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APRESENTAÇÃO
O e-book: “Coleção Desafios das Engenharias: Engenharia Química” constituído 

por dezessete capítulos de livros apresenta trabalhos das mais diversas áreas e que 
demonstram o quanto à área de Engenharia Química é interdisciplinar.

O primeiro trabalho avaliou a importância de se trabalhar em equipe por meio de 
projetos que contribuíra para um processo de ensino-aprendizagem mais significativo. No 
capítulo 2 e 3 são apresentados trabalhos sobre temáticas que geram muita discussão e 
resistência por parte da sociedade em aceitar: o potencial de contaminação dos cemitérios 
localizadas dentro do perímetro urbano da cidade e o tratamento de efluentes da indústria 
farmacêutica. 

Os capítulos de 4 a 6 apresentam estudos que objetivam remover classes de 
contaminantes utilizando processos de adsorção tendo como adsorventes resíduos 
provenientes de garrafas PET e carvão ativado obtido a partir de ossos bovinos. Além disso, 
é apresentado um trabalho que avaliou a eficiência de um Processo Oxidativo Avançado 
(H2O2/UV) para remoção do corante verde Malaquita. Já os capítulos 7 e 8 apresentam 
estudos que utilizam biomassa provenientes do caroço do abacate e da fibra da casca de 
coco verde com o intuito de melhorar o processo de inibição da corrosão do aço carbono e 
o galvanizado, aumentando sua durabilidade e reduzindo custos. O capítulo 9 apresenta a 
aplicação em processos biotecnológicos que visam o isolamento de fungos por intermédio 
de atividades enzimáticas a partir da utilização de casca de café.

Os capítulos de 10 a 13 apresentam trabalhos que buscaram avaliar a potencialidade 
de matérias-primas provenientes de fontes naturais para a obtenção de uréia a partir 
de biogás; obtenção de energia a partir de células combustíveis proveniente de micro-
organismos; obtenção de briquetes a partir de co-produtos da agroindústria e caracterização 
de microplásticos encontrados em ecossistemas aquáticos. Já os capítulos de 14 a 17 
tratam de de temas bem diversificados: i) caracterização físico-química de briquetes a partir 
do tratamento térmico; ii) estudo comparativo do calor específico do leite provenientes de 
diferentes espécies de animais; iii) proposta de um método colorimétrico alternativo e de 
baixo custo para quantificação de glicose e iv) análise 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 
excelência em publicação de livros e capítulos de livros de acordo com os critérios 
estabelecidos e exigidos pela CAPES para obtenção do Qualis L1. Com o compromisso de 
colaborar e auxiliar na divulgação e disseminação de trabalhos acadêmicos provenientes 
das inúmeras instituições de ensino públicas e privadas do Brasil e de outros países 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, são resíduos lignocelulósicos 
abundantes que constituem matéria-prima de 
grande potencial para bioconversão em outros 
produtos de alto valor. A degradação desses 
materiais renováveis pode ser promovida 
por ação de fungos produtores de enzimas 
lignocelulolíticas cujo isolamento pode ser feito 
a partir da própria casca de café. O objetivo 
deste trabalho foi o isolamento, a seleção e 
identifi cação de fungos a partir da casca de café. 
Além disso, foram avaliadas qualitativamente 
a atividade enzimática 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 
relação à avaliação da atividade enzimática da 

tanase observou-se que, 66,7% dos isolados 
apresentaram formação de halo, indicando a 
expressão extracelular da mesma. No caso 
da atividade celulítica, 50% dos fungos foram 
capazes de produzir halo de hidrólise e 33% 
degradaram a Carboximetilcelulose (CMC), 
sem a formação de halo, indicando atividade 
enzimática intracelular. No teste da fenoloxidase 
apenas o isolado FF6-CC apresentou formação 
de halo e, consequentemente, a produção da 
enzima. Os maiores valores de Índice Enzimático 
(IE) detectados nos testes foram referentes ao 
isolado FF6-CC. Esses resultados evidenciam 
o potencial uso deste fungo em processos 
biotecnológicos. Posteriormente, realizou-se a 
identifi cação preliminar dos gêneros dos fungos 
isolados (FF1-CC, FF2-CC, FF3-CC, FF4-CC, 
FF5-CC e FF6-CC) e estes foram classifi cados 
como pertencentes aos gêneros Fusarium, 
Aspergillus, Mucor, Penicillium e Cladosporium, 
respectivamente.
PALAVRAS - CHAVE: Casca de café, isolamento 
de microrganismos, atividade enzimática, 
identifi cação bioquímica.

