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RESUMO: O presente trabalho tem por objetivo quantificar as enzimas lacase e 
manganês peroxidase produzidas no tratamento de efluente de indústria 
farmacêtica, utilizando fungos de podridão branca: Pycnoporus sangüineus, 
Trametes versicolor, Trametes villosa, Lentinus edodes, Phanerochates 
chrysosporium, Schizophyllum comnune, e Ganoderma applanatum. Foi usado o 
meio de cultura ágar batata (BGA) para o crescimento dos fungos (cinco dias) ; 
contudo, houve uma variação: a substituição da água destilada pelo efluente in 
natura. A maior produção de lacase foi quando se usou o indutor (efluente) no 
preparo do meio de cultura sólido com Trametes versicolor (em 96 horas de 
tratamento); para a manganês peroxidase, a produção mais elevada foi quando se 
utilizou  o meio BGA simples, sendo que o fungo que apresentou maior produção, 
em 96 horas de tratamento, foi o Trametes villosa. 
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INTRODUÇÃO: A Química é um importante instrumento para o desenvolvimento 
sócio-econômico de um país e, partindo desse pressuposto, a síntese de novos 
produtos que atendam à demanda industrial foi incrementada com a finalidade de 
suprir as necessidades da indústria moderna. Mas, com a industrialização, a 
geração de rejeitos tomou outra conotação no meio ambiente. Por exemplo, para 
que a indústria farmacêutica especializada em síntese orgânica produza 1 Kg de 
produto final, são gerados de 25 a 100 kg de lixo químico (CORREIA et al., 
2002).Mais recentemente, compostos farmacêuticos têm sido detectados no solo e 
na água potável, mas pouco se conhece sobre o risco imposto aos seres humanos 
por esta contaminação (KÜMMERER, 2000). Diante destas constatações, o 
monitoramento de resíduos de drogas no ambiente aquático tem ganhado muito 
interesse (HIRSCH et al., 1999). 
O uso de fungos capazes de degradar compostos orgânicos parece ser um método 
bastante promissor para o tratamento dos efluentes de origem farmacêutica, em 
particular, os fungos de decomposição branca que possuem um sistema enzimático 
extracelular capaz de tolerar altas concentrações de poluentes tóxicos (BARR; 
AUST, 1994), tais como: Trametes versicolor, Lentinus edodes, Trametes villosa , 
Phanerochaete chrysosporium (YOUNG ; YU, 1996; KNAPP ; NEWBY, 1999; 
KAPDAN et al., 2000; FU ; VIRARAGHAVAN, 2001; STOLZ, 2001; NOVOTNÝ et al., 
2001; ROBINSON et al., 2001 ). Enzimas como lignina peroxidase (LiP), manganês 
peroxidase (MnP) e lacase são produzidas por estes microrganismos. 
O presente projeto visa quantificar as enzimas lacase, manganês peroxidase 
durante o tratamento do efluente de uma indústria farmacêutica, através da 
inoculação dos fungos: Pycnoporus sangüineus, Trametes versicolor, Trametes 



