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RESUMO: O presente trabalho tem por objetivo quantificar as enzimas lacase e
manganés peroxidase produzidas no tratamento de efluente de industria
farmacética, utilizando fungos de podriddo branca: Pycnoporus sanguineus,
Trametes versicolor, Trametes Vvillosa, Lentinus edodes, Phanerochates
chrysosporium, Schizophyllum comnune, e Ganoderma applanatum. Foi usado o
meio de cultura agar batata (BGA) para o crescimento dos fungos (cinco dias) ;
contudo, houve uma variagdo: a substituicdo da &gua destilada pelo efluente in
natura. A maior producdo de lacase foi quando se usou o indutor (efluente) no
preparo do meio de cultura sélido com Trametes versicolor (em 96 horas de
tratamento); para a manganés peroxidase, a producao mais elevada foi quando se
utilizou o meio BGA simples, sendo que o fungo que apresentou maior produgéo,
em 96 horas de tratamento, foi o Trametes villosa.
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INTRODUCAO: A Quimica é um importante instrumento para o desenvolvimento
sécio-econdmico de um pais e, partindo desse pressuposto, a sintese de novos
produtos que atendam a demanda industrial foi incrementada com a finalidade de
suprir as necessidades da industria moderna. Mas, com a industrializacdo, a
geracdo de rejeitos tomou outra conotacdo no meio ambiente. Por exemplo, para
qgue a industria farmacéutica especializada em sintese organica produza 1 Kg de
produto final, sdo gerados de 25 a 100 kg de lixo quimico (CORREIA et al.,
2002).Mais recentemente, compostos farmacéuticos tém sido detectados no solo e
na agua potavel, mas pouco se conhece sobre o risco imposto aos seres humanos
por esta contaminacdo (KUMMERER, 2000). Diante destas constatacbes, o
monitoramento de residuos de drogas no ambiente aquatico tem ganhado muito
interesse (HIRSCH et al., 1999).

O uso de fungos capazes de degradar compostos organicos parece ser um método
bastante promissor para o tratamento dos efluentes de origem farmacéutica, em
particular, os fungos de decomposicdo branca que possuem um sistema enzimatico
extracelular capaz de tolerar altas concentragBes de poluentes téxicos (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; NOVOTNY et al.,
2001; ROBINSON et al., 2001 ). Enzimas como lignina peroxidase (LiP), manganés
peroxidase (MnP) e lacase sao produzidas por estes microrganismos.

O presente projeto visa quantificar as enzimas lacase, manganés peroxidase
durante o tratamento do efluente de uma industria farmacéutica, através da
inoculagdo dos fungos: Pycnoporus sanguineus, 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 industria farmacéutica da regiao de
Goiania (GO), sendo conservada a 4° 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 Fundagao Tropical André Tosello (Campinas, SP), e os
dois ultimos pelo IBAMA (Brasilia, DF). Foram mantidos em meio de extrato de malte
2% (PIV), a 4°C

Meio de Cultura Meio Agar Batata (BGA): 50,00 mL de caldo de batata, 5,00 g de
glicose, 3,75 g de agar e agua destilada ou efluente completado para 250,00 mL.
Condig(”)es de crescimento da cultura: O meio sélido foi colocado em placas de
petri (10 cm de diametro) contendo 15,00 (+ 1) mL de meio BGA. Cada placa foi
inoculada com disco (5 mm de diametro) de fungo, de idade de crescimento de 5
dias em meio BGA a temperatura ambiente ( em torno de 28° C), exceto o
Pycnoporus sanguineus, que cresceu em temperatura constante de 37° C (em
estufa).

Determinacdo das Atividades Enzimaticas antes e apdés o Tratamento do
Efluente com Fungos:

a) Lacase (Szklarz et al., 1989 - modificado): A atividade de lacase foi determlnada
utilizando serlngaldazma como substrato enzimatico (eszsnm= 65.000 mmol.L™ .cm™).A
mistura de reagao continha 0,6 mL do caldo filtrado, 0,2 mL do tampao acetato de
sédio 50 mmol.L™ (pH 5,0) e 0,1 mL de serlngaldazma 1,0 mmol.L™ preparada em
etanol. A velocidade de OX|dagao desta foi acompanhada durante 10 minutos a 525
nm. Os resultados foram expressos em umoles de substrato oxidado durante um
minuto, por mL de caldo filtrado (U.mL™).