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 (EI) 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.

INTRODUÇÃO
Ao longo dos anos, uma área muito importante para a humanidade vem sendo 

desenvolvida, especialmente quando usada na agricultura, ciência dos alimentos e 
medicina. A esta área dá-se o nome de Biotecnologia. Há atualmente diversas definições 
para tal, e comum a todas elas define-se biotecnologia como o uso de organismos vivos ou 
parte deles, para a produção de bens e serviços (CASTRO, 2012).

Junto a tais definições se encontram um conjunto de atividades que o homem 
desenvolve já há milhares de anos tais como a produção de alimentos fermentáveis 
como pão, cerveja e vinho (CASTRO, 2012). Tais processos são denominados processos 
biotecnológicos ou simplesmente bioprocessos e têm conquistado a cada dia uma maior 
aceitação na área industrial, uma vez que, conferem às indústrias vantagens tanto 
econômicas quanto operacionais, em relação aos processos químicos convencionais.

Uma ampla gama de metabólitos como enzimas, ácidos orgânicos e antibióticos 
são de interesse industrial e dentre estes destacam-se as enzimas como ativos funcionais 
e inovadores, capazes de atuar em substituição a compostos sintéticos e contribuir para 
a produção de processos que sejam menos agressivos ao meio ambiente devido a sua 
biodegradabilidade.

Tradicionalmente, as enzimas mais estudadas são aquelas de origem animal ou 
vegetal, contudo as de origem microbiana apresentam grande potencial para a aplicação 
industrial, uma vez que podem ser produzidas em larga escala, via fermentações. Contudo 
a produção de tais metabólitos exigem o isolamento e identificação 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, são resíduos abundantes 
no Brasil que constituem matéria-prima de grande potencial para bioconversão em outros 
produtos de alto valor. Os próprios materiais a serem utilizados como substratos, permitem 
o isolamento e a seleção de linhagens com maiores probabilidades de produção dos 
biocatalisadores de interesse.

O FRUTO CAFEEIRO
A planta do café é um arbusto que pertence à família botânica Rubiaceae, que 

inclui aproximadamente seis mil espécies e 500 gêneros. As principais espécies cultivadas 
são a Coffea Arabica (café arábica) 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 grãos de qualidade superior, que propiciam um café fi no 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 doenças. No entando, quando 
comparadas a Arábica, a qualidade dos grãos é inferior (MORAES, 2006). 

O fruto do cafeeiro, também chamado de cereja, é uma drupa carnosa de forma 
globular, e aloja em seu interior duas sementes denominadas grãos chatos. O café 
apresenta coloração 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. 

Figura 1- Corte longitudinal de um grão de café (LIMA, 2006 ).
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O exocarpo ou casca é a camada mais externa do fruto, abaixo dela se localiza o 
mesocarpo e internamente se encontra o 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 água, proteína, fi bras, material mineral e extrato livre de nitrogênio 
englobando açúcares redutores e não-redutores, substâncias pécticas, taninos, cafeína, 
entre outros (HALAL, 2008). O mesocarpo externo ou mucilagem encontra-se aderida ao 
pergaminho sendo composta por água, pectinas, açúcares e ácidos orgânicos (BAGGIO, 
2006; HALAL, 2008).

O endocarpo é uma membrana dupla que reveste os grãos e as preserva até a 
germinação. A primeira membrana, conhecida como pergaminho é uma película resistente 
e apresenta coloração marrom clara; a segunda é a espermoderme que se adere ao grão, 
possui coloração prateada e é mais fi na que a anterior (TAGLIARI, 2003; RIBEIRO, 2009).

As sementes são oblongas, plano convexa, elíptica ou oval, e seu endosperma é 
córneo (resistente), apresentando-se esverdeado no arábica e mais claro no canéfora. O 
grão é revestido pela espermoderme, denominada testa (RIBEIRO, 2009).

A composição química dos grãos de café é infl uenciada pela espécie, variedade, local 
de cultivo, métodos de colheita, armazenamento e outros fatores que consequentemente 
irão determinar a qualidade fi nal da bebida (ANDRADE, 2009). Os principais constituintes 
químicos do grão de café arábica cru estão apresentados na tabela 1.

Tabela 1 – Composição da casca e da polpa de café em porcentagem (%) de peso seco.

