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RESUMO: Quatro isolados de Trichoderma (T. pseudokoningii 1052, T. harzianum 911, T. longibrachiatum 3188 ¢ T.
reesei 1612) foram analisados para avaliar seus potenciais quanto a produgdo de celulase, quando cultivados em casca
de café arabica da variedade Catuai Vermelho, através de fermentacdo submersa. As atividades celuloliticas de
Trichoderma spp foram determinadas pela expressdo da atividade da carboximetilcelulase (CMC), utilizando-se uma
equacdo de reta obtida a partir de uma curva de calibragdo constituida de padrdes de glicose. Os fungos foram
diferenciados quanto a atividade enzimatica. As melhores atividades de CMCase (0,394 ¢ 0,358 U) foram obtidas com
os isolados de Trichoderma pseudokoningii 1052 e Trichoderma reesei 1612 apos cultivo de 5 dias a 24 +2° C.
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USE OF COFFEE HULL ASSUBSTRATE FOR PRODUCTION OF CELLULASE BY
Trichoderma spp

ABSTRACT: Four isolates of Trichoderma (T. pseudokoningii 1052, T. harzianum 911, T. reesei 1612 and T.
longibrachiatum 3188) were analyzed to assess their potential for the production of cellulase when grown on coffee
husk Arabica variety Catuai through submerged fermentation. The cellulolytic activity of Trichoderma spp were
determined by expression of carboxymethylcellulase activity (CMC), using an equation of a straight line obtained from
a calibration curve made up of glucose standards. The fungi were differentiated for enzymatic activity. The best
activities of CMCase (0.394 and 0.358 U) were obtained with Trichoderma pseudokoningii 1052 and Trichoderma
reesei 1612 after growing 5 days at 24 +2 ° C.
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INTRODUCAO

O café é uma commodity que gera grande volume de residuos, tais como casca, polpa e grios defeituosos. Como 80 %
do café produzido no Brasil é proveniente do método de via seca, estima-se que o pais produza todos os anos
aproximadamente 30 milhdes de sacas de casca, muito proximo da produgdo do grdo de café. Este subproduto
atualmente nao possui utilizagdo, devido sua importante concentracdo de componentes toxicos (cafeina, polifenois e
taninos). Embora os produtos toxicos, esta matéria-prima ¢ muito rica em diferentes biomoléculas (carboidratos,
proteinas, gordura e pectinas) para utilizagdo como substrato em diferentes bioprocessos (Soccol, 2002).

As matérias-primas lignocelulésicas sdo fontes renovaveis e abundantemente encontradas na natureza, sendo
compreendidas, principalmente, pelos materiais agroindustriais, residuos urbanos e pelas madeiras das espécies arboreas
e arbustivas, sobretudo em condigdes de clima tropical. Os materiais lignoceluldsicos sofrem o ataque das celulases, um
grupo de enzimas capazes de promover a hidrélise do complexo lignoceluldsico liberando agticares, onde a glicose
desperta maior interesse industrial, devido a possibilidade de sua conversdo em etanol (Castro & Pereira Junior, 2010).
A hidrdlise bioldgica para a quebra de celulose faz-se pela agdo enzimatica de certos fungos e bactérias (Lima, 1987). O
complexo celulasico secretado por bactérias e fungos ¢ formado por trés componentes enzimaticos majoritarios, as
endoglucanases, as celobiohidrolases (exoglucanases) e as -glucosidases. As endoglucanases atuam randomicamente
ao longo da molécula de celulose. Por sua vez, as celobiohidrolases atuam nas regides terminais das moléculas de
celulose, promovendo a sua despolimerizagdo gradativa através da remog¢@o de unidades de celobiose terminais.
Finalmente, as - glucosidases hidrolisam celobiose a glicose, reduzindo assim o seu efeito inibidor sobre as endo e
exoglucanases. Estas trés classes de enzimas, individualmente, acarretam altera¢des bastante diferenciadas na estrutura
supramolecular da celulose, mas por apresentarem propriedades complementares, descreve um alto grau de sinergismo
(ou agdo cooperativa) durante a hidrolise ou sacarificacdo da celulose (Ramos, 2000).
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Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que produzem celulases embora alguns poucos sio
conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto €, sdo capazes de degradar a celulose natural (Ruegger & Tauk-
Tornisielo, 2004). Fungos do género Trichoderma possuem uma distribui¢ao bastante ampla, uma vez que sdo
encontrados no mundo inteiro, em quase todos os tipos de solos bem como outros habitats naturais, especialmente,
naqueles onde a matéria organica vegetal esta presente (Corabi, 2002). A capacidade de Trichoderma spp em colonizar
materiais celuldsicos ja foi descrita por Simdes (2010) e Asran-Amal & Abdel-Mongy (2007), sendo que Ghose &
Grosh (1979) sugerem que o sistema enzimatico mais promissor para o processo de sacarificagdo da celulose cristalina ¢
Trichoderma.

