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RESUMO: As celulases sdo enzimas aplicadas no processo de hidrolise da celulose, que € o principal
componente da parede celular da biomassa vegetal e o biopolimero mais abundante na natureza.
Entretanto, a producdo de celulases possui alto custo, o que torna inviavel a sua utilizacdo em grande
escala. Uma alternativa para reduzir os custos de producdo dessas enzimas é o cultivo de fungos
filamentosos em residuos agroindustriais por fermentacdo em estado sélido (FES). Neste trabalho,
foram realizados cultivos sélidos para investigar a produgdo de celulases utilizando casca de café
como substrato e os fungos Trichoderma reesei da linhagem BTF 0948 e Trichoderma koningii.
Foram analisadas as atividades enzimaticas FPase e CMCase em fun¢do dos tempos de cultivo e da
composicdo do substrato. Os resultados demonstraram a viabilidade desse processo, em que o T.
koningii apresentou as maiores atividades de CMCase 28,7 U/gms e FPase 4,49 U/gms no quinto dia
de cultivo.
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EVALUATION OF COFFEE HUSKS AS SUBSTRATE PRODUCTION OF CELLULASE
PRODUCTION BY SOLID STATE FERMENTATION

ABSTRACT: Cellulases are enzymes applied in the hydrolysis process of cellulose, which is the main
component of the cell wall of the plant biomass and the most abundant biopolymer in nature.
However, the production of cellulases has high cost, which makes it impractical to use on a large
scale. An alternative to reduce the production costs of these enzymes is the cultivation of filamentous
fungi in agroindustrial residues by solid state fermentation (SSF). In this work, were make solid
cultures for to investigate the production of cellulases using coffee husk as substrate and fungi
Trichoderma reesei strain of BTF 0948 and Trichoderma koningii. The enzymatic activities FPase
and CMCase were analyzed in function of the culture times and the composition of the substrate. The
results demonstrated the viability of this process, in which T. koningii presented the highest CMCase
activities 28.7 U/gms and FPase 4.49 U/gms on the fifth day of culture.
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INTRODUCAO

As celulases sdo enzimas capazes de hidrolisar a molécula de celulose, polimero fibroso,
resistente e insollivel a agua e principal constituinte da parede celular dos vegetais. A reacdo de
hidrolise libera as subunidades de glicose constituintes desse polimero, que sdo muito visadas devido a
possivel aplicacdo na producdo de biocombustiveis (Castro; Pereira Jr, 2010). Entretanto, este
complexo de enzimas representa cerca de 40% do custo total do processo, 0 que torna necessario
novos meios viaveis de obtengdo da mesma (Lacerda, 2015; Nunes, 2014).

Uma das estratégias para producgdo das celulases é a fermentacdo em estado sélido (FES), em
gue uma de suas vantagens é a semelhancga entre 0 ambiente fermentativo e o habitat natural dos



fungos filamentosos, sendo que os principais géneros produtores de celulases sdo Trichoderma,
Penicillium e Aspergillus (Pandey, 2003; Salomdo, 2017). Nesse processo, é possivel reaproveitar
residuos agroindustriais como fonte de nutrientes e suporte para o0 crescimento microbiano e a
producdo de celulases. Um destes residuos que se mostra como matéria-prima promissora é a casca de
café.

O Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking mundial da producdo cafeeira, liderando um dos
mercados mais importantes do mundo. Estima-se que anualmente o pais produza cerca de 30 milhGes
de sacas de casca, que possuem aplicagdes limitadas. A casca do café é um residuo fibroso
mucilaginoso que contém elevada quantidade de cafeina e taninos, 0 que o torna téxico quando
depositado no ambiente na forma in natura, resultando em problemas de descarte. Atualmente, ela é
utilizada como fertilizantes, racdo animal e biocomposto. No entanto, sugere-se 0 uso deste residuo
como fonte de carbono alternativa para o cultivo de microrganismos, por apresentar altos teores de
matéria organica e boa quantidade de aclcares fermentesciveis, dando origem assim, a produtos de
maior valor agregado (Gusméo et al., 2014).

Nesse contexto, 0 objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade de reaproveitar residuos do
café como substrato para a producdo de celulases por FES, utilizando fungos filamentosos da espécie
Trichoderma.

MATERIAL E METODOS

Os microrganismos utilizados foram os fungos filamentosos T. reesei , da linhagem BTF 0948
fornecido pelo laboratério de Biotecnologia da UFES, e o T. koningii obtido fornecido pela Fundacéo
Oswaldo Cruz (Fiocruz/ CCFF-RJ). Os mesmos foram reidratados, inoculados em meio PDA (39 g/L)
e incubados a 30 °C por 7 dias. O estoque foi obtido pelo cultivo em meio sélido contendo 20% de
farelo de trigo (FT) e 80% de bagaco de cana (BC).

O substrato utilizado para o cultivo em meio solido consistiu em uma mistura composta por
casca de café conilon in natura (CC), fornecida por produtores rurais do distrito de Boa Vista
(Cachoeiro de Itapemirim-ES) e bagaco de cana-de-acUcar (BC), fornecido pela Usina Paineiras
(Itapemirim-ES). Ambos foram submetidos & secagem em estufa a 105 °C, triturados em moinho de
facas e peneirados para obtencéo da granulometria inferior a 0,425 e 2 mm respectivamente.