A cafeicultura é uma atividade agroindustrial de extrema importância no Brasil. No 
ano de 2012 o país se manteve na posição de maior produtor e exportador mundial de café. 
Neste ano, a safra alcançou o número recorde de 50,83 milhões de sacas de 60 kg. Minas 
Gerais contribuiu com grande parte desta produção, representando 53% de todo o café 
produzido no país (MAPA, 2013).
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O processamento do café por via seca, modo de preparo de uso majoritário no país, 
gera aproximadamente 40% de casca (PANDEY et al., 2000). Logo, é possível presumir 
a quantidade elevada desse resíduo que é gerada, ao se observar o volume de produção 
atual de café no país (MAPA, 2013).

A casca de café é um resíduo rico em diferentes biomoléculas, sendo constituída 
predominantemente por carboidratos (celulose e hemicelulose), seguido de pectinas e 
proteínas respectivamente (Tabela 2).

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

Segundo Soccol (2000) a composição percentual dos constituintes da casca também 
podem sofrer alterações, dependendo do processamento, variedade cultivar e condições 
de cultivo.

Os usos alternativos para este resíduo incluem: a queima para geração de energia, 
suplementação de rações animais, cobertura de solo destinado ao plantio, entre outros 
(RATHINAVELU; GRAZIOSI, 2005). Tradicionalmente, apenas uma pequena parte da 
casca  é utilizada para esses fi ns. O acúmulo excessivo de cascas de café no ambiente 
podem ocasionar sérios problemas ambientais (BAGGIO, 2006). Uma forma de agregar 
valor ao resíduo e minimizar impactos ambientais é a utilização da casca para a produção 
de biomoléculas comerciais, tais como: enzimas, ácidos orgânicos, hormônio vegetal, 
compostos aromáticos e biocombustíveis (PANDEY, et al., 2000). Diante deste contexto, 
estes resíduos, abundantes no país, despertam grande interesse para seu uso em diversas 
linhas de pesquisas.

Diversos estudos estão sendo desenvolvidos utilizando os subprodutos da indústria 
de café, contudo diversas áreas ainda podem ser exploradas. Uma vertente promissora é 
o isolamento de linhagens fúngicas produtoras de enzimas de interesse biotecnológico, o 
qual será abordado ao longo do presente trabalho.
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FUNGOS FILAMENTOSOS
Os fungos filamentosos são micro-organismos multicelulares, eucarióticos, 

quimioheterotróficos, ou seja, necessitam de substâncias orgânicas como fonte de energia 
e carbono, e possuem metabolismo basicamente aeróbio em sua maioria. Estes seres 
desempenham papel fundamental na cadeia alimentar, uma vez que são capazes de reciclar 
elementos vitais e decompor as partes duras das plantas, através do uso de enzimas 
extracelulares. Os fungos multicelulares são passíveis de identificação considerando-se 
tanto características morfológicas macroscópicas, como a aparência física de suas colônias, 
quanto microscópicas, incluindo as estruturas reprodutivas (TORTORA et al., 2012).

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

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

Fungos do gênero Aspergillus constituem um grupo de fungos filamentosos hialinos 
de crescimento rápido comumente encontrado no solo. Apresentam colônias granulosas, 
em geral amarelas, verde-amareladas, castanho-amareladas ou verdes e uma banda 
periférica branca. Microscopicamente são caracterizados pela produção de hifas septadas 
hialinas e uniformes. Os conídios podem ser observados em um corpo de frutificação 
especializado que consiste de uma dilatação vesicular na extremidade do conidióforo. A 
diferenciação das espécies de Aspergillus é feita observando-se o comprimento e a largura 
dos conidióforos, o tamanho e o contorno da vesícula, e a cor, tamanho e comprimento das 
cadeias de conídios (KONEMAN et al., 2001).

As colônias 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 colônia. Espécies de Penicillium observadas 
ao microscópio apresentam pequenos conídios esféricos dispostos em longas cadeias a 
partir das extremidades das fiálides (KONEMAN et al., 2001).