Tendo em vista o que foi apresentado, o objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade de Trichoderma spp em
produzir a enzima celulase quando cultivado em casca de café.

MATERIAL E METODOS
Foram utilizadas quatro espécies de fungos do género Trichoderma (T. pseudokoningii 1052, T. harzianum 911, T.
longibrachiatum 3188 e T. reesei 1612) coletadas em diferentes locais (Tabela 1), mantidas em preservagdo segundo

Castellani (1939; 1967).

Tabela 1: Isolados de Trichoderma utilizados e locais de origem.

Identificacdo/Isolado Substrato Regido/Local de coleta
T. pseudokoningii 1052 Madeira em decomposi¢do Rondénia - RO
T. harzianum 911 Solo CEPEC- Ilhéus- BA
T. longibrachiatum 3188 Folha Jacareci - BA
T. reesei 1612 Madeira em decomposicio IThéus - BA

As espécies de Trichoderma foram cultivadas através de fermentagdo submersa em casca de café arabica da variedade
Catuai Vermelho, proveniente do municipio de Vitoria da Conquista — BA. Frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 10 gramas de casca de café triturada e padronizada em peneira de 2 mm e 10 mL de dgua destilada, em
triplicata, foram esterilizados em autoclave a 120 °C por 30 minutos. Apos resfriamento, o substrato foi destorroado
com o auxilio de um bastdo de vidro estéril de forma a desfazer os agregados resultantes do processo de esterilizacao
procurando homogeneizagio. A inoculagio foi realizada pela adi¢do de 1 mL de suspensdo padronizada (1 x 10’ mL™)
de esporos de cada isolado, os quais foram incubados a temperatura de 24 (+ 2)° C por 5 dias. Apos esse periodo, foi
obtido o extrato enzimatico através de filtragdo a vacuo com papel de filtro (Wattman n°1).

A determinag@o do teor de agucares redutores foi feita pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), adaptado a
partir da descricdo de Miller (1959), consistindo na elaboragdo de uma curva padrao de glicose e obtencdo da equagéo
da reta a partir das médias de absorbancias determinadas a 540 nm, tendo o tubo 0 (zero) como referéncia. Com base na
equagdo Ci *Vi = Cf *Vf, foram calculadas as concentrac¢des finais (Cf) de glicose em cada tubo, sendo expressa em mg
mL'. A média das absorbancias e concentragdes finais de glicose de cada tubo foram plotadas (eixos y e x,
respectivamente) no programa Microsoft Office Excel © 2007 para obtencdo da equagdo da reta (y= ax + b) (Figura 1).
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Figura 1: Curva padrao de glicose

