5 g.L"; FeSO,.7H,0: 10,0 mg.L"; &cido ténico: 10,0 g.L"; agar:
30,0 g.L", por 5 dias a 28°C . Apos este periodo mediu-se o didmetro dos halos castanhos
formados em volta das colbnias, que indicam a degradacdo do acido tanico (NAIEM,
NADAF, GHOSH, 2011). Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Celulase

Para realizar a avaliacdo qualitativa da atividade da celulase, os fungos isolados
foram transferidos com o auxilio de uma alga para o meio sintético Carboximetilcelulose
(CMC 1%), composto por: NaNO,: 3,0 g.L"; (NH,),SO, : 1 g.L" ; MgSO,: 0,5 g.L""; KCI:0,5
g.L";FeSO,.7H,0: 10,0 mg.L'; CMC: 10,0 g.L; Agar: 20,0 g.L" (BORTOLAZZO, 2011). Os
isolados foram incubados por 5 dias a 28°C.

Para a visualizagéo do halo de hidrolise, a superficie da placa foi coberta com Lugol
por 5 minutos (KASANA et al; 2008), em seguida aferiu-se o didmetro dos halos translicidos
com auxilio de um paquimetro que indicam a atividade da celulase. Todos os ensaios foram

realizadosem duplicata.

Fenoloxidase

Para avaliar a produ¢éo da enzima fenoloxidase, os fungos isolados foram incubados
em meio agar malte acrescido de 0,5% de acido galico, composto por: 4gar malte: 30 g.L™;
acido galico: 5 g.L"; 4gar: 30 g.L", durante 5 dias a 28°C. Decorrido este periodo, mediu-
se o0 didmetro dos halos de cor &mbar formados em volta da col6nia, que comprovam a
agao da fenoloxidase (CONCEICAO et al., 2005 ). Todos os ensaios foram realizados em
duplicata.

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Quimica Capitulo 9 m



Determinacéo do indice Enzimético (IE)

Para a determinacdo enzimética extracelular por difusdo radial em meio soélido,
avaliou-se a relagdo direta entre o didmetro médio do halo de degradacdo e o diametro
médio da colbénia expressa como indice enzimatico (IE), conforme a Equacao 1. Segundo
Lealem e Gashe (1994) para considerar um micro-organismo bom produtor de enzimas
extracelular o indice enziméatico deve ser maior ou igual a 2.

="
¢

Sendo:
@c : Diametro médio da colbnia (cm);
Oh : Diametro médio do halo (cm).

Identificacdo morfolégica dos fungos isolados

Para a identificacdo dos géneros fungicos, realizou-se a técnica de microcultivo.
Foram utilizadas placas de petri esterilizadas, contendo em seu interior um pedaco de
algodao umidificado com agua destilada estéril e uma lamina suspensa por dois palitos.
Um cubo de aproximadamente 1 cm3 de meio de cultura BDA foi cortado e colocado sobre
a lamina contida no interior da placa . Em seguida inoculou-se o fungo nas bordas do agar
e sobre este foi colocada uma laminula esterilizada. A placa foi incubada por 10 dias a
28°C. Ap0s o periodo de incubacéo, inativou-se a esporulacao, adicionando 1 mL de formol
ao algodao estéril contido no interior da placa e a vedou com fita adesiva durante 48h. O
vapor de formol, além de inativar o fungo, auxilia na fixacao das estruturas microscopicas.
Apos o tempo determinado, a laminula foi retirada e colocada sobre outra lamina limpa
contendo uma gota de azul de metileno (MORAES; PAES; HOLANDA, 2009). As laminas
preparadas foram observada em microscopio optico (Marca:Nova Optical Systens; modelo:
Nova(180iPl)), através da objetiva de 4 que propicia um aumento de 400 vezes . Fotos dos
isolados foram tiradas com uma camera fotografica digital (Marca: Sony, modelo: DSC-
WX100), para melhor visualizagdo das estruturas e comparagéao com a literatura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi realizado o isolamento de seis fungos a partir da casca de café, denominados
fungos FF1-CC, FF2-CC, FF3-CC, FF4-CC, FF5-CC e FF6-CC, como apresentado na
Figura 2.
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Figura 2- Cepas de fungos isolados da casca de café apos sete dias de crescimento meio BDA.