Espécies do gênero Fusarium apresentam colônias granulosas ou cotonosas, 
geralmente de  cor rosa-avermelhada, lavanda, púrpura, branca ou amarela ( KONEMAM 
et al., 2001). Possuem micélio e conidióforos hialinos podendo apresentar ramificações 
que terminam em tufos, e que originam dois tipos de conídios: os microconídios e os 
macroconídios. Microconídeos são produzidos em cadeias, ou isoladamente formando 
“cabeças”, e não apresentam septos. Ao contrário, os macroconídios são grandes, 
pontiagudos, falciformes, e possuem um ou mais septos transversais. Os clamidósporos 
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são outros tipos de estruturas de resistência muito comuns nos fungos deste gênero. 
Estes são 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 superfície 
acamurçada, verde-escuras, cinzas, marrom-acinzentadas ou negro-amarronzadas, com 
pregas irregulares  (KONEMAM et al., 2001). Em preparações microscópicas se observam 
os conídios de Cladosporium sp com forma e tamanho variados, escuros, globosos, com 
ou sem septos, formando longas cadeias ramificadas (MAPA, 2009).

Fungos dos gêneros Rhizopus e Mucor apresentam crescimento rápido sobre toda 
a superfície da placa, formando colônia lanosa, branco-acinzentada, marrom ou marrom-
acinzentada, sem borda definida (KONEMAM et al., 2001) .

Ao microscópio distinguem-se duas estruturas características destes fungos: a 
columela, estrutura entumecida, localizada na extremidade de esporangióforos ramificados; 
e os rizoides que são estruturas similares a raízes. Os rizoides de Rhizopus sp. são 
espessos e pontiagudos, suas columelas colapsam quando maduras, adquirindo a forma de 
guarda-chuva curvado; e em geral, seu esporangióforo é único com ramificação ocasional. 
Diferentemente, as espécies de Mucor não produzem rizóide, seus esporangióforos podem 
ser únicos, mas tendem a ramificar-se, seu esporângio se desintegra quando maduro 
liberando muitos esporangiósporos (KONEMAM et al., 2001).

Dentro deste contexto, a bioprospecção de fungos filamentosos a partir da casca 
de café apresenta-se como uma perspectiva de suma importância, uma vez que as cepas 
isoladas poderão produzir enzimas com potencial aplicação em diversos processos 
biotecnológicos voltados para a indústria alimentícia, química e de biocombustíveis. Dentre 
as enzimas de interesse industrial que são produzidas por fungos filamentosos e avaliadas 
neste trabalho, estão as celulases, tanases e fenoloxidases.

ENZIMAS

Celulases
As celulases são um complexo de enzimas que atuam em sinergia para a hidrólise 

de substratos celulósicos, gerando açúcares fermentescíveis. Essas enzimas podem ser 
clssificadas como endoglucanases, exoglucanases e β-glicosidases. (CASTRO; PEREIRA 
JÚNIOR, 2010). As endoglucanases atuam no meio da cadeia da celulose, enquanto as 
exoglucanases atuam nas extremidades e as β-glicosidases atuam na celobiose, dímero 
formado por duas moléculas de glicose (HARGREAVES, 2008).  As celulases têm grande 
importância na biotecnologia. Estas enzimas são aplicadas na indústria têxtil a fim de 
melhorar o acabamento dos tecidos. No setor de bebidas elas facilitam a extração de sucos, 
uma vez que estas enzimas rompem a rede de celulose que retém o líquido nas células 



 
Coleção Desafios das Engenharias: Engenharia Química Capítulo 9 101

vegetais. Na vinicultura as celulases auxiliam na extração de pigmentos e substâncias 
aromatizantes presentes na casca da uva. As celulases podem também ser incorporadas 
à ração animal com o intuito de aumentar a digestibilidade das fibras vegetais pelos 
ruminantes e monogástricos (ROCHA, 2011; KUHAD, GUPTA e SINGH, 2011). Uma das 
mais relevantes aplicações das celulases é a produção de biocombustíveis de segunda 
geração e bioprodutos.

Tanases
A tanase hidrolisa ésteres e ligações laterais de taninos hidrolisáveis formando 

ácido gálico e glicose (GONÇALVES, 2010; MACEDO; MATSUDA; BATTESTIN, 2005). 
Esta enzima possui aplicação na indústria de alimentos, por exemplo, na eliminação de 
complexos de polifenóis poliméricos que se formam em chás instantâneos quando a bebida 
atinge temperaturas inferiores a 4°C. (BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004). A enzima 
também tam importância no tratamento de efluentes do processamento de couro, ricos 
em taninos e polifenóis (GONÇALVES, 2010), para a eliminação de taninos em rações 
animais (PINTO et al., 2005) e, principalmente, para a produção de ácido gálico a partir de 
compostos ricos em taninos, que é aplicado na fabricação de agentes antibacterianos e 
antioxidantes (GONÇALVES, 2010; PINTO et al., 2005). 
Fenoloxidases