As atividades celuloliticas de Trichoderma spp foram determinadas pela expressdo da atividade da carboximetilcelulase
(CMC). Para tal, aliquotas de 0,6 mL de CMC de média viscosidade a 0,1% em tampdo acetato (50 mmol L™, pH 5,0)
foram adicionadas aos tubos de ensaio e “branco” (triplicata), que foram mantidos em banho-maria a 50°C por 5
minutos, para estabilizagdo da temperatura. Posteriormente, foram adicionados aos tubos de reagdo 0,3 mL de extrato
enzimatico bruto e aos tubos do “branco” 0,3 mL de tampao acetato. Apds o periodo de incubagdo, a reagdo foi
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interrompida com a adigdo de 1,5 mL da solu¢do de ADNS, sendo os tubos transferidos imediatamente para banho de
agua fervente por exatamente 5 minutos e em seguida, resfriados em banho de dgua a temperatura ambiente. Apds,
foram adicionados 3 mL de adgua destilada, sendo o meio homogeneizado mediante inversdo dos tubos e a absorbéncia
das amostras foram determinadas em 540 nm. Para quantificagdo dos agtcares redutores (AR) formados, utilizou-se a
equacdo de reta obtida da curva de calibragdo constituida de padrdes de glicose. Uma unidade de atividade enzimatica
(UCMC) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 pmol de glicose por mL por minuto.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A casca de café demonstrou ser um bom substrato para a produgdo de celulase através de fermentagdo submersa quando
cultivada por Trichoderma spp, apresentando resultados satisfatorios de atividades de CMCase.

A andlise estatistica demonstrou que houve diferencas entre os indices enzimaticos dos isolados de Trichoderma
analisados. Os isolados de Trichoderma pseudokoningii 1052 e Trichoderma reesei 1612 demonstraram ser as espécies
analisadas com maior potencial de produgdo enzimatica, com atividade de CMCase de 0,394 U mL"! min'e 0,358 U
mL™ min™, respectivamente , e o isolado com menor potencial foi o de Trichoderma harzianum 911, com atividade de
CMCase de 0,019 U mL"' min™ (Tabela 2).

Tabela 2: Valores da atividade enzimética de Trichoderma spp (U mL ! min™!)

Espécie/isolado CMCase (U mL! min!) *
T. pseudokoningii 1052 0,394 a
T. harzignum 911 0.019¢
T. longibrachiatum 3188 0.286 b
T. reesei 1612 0,358 a

* Letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Essa diferenca de potencial provavelmente se da devido a diferenca de capacidade que algumas linhagens fungicas
possuem de secretar todas as enzimas do complexo celulolitico. O sistema celulolitico de Trichoderma reesei, por
exemplo, ¢ composto de até 80% de exoglucanase, 20 a 36% de endoglucanases ¢ ¢ deficiente em f-glucosidases com
produgido de apenas 1%. Enquanto o fungo T. reesei sintetiza niveis baixos de B-glucosidases, fungos do género
Aspergillus possuem niveis limitados de endoglucanase, segundo Muthuvelayudham & Viruthagiri (2006), e Zaltivar et
al. (2001), apud Fahenia Junior (2012).

Comparando-se na literatura os valores encontrados com os de outros substratos os indices enzimaticos obtidos foram
semelhantes aos encontrados por Ruegger & Tauk-Tornisielo (2004), quando diferentes espécies de Trichoderma foram
cultivadas em meio de farelo de trigo por 4 dias a 25°C, para verificar atividade de CMCase. Os autores obtiveram
sessenta e seis linhagens com atividade inferior e quatorze linhagens com atividade igual ou superior a uma unidade de
atividade de CMCase mL™' min™, sendo que Trichoderma harzianum apresentou melhor resultado (1,64 U).

CONCLUSOES

1. A casca de café demonstrou ser eficiente ao ser utilizada como substrato para cultivo de Trichoderma spp para
producdo de celulase;

2. O isolado de Trichoderma pseudokoningii 1052 demonstrou maior potencial celulolitico que os demais isolados ao
ser inoculado na casca de café;

3. A atividade de produgdo de celulase depende da linhagem do microrganismo, do substrato, do meio de cultura, assim
como das técnicas utilizadas.
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