b)Manganes peroxidase (Kumahara et al.,, 1984): A mistura de reacdao (1,0 mL)
continha 0,5 mL de caldo filtrado, 0,1 mL de lactato de sod|o 0,25 mmol™, 0,2 mL de
albumina bovina O 5%, 0,05 mL de MnSO, 2,0 mmol.L™?, 0,05 mL de uma solugao de
H,0, 2,0 mmol.L™ preparada em tampdo succinato de sédio 0,2 mol.L™ (pH 4,5) e
0,1 mL de vermelho de fenol 0,1%. A mistura foi incubada a 30°C durante 5 mlnutos
e a reacao foi interrompida pela adicdo de 40 uL de NaOH 2,0 mmol L™t A
absorvancia foi lida a 610 nm e a atividade de MnP expressa como AAbs mL *min™
Realizacdo 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 conteudos 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 28° C e 180 rpm (rotacdes
por minuto). ApOs 0s respectivos periodos de tratamento, o efluente foi filtrado em
membrana milipore 0,45 mm e o caldo filtrado foi guardado sob refrigeracédo. Para
controle, foram adicionadas culturas dos fungos (sob as mesmas condi¢cbes
descritas acima), procedendo-se com 0 autoclave das mesmas a uma temperatura
de 121°C por 15 minutos; em seguida, elas foram colocadas sob agitacdo em um
Shaker a uma temperatura de 28°C e 180 rpm (teste de adsorc¢ao).

Métodos Analiticos e Bioldgicos de caracterizacdo do efluente: Para avaliacdo
do efluente in natura e do efluente tratado de industria farmacéutica foram
empregados 0s seguintes parametros: pH, Turbidez, Cor, Acidez, Alcalinidade,
Dureza, Ferro, Manganés, Cloro, Oxigénio Consumido, Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO), Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), Fenol e Fosfatos.Todas
as analises foram efetuadas de acordo como o Standard Methods, Water and
Wastewater 20" Edition, 1998.0s outros métodos de andlises sdo relativos ao
processo de tratamento envolvendo fungos e sdo necessarios para a avaliacdo da
eficiéncia do tratamento.Os equipamentos utilizados foram Turbidimetro Tecnal
modelo D-20, Espectrofotometro marca Micronal modelo B-582, Potencidmetro
marca Tecnal modelo Tec-3-MP com eletrodo de Ag/AgCI, Colorimetro marca



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

Tabela 3- Caracteristicas e tipos de analises realizadas

Caracteristica Tipo de anélise Resultados
Turbidez Andlise em turbidimetro 59,0 FAU

C Andlise em colorimetro 403,0 mg.L™" de

or
Pt/Co

H Analise potenciomeétrica direta (eletrodo de 57

P Ag/AgCl) '

Absorbancia Andlise espectrofotométrica (400nm) 0,077 em 400 nm

Analise titrimétrica (indicador de
fenolftaleina)

Analise titrimétrica
Alcalinidade (indicador de fenolftaleina para carbonatos
e de metil orange para carbonatos totais)
Analise titrimétrica
(indicador de eriocromo T para dureza total

Acidez 188 mg de acidez

N&o detectavel por
este método

Célcio e Magnésio N&o detectavel por

(Dureza) ) - este método
e de murexida para magnésio)
Andlise colorimétrica (1,10 fenantrolina) 1
Ferro (550 nm) 1,15 mg.L
N Andlise colorimétrica (método do 1
Manganes persulfato) (545 nm) 1,10 mg.L
Fenol Método de Folin-Ciocalteau (700 nm) 3,10 mg de O,.L™
OD Andlise titrimétrica (Método de Winkler) 10,00 mg.L™
DQO Andlise colorimétrica (método de digestdo 263,00 mg de O,.L°

com dicromato)