villosa, Lentinus edodes, Phanerochates chrysosporium, Schizophyllum comnune, e 
Ganoderma applanatum.  
METODOLOGIA: Coleta de Efluente: Foi coletada uma amostra (amostragem 
simples) de 20 L do efluente proveniente de uma indústria farmacêutica da região de 
Goiânia (GO), sendo conservada a 4º C.  
Microrganismos: Pycnoporus sanguineus (PS), Trametes versicolor (TVe), 
Trametes villosa (TVi), Lentinus edodes(LE), Phanerochates chrysosporium(PC), 
Schizophyllum comnune (SC) e Ganoderma applanatum(GA). Os cinco primeiros 
fungos foram cedidos pela Fundação Tropical André Tosello (Campinas, SP), e os 
dois últimos pelo IBAMA (Brasília, DF). Foram mantidos em meio de extrato de malte 
2% (P/V), a 4oC. 
Meio de Cultura Meio Ágar Batata (BGA): 50,00 mL de caldo de batata, 5,00 g de 
glicose, 3,75 g de ágar e água destilada ou efluente completado para 250,00 mL. 
Condições de crescimento da cultura: O meio sólido foi colocado em placas de 
petri (10 cm de diâmetro) contendo 15,00 (+ 1) mL de meio BGA. Cada placa foi 
inoculada com disco (5 mm de diâmetro) de fungo, de idade de crescimento de 5 
dias em  meio BGA à temperatura ambiente ( em torno de 28º C), exceto o 
Pycnoporus sanguineus, que cresceu em temperatura constante de 37º C (em 
estufa). 
Determinação das Atividades Enzimáticas antes e após o Tratamento do 
Efluente com Fungos:  
a) Lacase (Szklarz et al., 1989 - modificado): A atividade de lacase foi determinada 
utilizando seringaldazina como substrato enzimático (ε525nm= 65.000 mmol.L-1.cm-1).A 
mistura de reação continha 0,6 mL do caldo filtrado, 0,2 mL do tampão acetato de 
sódio 50 mmol.L-1 (pH 5,0) e 0,1 mL de seringaldazina 1,0 mmol.L-1 preparada em 
etanol. A velocidade de oxidação desta foi acompanhada durante 10 minutos a 525 
nm. Os resultados foram expressos em µmoles de substrato oxidado durante um 
minuto, por mL de caldo filtrado (U.mL-1). 
b)Manganês-peroxidase (Kumahara et al., 1984): A mistura de reação (1,0 mL) 
continha 0,5 mL de caldo filtrado, 0,1 mL de lactato de sódio 0,25 mmol-1, 0,2 mL de 
albumina bovina 0,5%, 0,05 mL de MnSO4 2,0 mmol.L-1, 0,05 mL de uma solução de 
H2O2 2,0 mmol.L-1 preparada em tampão succinato de sódio 0,2 mol.L-1 (pH 4,5) e 
0,1 mL de vermelho de fenol 0,1%. A mistura foi incubada a 30°C durante 5 minutos 
e a reação foi interrompida pela adição de 40 µL de NaOH 2,0 mmol.L-1. A 
absorvância foi lida a 610 nm e a atividade de MnP expressa como ∆Abs mL -1min-1. 
Realização dos Tratamentos: Foram colocados 100,00 mL de efluente in natura 
que, posteriormente, foram autoclavados em erlenmeyers de 250 mL, onde, em 
capela de fluxo laminar, foram colocados os conteúdos das placas (meio de cultura + 
fungo) nos erlenmeyers, que totalizaram dez unidades, sendo que todo o 
experimento foi feito em duplicata e que foram para controle, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h. 
Foram colocados no shaker (New Brunswick Scientific) a 28º C e 180 rpm (rotações 
por minuto). Após os respectivos períodos de tratamento, o efluente foi filtrado em 
membrana milipore 0,45 mm e o caldo filtrado foi guardado sob refrigeração. Para 
controle, foram adicionadas culturas dos fungos (sob as mesmas condições 
descritas acima), procedendo-se com o autoclave das mesmas a uma temperatura 
de 121°C por 15 minutos; em seguida, elas foram colocadas sob agitação em um 
Shaker a uma temperatura de 28°C e 180 rpm (teste de adsorção). 
Métodos Analíticos e Biológicos de caracterização do efluente: Para avaliação 
do efluente in natura e do efluente tratado de indústria farmacêutica foram 
empregados os seguintes parâmetros: pH, Turbidez, Cor, Acidez, Alcalinidade, 
Dureza, Ferro, Manganês, Cloro, Oxigênio Consumido, Demanda Química de 
Oxigênio (DQO), Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO), Fenol e Fosfatos.Todas 
as análises foram efetuadas de acordo como o Standard Methods, Water and 
Wastewater 20th Edition, 1998.Os outros métodos de análises são relativos ao 
processo de tratamento envolvendo fungos e são necessários para a avaliação da 
eficiência do tratamento.Os equipamentos utilizados foram Turbidímetro Tecnal 
modelo D-20, Espectrofotômetro marca Micronal modelo  B-582, Potenciômetro 
marca Tecnal modelo Tec-3-MP com eletrodo de Ag/AgCl, Colorímetro marca 



Orbeco modelo DR-850 e Shaker New Brunswick Scientific, modelo C24KC. O 
Digestor para realização de DQO foi o da marca Hach (COD Reactor). Estufa para 
cultura de microrganismos Marca Alfa. A Tabela 1 relaciona as característica físico-
químicas analisadas, especificando o tipo de análise efetuada, bem como 
especificando os agentes complexantes,tipo de eletrodo, indicadores, equipamentos 
e métodos. 

Tabela 3- Características e tipos de análises realizadas 

Característica Tipo de análise Resultados 
Turbidez Análise em turbidímetro 59,0 FAU 

Cor Análise em colorímetro 403,0 mg.L-1 de 
Pt/Co 

pH Análise potenciométrica direta (eletrodo de 
Ag/AgCl) 2,7 

Absorbância Análise espectrofotométrica (400nm) 0,077 em 400 nm 

Acidez Análise titrimétrica (indicador de 
fenolftaleína) 188 mg de acidez 

Alcalinidade 
Análise titrimétrica 

(indicador de fenolftaleína para carbonatos 
e de metil orange para carbonatos totais) 

Não detectável por 
este método 

Cálcio e Magnésio 
(Dureza) 

Análise titrimétrica 
(indicador de eriocromo T para dureza total 

e de murexida para magnésio) 

Não detectável por 
este método 

Ferro Análise colorimétrica (1,10 fenantrolina) 
(550 nm) 1,15 mg.L-1

Manganês Análise colorimétrica (método do 
persulfato) (545 nm) 1,10 mg.L-1

Fenol Método de Folin-Ciocalteau (700 nm) 3,10 mg de O2.L-1

OD Análise titrimétrica (Método de Winkler) 10,00 mg.L-1

DQO Análise colorimétrica (método de digestão 
com dicromato) 