As fenoloxidases são metaloenzimas que catalisam a oxidação de compostos 
aromáticos pelo oxigênio molecular reduzindo-o a água (CONCEIÇÃO et al. ,2005). Estas 
enzimas podem ser utilizadas na degradação da lignina de resíduos lignocelulósicos 
para a produção de etanol de segunda geração e também no tratamento de efluentes e 
biorremediação. As Fenoloxidases podem ser divididas em duas subclasses: tirosinases e 
lacases (CONCEIÇÃO et. al., 2005).

A Lacase é uma metaloenzima que promove a oxidação de resíduos fenólicos da 
lignina pela formação de radicais livres, em paralelo com a redução de O2 para H2O. 
(NIGAM; PANDEY, 2009). A enzima tirosinase ou polifenoloxidase encontra-se presente 
em vários seres vivos e atua sobre grupamentos fenólicos utilizando apenas o oxigênio 
molecular. Esta enzima catalisa duas reações distintas: a orto-hidroxilação de monofenóis 
a catecóis e a desidrogenação dos catecóis a orto-quinonas. Como as quinonas são 
instáveis em solução aquosa, sofrem polimerização não-enzimática através de reações 
oxidativas nucleofílicas. O produto desta polimerização é uma massa amorfa de coloração 
escura que dependendo do substrato empregado na reação, precipita após algumas horas 
podendo ser recolhida (SILVA, 2010; ROSATTO, 2001). Devido a estas características 
estas enzimas podem ser aplicadas no tratamento de efluentes diversos.
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MATERIAL E MÉTODOS

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 solução salina 0,85%. A partir desta realizou-se diluições decimais de 10-2, 
10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7. Retirou-se 100μl de cada diluição e estes foram transferidos para 
placas de petri contendo meio Batata-Dextrose-Ágar (BDA). As placas foram incubadas por 
7 dias a 28°C. Após o crescimento dos fungos, os fungos que apresentavam colônias mais 
separadas, foram selecionados, isolados e posteriormente repicados em placas de petri 
contendo meio BDA.

Avaliação da atividade enzimática dos fungos isolados

Tanase

Para avaliar a atividade da tanase, os fungos foram inoculados em meio sintético 
enriquecido com 1% ácido tânico, composto por: NaNO3: 3,0 g.L-1; (NH4)2SO4 : 1 g.L-1 ; 
MgSO4: 0,5 g.L-1; KCl:0,5 g.L-1; FeSO4.7H2O: 10,0 mg.L-1; ácido tânico: 10,0 g.L-1; ágar: 
30,0 g.L-1 , por 5 dias a 28°C . Após este período mediu-se o diâmetro dos halos castanhos 
formados em volta das colônias, que indicam a degradação do ácido tânico (NAIEM, 
NADAF, GHOSH, 2011). Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Celulase

Para realizar a avaliação qualitativa da atividade da celulase, os fungos isolados 
foram transferidos com o auxílio de uma alça para o meio sintético Carboximetilcelulose 
(CMC 1%), composto por: NaNO3: 3,0 g.L-1; (NH4)2SO4 : 1 g.L-1 ; MgSO4: 0,5 g.L-1; KCl:0,5 
g.L-1; FeSO4.7H2O: 10,0 mg.L-1; CMC: 10,0 g.L-1; Ágar: 20,0 g.L-1 (BORTOLAZZO, 2011). Os 
isolados foram incubados por 5 dias a 28°C.

Para a visualização do halo de hidrólise, a superfície da placa foi coberta com Lugol 
por 5 minutos (KASANA et al; 2008), em seguida aferiu-se o diâmetro dos halos translúcidos 
com auxílio de um paquímetro que indicam a atividade da celulase. Todos os ensaios foram 
realizadosem duplicata.