DBO Analise titrimétrica (método de Winkler) 1,50 mg de O,.L"
RESULTADOS E DISCUSSAO: Foram efetuadas trés formas de tratamento, sendo
elas: a) com o uso do meio de cultura BGA; b) com o meio BGA (em que se
substituiu a agua destilada por efluente); e c) utilizando-se o efluente autoclavado
(que foi uma maneira de certificar que as enzimas eram de origem fungica).Na
tentativa de aumentar a producdo enzimatica, principalmente fenoloxidases, foi
efetuada a troca da agua usada para a preparacao do meio de cultura sélido pelo
efluente puro. Como o efluente in natura continha fenol, que € um substrato dessas
enzimas, viabilizou-se tal troca, pois compostos fendélicos sdo considerados agentes
indutores sintéticos (BOLLAG; LEONOWICZ,1984). Quando se usou o efluente no
lugar da agua no meio de cultura sélido, nas placas que continham Pycnoporus
sanguineus, verificou-se a coloracdo amarronzada caracteristica, indicando que a
producdo do corante estd ligada a presenca de compostos fendlicos, pois, em
condicBes anteriores, o aparecimento do mesmo so6 foi percebido apds o contato do
fungo com tal contaminante, em diferentes tempos de tratamento. A maior producéo
enzimatica de manganés peroxidase foi observada quando se usou o efluente in
natura, com meio de cultura sélido BGA, de acordo com os tempos de tratamento,
(Figura 1). Os valores da absorbéancia sao referentes a 5 minutos de acdo da enzima
sobre o substrato (vermelho de fenol). O fungo que apresentou maior producéo
desta enzima foi o Trametes villosa em 96 horas de tratamento do efluente, e o que
apresentou menor producédo foi o Pycnoporus sanguineus, podendo-se concluir que




a producédo desta enzima depende completamente das condi¢cdes em que o fungo se
encontra.
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Figura 1: Variagéo da absorbancia de manganés peroxidase dos caldos filtrados, ap6s 5 min. de
incubacéo.

Estudos mostram que existe uma relacdo entre a atividade de manganés peroxidase
e a concentracdo de perdxido de hidrogénio, sendo essa relacdo um fator limitante
do processo enziméatico. O oxigénio dissolvido (OD) também tem demonstrado que a
reacdo do Mn®* e H,O, gera oxigénio que se acumula no caldo filtrado, atingindo
valores de até 12,0 mg de O,.L™ Também foi constatado que em baixos niveis de
oxigénio dissolvido, a enzima apresentou maior atividade, possivelmente devido a
relacdo ideal entre o peroxido e a enzima (LOPEZ et al., 2004). Tal constatag&o
?ﬁde ser comprovada pela baixa concentracédo de OD do efluente (3,10 mg de O,.L"
).
O ensaio de atividade enzimatica da lacase indicou que mesmo cinco minutos de
observacdo da reagcao de oxidag&o da seringaldazina foi excessivo para o Trametes
versicolor, Trametes villosa e para o Phanerochaete crysosporium quando esses
apresentaram a maior producdo da enzima, mas para fungos que apresentaram
concentracbes mais baixas, o tempo de dez minutos foi o ideal para a observacao
da oxidacéo.
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Figura 2: a) Variacéo da atividade enzimética da lacase nos caldos filtrados, usando-se indutor em
meio sélido, em relagdo ao tempo de reacdo; b)Variacdo do pH durante o tratamento com os fungos,
usando indutor em meio sélido. O pH do efluente in natura é 2,7.

Um dos fatores que também podem contribuir para a interferéncia na cinética
guimica € a concentracdo do substrato, mas estudos mais criteriosos podem ser
efetuados, a fim de se averiguar tal influéncia. A Figura 2 a mostra a reagao de
oxidacdo da seringaldazina. Estudos mostram que em pH &cido, as fenoloxidases se
mostram muito ativas, contudo, altamente instaveis (PALMIEREI et al., 1993), o que
pode ser explicado pela pequena variacdo do pH (Figura 2 b).Garcia (2006)
demonstrou que Pycnoporus sanguineus tem maior producdo quando se utiliza
indutor.Dong e colaboradores (2005) demonstraram que o a fonte de nitrogénio
organico € um importante incrementador da producéo de lacase, bem como o tipo de



incubacdo (estatico ou agitado), que influenciam no gene de expressdo dessa
enzima.