Foi feita entdo uma analise preliminar a partir das caracteristicas macroscopicas
e microscopicas dos fungos isolados. Na avaliacdo morfolégica microscépica do isolado
FF1-CC observou-se a existéncia de falsas cabecas de macroconidios formadas na
extremidade dos conidi6foros, conforme mostrado na Figura 3. Estes microconidios séo
predominantemente unicelulares e possuem forma oval. Na analise macroscopica, as
colénias do isolado apresenta aspecto cotonoso de coloragdo branca , Figura 2. Conforme
(KONEMAN et al., 2001)., tais caracteristicas indicam que este isolado pertence ao género
Fusarium.

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Quimica Capitulo 9 m



Figura 3- Visualizacdo microscopica dos isolados, sendo: FF1CC: Fusarium ; FF2CC: Aspergillus
,FF3CC: Aspergillus ;FF4CC: Mucor ; FF5CC: Penicillium ; FF6CC: Cladosporium (aumento de 400X).

Segundo (KONEMAN et al., 2001) o género Aspergillus apresenta col6nias de
aspecto granuloso granuloso de coloragdo amarelada. Microscopicamente, estes fungos
apresentaram hifas longas, possuindo em uma das suas extremidades conidi6foras com
fidlides salientes em todas as dire¢des (Figura 3), devido estas caracteristicas, os fungos
FF2-CC e FF3-CC sao considerados pertencentes ao género Aspergillus.

Oisolado FF4-CC apresentou colénia lanosa de coloragéo branco- acinzentada. Apos
uma analise microscopica observou-se que, o isolado possui hifas eretas e ramificadas,
columela com esporangio terminal de coloragcéo negra e auséncia de rizoides. Desta forma,
este isolado foi considerado pertencente ao género Mucor.

O isolado FF5-CC possui coldénia granulosa com pregas; microscopicamente
observam-se pequenos conidios esféricos dispostos em longas cadeias a partir das
extremidades das fialides, cuja aparéncia é de um “tronco”. Tais caracteristicas permitem
classifica-lo como pertencente ao género Penicillium.
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O isolado FF6-CC apresentou colénia de coloracdo negra e aveludada;
microscopicamente apresenta conidioéforos longos com conidios globosos e escuros como
mostrado na Figura 2. De acordo com estas caracteristicas, o fungo FF6-CC pertence ao
género Cladosporium.

AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

Tanase

Para a avaliagdo da atividade enzimética da tanase, ap6s o periodo de incubacao
dos isolados em meio contendo acido tanico 1%, verificou-se a formacéo de halos castanhos
em volta das coldnias dos isolados FF1-CC e FF6-CC, indicando a degradagéo do acido
ténico e evidenciando a atividade da enzima tanase extracelular. Nos isolados FF2-CC
e FF3-CC também ocorreu a formagao de halo de hidrélise, adicionalmente detectou-se
a degradagdo do meio concomitantemente ao crescimento das colonias. Desta forma,
pode-se considerar que estes isolados (FF2-CC e FF3-CC) apresentaram atividades

extracelulares e intracelulares.

Figura 4- Linhagens flngicas isoladas da casca de café ap6s cinco dias inoculados em meio sintético
contendo 1% &cido tanico.

Celulase

A avaliacdo positiva da atividade enzimética da celulase pode ser detectada pela
formacao de halos translicidos em volta das col6nias, proveniente da degradacao da CMC
pela enzima. O halo é formado devido a interacdo do corante Lugol com polissacarideos,
neste caso a celulose, assim a presenca de um halo claro formado ao redor da col6nia
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indica que a CMC presente no meio de cultivo sofreu hidrolise enzimatica (NUNES, 2010).