Fenoloxidase

Para avaliar a produção da enzima fenoloxidase, os fungos isolados foram incubados 
em meio ágar malte acrescido de 0,5% de ácido gálico, composto por: ágar malte: 30 g.L-1; 
ácido gálico: 5 g.L-1; ágar: 30 g.L-1, durante 5 dias a 28°C. Decorrido este período, mediu-
se o diâmetro dos halos de cor âmbar formados em volta da colônia, que comprovam a 
ação da fenoloxidase (CONCEIÇÃO et al., 2005 ). Todos os ensaios foram realizados em 
duplicata.
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Determinação do Índice Enzimático (IE)
Para a determinação enzimática extracelular por difusão radial em meio sólido, 

avaliou-se a relação direta entre o diâmetro médio do halo de degradação e o diâmetro 
médio da colônia expressa como índice enzimático (IE), conforme a Equação 1. Segundo 
Lealem e Gashe (1994) para considerar um micro-organismo bom produtor de enzimas 
extracelular o índice enzimático deve ser maior ou igual a 2.

Sendo:
Øc : Diâmetro médio da colônia (cm);
Øh : Diâmetro médio do halo (cm).

Identificação morfológica dos fungos isolados
Para a identificação dos gêneros fúngicos, realizou-se a técnica de microcultivo. 

Foram utilizadas placas de petri esterilizadas, contendo em seu interior um pedaço de 
algodão umidificado com água destilada estéril e uma lâmina suspensa por dois palitos. 
Um cubo de aproximadamente 1 cm³ de meio de cultura BDA foi cortado e colocado sobre 
a lâmina contida no interior da placa . Em seguida inoculou-se o fungo nas bordas do ágar 
e sobre este foi colocada uma lamínula esterilizada. A placa foi incubada por 10 dias a 
28°C. Após o período de incubação, inativou-se a esporulação, adicionando 1 mL de formol 
ao algodão 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 fixação das estruturas microscópicas. 
Após o tempo determinado, a lamínula foi retirada e colocada sobre outra lâmina limpa 
contendo uma gota de azul de metileno (MORAES; PAES; HOLANDA, 2009). As lâminas 
preparadas foram observada em microscópio óptico (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 câmera fotográfica digital (Marca: Sony, modelo: DSC-
WX100), para melhor visualização das estruturas e comparação com a literatura.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
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 após sete dias de crescimento meio BDA.

Foi feita então uma análise preliminar a partir das características macroscópicas 
e microscópicas dos fungos isolados. Na avaliação morfológica microscópica do isolado 
FF1-CC observou-se a existência de falsas cabeças de macroconídios formadas na 
extremidade dos conidióforos, conforme mostrado na Figura 3. Estes microconídios são 
predominantemente unicelulares e possuem forma oval. Na análise macroscópica, as 
colônias do isolado apresenta aspecto cotonoso de coloração branca , Figura 2. Conforme 
(KONEMAN et al., 2001)., tais características indicam que este isolado pertence ao gênero 
Fusarium.
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Figura 3- Visualização microscópica dos isolados, sendo:  FF1CC: Fusarium ; FF2CC: Aspergillus 
;FF3CC: Aspergillus ;FF4CC: Mucor ; FF5CC: Penicillium ; FF6CC: Cladosporium (aumento de 400X).

Segundo (KONEMAN et al., 2001) o gênero Aspergillus apresenta colônias de 
aspecto granuloso granuloso de coloração amarelada. Microscopicamente, estes fungos 
apresentaram hifas longas, possuindo em uma das suas extremidades conidióforas com 
fi álides salientes em todas as direções (Figura 3), devido estas características, os fungos 
FF2-CC e FF3-CC são considerados pertencentes ao gênero Aspergillus.

O isolado FF4-CC apresentou colônia lanosa de coloração branco- acinzentada. Após 
uma análise microscópica observou-se que, o isolado possui hifas eretas e ramifi cadas, 
columela com esporângio terminal de coloração negra e ausência de rizoides. Desta forma, 
este isolado foi considerado pertencente ao gênero Mucor.

O isolado FF5-CC possui colônia granulosa com pregas; microscopicamente 
observam-se pequenos conídios esféricos dispostos em longas cadeias a partir das 
extremidades das fi álides, cuja aparência é de um “tronco”. Tais características permitem 
classifi cá-lo como pertencente ao gênero Penicillium.
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O isolado FF6-CC apresentou colônia de coloração negra e aveludada; 
microscopicamente apresenta conidióforos longos com conídios globosos e escuros como 
mostrado na Figura 2. De acordo com estas características, o fungo FF6-CC pertence ao 
gênero Cladosporium.