CONCLUSAOQ: A partir dos resultados apresentados, para a MnP, a forma de
tratamento que apresentou maior producdo é quando se utiliza o efluente in natura
com fungos crescidos em meio sélido BGA, sendo que Trametes villosa em 96 h de
tratamento apresentou a maior producéo enzimatica(0,325 abs.min™). Para a lacase,
a forma de tratamento que apresenta maior producao € quando se utilizou o efluente
in natura com fungos crescidos em meio sélido BGA e indutor (efluente). O Trametes
versicolor apresentou maior producao de lacase em 96 h de tratamento (16,5 U.mL"

1
).
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

AMERICAN PUBLIC HEALT ASSOCIATION. Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater. 17. ed. APHA. Washington, DC, 1992.

BARR, D. P.; AUST, S. D. 1994.Mechanisms white rot fungi use to degrade pollutantes.
Environmental science & technology, 28(2), 79A-87A.

BOLLAG, J-M; LEONOWICZ, A. 1984.Comparite Studies of Extracelullar Fungal Laccases .
Apllied Environmental Microbiology, 48, 849-854.

CORREIA, C. R. D. , COSTA, P. R. R,, FERREIRA, V. F. 2002.Vinte e cinco anos de
reagOes e estratégias em quimica organica. Quimica Nova, 25, 74-80.

DONG, J. L.; ZHANG, W.; ZHANG, R.; HUAI, H.; WEI, Z. 2005.Influence of Culture
Condition on Laccase Production and Isoenzyme Patterns in the White-rot Fungus Trametes
gallica. Journal of Basic Microbiology, 45, 3, 190-198.

FU, Y.; VIRARAGHAVAN, T. Fungal decolorization of dye wastewaters: a review.
Bioresource technology; 79: 251-262, 2001.

GARCIA, T. A. 2006.Producédo e caracterizagdo de duas lacases do Fungo Pycnoporus
sanguineus, Tese de doutorado, Universidade de Brasilia.

HIRSCH, R. et al. 1999.0ccurence of antibiotics in the aquatic environment. Rev. Science
Total Environment; 225: 109-118, .

KAPDAN, |. K. et al. 2000.Effect of environmental conditions on biological decolorization of
textile dyestuff by T. versicolor. Enzyme and microbial technology; 26: 381-387.

KNAPP, J. S. ; NEWBY, P. S. 1995.The microbiological decolourization of an industrial
effluent containing a diazo-linked chromophore. Water research; 29(7): 1807-1809.
KUMAHARA, M.; GLENN. J.K.; MORGAN, M.A.; GOLD, M.H.1984.Separation and
characterization of two extracellular H,O, dependent oxidases from ligninolytic cultures of
Phanerochaete chrysosporium. FEBS Lett, 169, 242-247.

KUMMERER, K. 2000.Drugs, diagnostic agents and disinfectants in wastewater and water-a
review. Rev. Schiftenr Ver Wasser Boden Lufthyg; 105, 59-71.

LOPEZ, C., MOREIRA, M. T.FEIJOO G., LEMA, J. M. 2004.Dye Decolorization by
Manganese Peroxidase in an Enzymatic Membrane Bioreactor, Biotechnol. Prog, 20, 74-
81.

NOVOTNY, C. et al. 2001.Capacity of Irpex lacteus and Pleurotus ostreatus for
decolorization of chemically different dyes, Journal of Biotechnology; 89, 113-122.
PALMIERI, G.; GIARINA, P; MARZULLO, L; DESIDERIO, B., NITTI, G.; CANNIO, R.C
SANNIA, G. 1993.Stability and activity of phenol oxidase from Lignolytic Fungus Pleurotus
ostreatus. Applied Microbiology & Biotechnology, 39, 632-636.

ROBINSON, T. et al. 2001.Remediation of dyes in textile effluent: a critical review on current
treatment technologies with a proposed alternative. Bioresource technology, 77, 247-255.
STOLZ, A. 2001.Basic and applied aspects in the microbial degradation of azo dyes —mine
review. Applied Microbial Biotechnology; 56: 69-80.

SZKLARZ, G.D.; ANTIBUS, R.K.; SINSABAUGH, R.L; LINKINS, A.E. 1989.Production of
phenoloxidases and peroxidases by wood-rotting fungi. Mycology , 81, 234-240.

YOUNG, L.; YU, J. 1997. Ligninase-catalysed decolorization of synthetic dyes. Water
research, 31(5), 1187-1193.

AGRADECIMENTOS: Edital MCT/CNPg/CT-Hidro n° 14/2005 e International
Foundation of Science (IFS).