Observou-se a formagdo de halo nos isolados FF2-CC, FF3-CC e FF6-CC, sendo
a linhagem FF6-CC a que apresentou o maior halo. Contudo observaram-se também
desenvolvimento de coldnias nos isolados FF1-CC e FF4-CC, tais resultados demostram
que mesmo ndo formando halo, estes isolados possuem atividade celul6litica, uma vez
que no meio testado ha somente CMC como fonte de carbono e este meio foi degradado
juntamente com o crescimento da colénia. Desta forma, presume-se que as celulases
expressas por estes isolados (FF1-CC e FF4-CC) séao intracelulares.

Figura 5- Linhagens de fungos isolados da casca de café ap6s 5 dias inoculados em meio CMC 1% e
corados com Lugol 10%.

Fenoloxidase

A atividade enzimética da Fenoloxidase dos isolados foi avaliada inoculando-
0s em meio contendo &cido galico. Os resultados foram considerados positivos quando
foi verificada a formacéo de um halo de cor &mbar em volta das coldnias, caracteristico
da “Reacédo de Bavendamm”. Dos fungos isolados da casca de café, apenas o FF6-CC
apresentou a formacgéo do halo de cor ambar, indicando a presenca da enzima Fenoloxidase.
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Figura 6- Linhagens fungicas isoladas da casca de café apés 5 dias inoculados em meio agar- malte
enriquecido com 5% de &cido galico.

Os isolados foram analisados quanto a capacidade de produzir Tanase, Celulase
e Fenoloxidase através do indice enzimatico (IE). Segundo Lealem e Gashe (1994) para
considerar um micro-organismo bom produtor de enzimas extracelular o indice enzimatico

deve ser maior ou igual a 2.

Acido Ténico CMC 1% | Acido  Gilico indice Enzimatico (TE)
1% 0,5%

Isolados | Coloni | Halo | Coloni | Halo | Coléni | Halo | Tanase | Celulase | Fenoloxidas
a a a ©

FF1-CC -+ *ok + ND - ND 134 | 7

FF2-CC =p W ar s i ND 1,23 1,55

FF3-CC -+ ** + ko + ND 1,24 1,40

FF4-CC - ND + ND + ND

FF5-CC - ND - ND - ND

FF6-CC < ) + g + W 2,87 235 1,75

Tabela 3: Avaliagdo comparativa do desenvolvimento dos isolados da casca de café.

+: Presenca de coldnias, -: Auséncia de colbnias; ** Presenca de halo, ND: auséncia de halo, :
auséncia de indice enzimatico.
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A tabela mostrada acima nos indica que dos fungos inoculados no meio contendo
1% de acido tanico, 66,7% conseguiram se desenvolver em colbénias e formaram halo de
degradacéao, confirmando que a enzima tanase foi expressa no meio de forma extracelular.
83,3% dos isolados formaram colénias no meio sintético contendo CMC como Unica fonte
de carbono. Destes, 50% produziram halo de degradacé&o, evidenciando a produg¢édo da
celulase extracelular nos isolados. Ja no meio agar-malte suplementado com 0,5% de acido
galico, 66,7% dos fungos desenvolveram col6nias, porém apenas um isolado apresentou
formacéo de halo e consequentemente expressao extracelular da fenoloxidase.

Dentre cada espécie de fungos filamentosos inicialmente isolados e identificados,
que apresentaram a formacgéo da coldnia e do halo de degradagéo, foi calculado seu
respectivo indice enzimatico. Analisando por fim o valor do resultado do indice mostrado
na tabela, pdde-se perceber que apenas o fungo filamentoso do género Cladosporium
(FF6-CC) apresentou bom potencial para producdo de enzimas extracelular, uma vez que
foi a Unica espécie a expressar indice enzimatico superior ou igual a 2.

CONCLUSAO

Segundo os resultados obtidos observou-se que, o fungo FF6-CC (possivelmente
pertencente ao género Cladosporium) apresentou o maior indice enzimatico para todas
as atividades enzimaticas avaliadas (tanase, celulase e fenoloxidase). Desta forma, esta
cepa apresenta um potencial promissor para uso em processos biotecnolégicos como, por
exemplo, degradacao de materiais lignocelulésicos para a producéo de biocombustiveis,
tratamentos de efluentes, indUstria alimenticia e sintese de compostos quimicos de
interesse industrial.
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