As fermentagdes foram realizadas em frascos (erlenmeyers) de 500 mL com 10 g de substrato,
variando a proporgdo de 20:80 a 80:20 (CC:BC). A umidade inicial foi de 70%, obtida com adicéo
solucéo salina (Urbanszki, Szakacs e Tengerdy, 2000). Os frascos foram inoculados com 107 esproos/g
e incubados a 30 °C durante 5 dias, sendo retirada uma amostra a cada 24 horas para realizacdo da
extracdo das enzimas e analises de atividades enziméaticas CMCase e FPase.

As extragdes foram realizadas em duplicata em erlenmeyers de 250 mL contendo 4,0 g do
s6lido fermentado, 40 mL de tampéo citrato de s6dio (0,05 M e pH 4,8) e 40 mL de agua destilada. A
mistura foi agitada a 180 rpm e temperatura ambiente durante 60 minutos e posteriormente, filtrada em
gaze e centrifugada a 3500 rpm por 30 minutos. A determinacéo das atividades enzimaticas CMCase e
FPase foi baseada em Ghose (1987) e sdo expressas em U/gms, que corresponde a quantidade de
enzima que libera 1 pmol de glicose por minuto na reacdo de hidrolise do substrato por grama de
massa seca.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As atividade de CMCase com a linhagem BTF 0948 encontram-se apresentadas na Figura 1. Os
cultivos realizados para a composi¢do de substrato de 50:50, apresentou as maiores atividades quando
comparadas as outras composi¢des de substratos, e a atividade méaxima foi obtida no quarto dia de
cultivo (12,92 U/gms). A composi¢do de 30:70 também apresentou resultado relevante de atividade,
considerando o quinto dia de fermentacéo, no qual foi obtido 11,16 U/gms
Nos cultivos com T. koningii (Figura 2) a maior atividade de CMCase ocorreu no 5° dia com a
proporcéo de substrato de 70:30 (28,7 U/gms) e as demais composi¢des apresentaram comportamento
similar entre si. Observa-se que o T. koningii apresentou atividade aproximadamente 2,22 vezes maior
que a melhor atividade obtida pelo BTF 0948 e em condicdes que favorecem uso de casca de café,
composta por 70% deste substrato.



Figura 1. Atividade CMCase x Tempo do T. reesei BTF0948 em diferentes composi¢des de substratos.
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Figura 2. Atividade CMCase x Tempo do T. koningii em diferentes composic¢Ges de substratos.
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Para a atividade FPase a linhagem BTF 0948 (Figura 3) apresentou aumento linear de
atividade enzimatica de FPase, nas proporcGes de 20:80, 30:70 e 50:50, sendo o maior valor obtido
com 30:70 no quinto dia de cultivo (4,05 U/ gms).

J& os cultivos com T. koningii (Figura 4) apresentaram maiores valores de produgdo de
enzima,comparado ao T. Reesei BTF 0948. A maior atividade de FPase foi obtida no quinto dia de
cultivo, com composic¢éo 70:30, 4,49 U/gms, sendo seguida pela composic¢do 40:60 no quarto dia de
cultivo (2,92 U/gms).

A cinética de produgdo para composicdo 70:30 se apresentou bem distinta em ambas
atividades, CMCase e FPase, quando comparada as demais composi¢des de substrato, além de indicar
que o aumento no tempo de cultivo pode promover um aumento de atividade enzimatica.



Figura 3. Atividade FPase x Tempo do T. reesei BTF0948 em diferentes composi¢des de substratos.

5
4,5
4
35 —e—20:80
(7]
E 3 ——30:70
S
= 25 ®— 40:60
3
By 2 50:50
[V
15 —e—60:40
1
—e—70:30
0,5
—e—80:20
0
0 1 2 3 4 5 6

Tempo (Dias)

Figura 4. Atividade FPase x Tempo do T. koningii em diferentes composic¢@es de substratos.
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Wang et al. (2014) utilizou farelo de trigo com suplementacdo de celulose e lactose para
producdo de celulases utilizando Trichoderma koningii D-64 e obteve 1,3 U/mL de atividade CMCase.
Nunes (2014) estudou o Trichoderma reesei BTF 0948 para producdo de celulases via FES utilizando
bagaco de cana in natura e farelo de trigo como substratos e obteve atividades de CMCase e FPase de
30,3 e 9,8 U/gms, respectivamente. Lima et al. (2013) estudou os isolados de Trichoderma
pseudokoningii 1052 e Trichoderma reesei 1612 utilizando a casca de café como substrato e obteve

0,394 U/mL e 0,358 U/mL, respectivamente, para atividade de CMCase.



Embora o presente estudo tenha obtido atividades enziméticas inferiores as encontradas na
literatura, vale ressaltar que o uso de residuos de café para a producdo de celulases apresenta-se
promissor, uma vez que um dos aspectos relevantes dos resultados apresentados neste estudo consiste
na escassez de publicagfes com este substrato, inclusive no que se trata de resultados de ampliacdo de
escala do processo. Dessa forma o presente trabalho propfe a continuidade deste estudo de forma a
otimizar a producdo de celulases por FES utilizando os residuos da agroinddstria cafeeira em colunas
de leito fixo com aeragéo.

CONCLUSAO

Os cultivos sélidos para a producdo de celulases apresentaram resultados satisfatorios, o que
torna a casca de café um residuo em potencial para o uso em FES. Os fungos T. reesei BTF 0948 e 0
T. koningii se mostraram capazes de produzir as enzimas, sendo que os melhores resultados foram os
do T. koningii: CMCase 28,7U/gms e FPase 4,49 FPU/gms.
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