263,00 mg de O2.L-

1

DBO Análise titrimétrica (método de Winkler) 1,50 mg de O2.L-1

RESULTADOS E DISCUSSÃO: Foram efetuadas três formas de tratamento, sendo 
elas: a) com o uso do meio de cultura BGA; b) com o meio BGA (em que se 
substituiu a água destilada por efluente); e c) utilizando-se o efluente autoclavado 
(que foi uma maneira de certificar que as enzimas eram de origem fúngica).Na 
tentativa de aumentar a produção enzimática, principalmente fenoloxidases, foi 
efetuada a troca da água usada para a preparação do meio de cultura sólido pelo 
efluente puro. Como o efluente in natura continha fenol, que é um substrato dessas 
enzimas, viabilizou-se tal troca, pois compostos fenólicos são considerados agentes 
indutores sintéticos (BOLLAG; LEONOWICZ,1984). Quando se usou o efluente no 
lugar da água no meio de cultura sólido, nas placas que continham  Pycnoporus 
sanguineus, verificou-se a coloração amarronzada característica, indicando que a 
produção do corante está ligada à presença de compostos fenólicos, pois, em 
condições anteriores, o aparecimento do mesmo só foi percebido após o contato do 
fungo com tal contaminante, em diferentes tempos de tratamento. A maior produção 
enzimática de manganês peroxidase foi observada quando se usou o efluente in 
natura, com meio de cultura sólido BGA, de acordo com os tempos de tratamento, 
(Figura 1). Os valores da absorbância são referentes a 5 minutos de ação da enzima 
sobre o substrato (vermelho de fenol). O fungo que apresentou maior produção 
desta enzima foi o Trametes villosa em 96 horas de tratamento do efluente, e o que 
apresentou menor produção foi o Pycnoporus sanguineus, podendo-se concluir que 



a produção desta enzima depende completamente das condições em que o fungo se 
encontra. 
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Figura 1: Variação da absorbância de manganês peroxidase dos caldos filtrados, após 5 min. de 
incubação. 
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Estudos mostram que existe uma relação entre a atividade de manganês peroxidase 
e a concentração de peróxido de hidrogênio, sendo essa relação um fator limitante 
do processo enzimático. O oxigênio dissolvido (OD) também tem demonstrado que a 
reação do Mn3+ e H2O2 gera oxigênio que se acumula no caldo filtrado, atingindo 
valores de até 12,0 mg de O2.L-1. Também foi constatado que em baixos níveis de 
oxigênio dissolvido, a enzima apresentou maior atividade, possivelmente devido à 
relação ideal entre o peróxido e a enzima (LÓPEZ et al., 2004). Tal constatação 
pôde ser comprovada pela baixa concentração de OD do efluente (3,10 mg de O2.L-

1). 
O ensaio de atividade enzimática da lacase indicou que mesmo cinco minutos de 
observação da reação de oxidação da seringaldazina foi excessivo para o Trametes 
versicolor, Trametes villosa e para o Phanerochaete crysosporium quando esses 
apresentaram a maior produção da enzima, mas para fungos que apresentaram 
concentrações mais baixas, o tempo de dez minutos foi o ideal para a observação 
da oxidação.  
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Figura 2: a) Variação da atividade enzimática d
meio sólido, em relação ao tempo de reação; b)V

usando indutor em meio sólido
Um dos fatores que também podem 
química é a concentração do substrato
efetuados, a fim de se averiguar tal inf
oxidação da seringaldazina. Estudos mo
mostram muito ativas, contudo, altament
pode ser explicado pela pequena var
demonstrou que Pycnoporus sanguineu
indutor.Dong e colaboradores (2005) d
orgânico é um importante incrementador
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a lacase nos caldos filtrados, usando-se indutor em 
ariação do pH durante o tratamento com os fungos, 
. O pH do efluente in natura é 2,7. 
contribuir para a interferência na cinética 
, mas estudos mais criteriosos podem ser 
luência. A Figura 2 a mostra a reação de 
stram que em pH ácido, as fenoloxidases se 
e instáveis (PALMIEREI et al., 1993), o que 
iação do pH (Figura 2 b).Garcia (2006) 
s tem maior produção quando se utiliza 

emonstraram que o a fonte de nitrogênio 
 da produção de lacase, bem como o tipo de 



incubação (estático ou agitado), que influenciam no gene de expressão dessa 
enzima. 
CONCLUSÃO: A partir dos resultados apresentados, para a MnP, a forma de 
tratamento que apresentou maior produção é quando se utiliza o efluente in natura 
com fungos crescidos em meio sólido BGA, sendo que Trametes villosa em 96 h de 
tratamento apresentou a maior produção enzimática(0,325 abs.min-1). Para a lacase, 
a forma de tratamento que apresenta maior produção é quando se utilizou o efluente 
in natura com fungos crescidos em meio sólido BGA e indutor (efluente). O Trametes 
versicolor apresentou maior produção de lacase em 96 h de tratamento (16,5 U.mL-

1).   
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