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ENZIMÁTICA

Tanase
Para a avaliação da atividade enzimática da tanase, após o período de incubação 

dos isolados em meio contendo ácido tânico 1%, verifi cou-se a formação de halos castanhos 
em volta das colônias dos isolados FF1-CC e FF6-CC, indicando a degradação do ácido 
tânico e evidenciando a atividade da enzima tanase extracelular. Nos isolados FF2-CC 
e FF3-CC também ocorreu a formação de halo de hidrólise, adicionalmente detectou-se 
a degradação do meio concomitantemente ao crescimento das colônias. Desta forma, 
pode-se considerar que estes isolados (FF2-CC e FF3-CC) apresentaram atividades 
extracelulares e intracelulares.

Figura 4- Linhagens fúngicas isoladas da casca de café após cinco dias inoculados em meio sintético 
contendo 1% ácido tânico.

Celulase
A avaliação positiva da atividade enzimática da celulase pode ser detectada pela 

formação de halos translúcidos em volta das colônias, proveniente da degradação da CMC 
pela enzima. O halo é formado devido a interação do corante Lugol com polissacarídeos, 
neste caso a celulose, assim a presença de um halo claro formado ao redor da colônia 
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indica que a CMC presente no meio de cultivo sofreu hidrólise enzimática (NUNES, 2010).
Observou-se a formação 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 colônias nos isolados FF1-CC e FF4-CC, tais resultados demostram 
que mesmo não formando halo, estes isolados possuem atividade celulólitica, uma vez 
que no meio testado há somente CMC como fonte de carbono e este meio foi degradado 
juntamente com o crescimento da colônia. Desta forma, presume-se que as celulases 
expressas por estes isolados (FF1-CC e FF4-CC) são intracelulares.

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

Fenoloxidase
A atividade enzimática da Fenoloxidase dos isolados foi avaliada inoculando-

os em meio contendo ácido gálico. Os resultados foram considerados positivos quando 
foi verifi cada a formação de um halo de cor âmbar em volta das colônias, característico 
da “Reação de Bavendamm”. Dos fungos isolados da casca de café, apenas o FF6-CC 
apresentou a formação do halo de cor âmbar, indicando a presença da enzima Fenoloxidase.
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Figura 6- Linhagens fúngicas isoladas da casca de café após 5 dias inoculados em meio ágar- malte 
enriquecido com 5% de ácido gálico.

Os isolados foram analisados quanto à capacidade de produzir Tanase, Celulase 
e Fenoloxidase através do índice enzimático (IE). Segundo Lealem e Gashe (1994) para 
considerar um micro-organismo bom produtor de enzimas extracelular o índice enzimático 
deve ser maior ou igual a 2.

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

+: Presença de colônias, -: Ausência de colônias; ** Presença de halo, ND: ausência de halo,  : ¨¨¨ 
ausência de índice enzimático.
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A tabela mostrada acima nos indica que dos fungos inoculados no meio contendo 
1% de ácido tânico, 66,7% conseguiram se desenvolver em colônias e formaram halo de 
degradação, confirmando que a enzima tanase foi expressa no meio de forma extracelular. 
83,3% dos isolados formaram colônias no meio sintético contendo CMC como única fonte 
de carbono. Destes, 50% produziram halo de degradação, evidenciando a produção da 
celulase extracelular nos isolados. Já no meio ágar-malte suplementado com 0,5% de ácido 
gálico, 66,7% dos fungos desenvolveram colônias, porém apenas um isolado apresentou 
formação de halo e consequentemente expressão extracelular da fenoloxidase.

Dentre cada espécie de fungos filamentosos inicialmente isolados e identificados, 
que apresentaram a formação da colônia e do halo de degradação, foi calculado seu 
respectivo índice enzimático.  Analisando por fim o valor do resultado do índice mostrado 
na tabela, pôde-se perceber que apenas o fungo filamentoso do gênero Cladosporium 
(FF6-CC) apresentou bom potencial para produção de enzimas extracelular, uma vez que 
foi a única espécie a expressar índice enzimático superior ou igual a 2.

CONCLUSÃO
Segundo os resultados obtidos observou-se que, o fungo FF6-CC (possivelmente 

pertencente ao gênero Cladosporium) apresentou o maior índice enzimático para todas 
as atividades enzimáticas avaliadas (tanase, celulase e fenoloxidase). Desta forma, esta 
cepa apresenta um potencial promissor para uso em processos biotecnológicos como, por 
exemplo, degradação de materiais lignocelulósicos para a produção de biocombustíveis, 
tratamentos de efluentes, indústria alimentícia e síntese de compostos químicos de 
interesse industrial.
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