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PRODUÇÃO DE LACASE E DESCORAMENTO DO VERMELHO 
CONGO E VERDE MALAQUITA PELO Pycnoporus sanguineus 

E Trametes versicolor 11 

Auto r : Pascual Isoldi Pinko ski 
Ori e ntado r : Pro f . Robert W. S . P. Thomas 

RESUMO 

Fungo s Basidiomycetes são citados como degradado­
res de fenó is e corantes que podem estar em e fluentes . 
Neste estudo Pycn oporus s anguineus e Trametes v ersicolor 
foram pesqui sado s na p rodução d e l acase e desca ramento de 
vermelho congo e verde malaquita . O crescimento radial em 
ágar BD foi 8 , 2 a 9,5 mm dia- 1 no P. sanguineus e 5 , 4 a 7 , 1 
mm dia - 1 no T . v ersicolor A biomassa dos fungo s f o i 1 , 6 a 

- 1 - 1 1 , 7 g L em extrato de malte (EM ) e O, 32 a O, 34 g L em 
caldo Bushnell-Haas(BH) , . detectando lacase apó s 5 dias . Em 
20 dias de c ultura estática em c aldo EM, T. versicol or 
produziu 8 00 unidades de siringaldazina e P. sanguineus 
400. Aeração favoreceu a produção de lacase no P. 
sanguineus. As taxas de descaramento do vermelho congo 
pelos fungo s em BH f o ram de 5 , 5 a 8 mg L -1 dia -1 apó s 4 8 
horas . O desca ramento após 10 dias foi 60 % (BH) e 92 % 
(BH+ 0 , 001 % de glicosef BHG) f no P. sanguineus (32 Unidades 
de lacase produzidas ) f e 8 0% (BH) e 99 % (BHG) no T . 
versicol or (438 U. lacase) . As t axas de desca ramento do 
verde malaquita no P. sanguineus e T . v ersicol or após 48 
horas f o ram 5,0 a 9 mg L-1 dia-1 em BH. Descaramento após 1 0 
dias foi 28 % (BH) e 40 % (BHG) pelo P. sanguineus (83 U . 
lacase) e 8 4% (BH) e 68 % (BHG) pelo T . versicolor (311 U. 
lacase). Os resultados sugerem que os fungos Basidiomycetes 
podem ser utilizados para tratamento de efluentes 
industrais c ontendo estes e corantes similares . 

1/ Tese de Doutorado em Ciência do Solo. Faculdade de 
Agronomia , Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto 
Alegre (176 p.}-Dezembro, 1997 . 
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LACASE PROOUCTION ANO THE OECOLORIZATION OF CONGO REO 
ANO MALACHITE GREEN BY Pycnoporus sanguineus 

ANO Trametes versicolor 11 

Author : Pascual Isoldi Pinkoski 
Adviser: Pro f . Robert W. S . P . Thornas 

SUMMARY 

Basidiornycete fungi are cited as being ab l e to 
degrade phenolics and dyes which can be presente in 
effluents . In this s t udy Pycnoporus sanguineus and Trametes 
versicolor were investigated for laccase production and 
Congo red and Malachite green discolorization . Radial 
growth on potato dextrose agar was 8 . 2-9. 5 rnrn d- 1 for P . 

-1 sanguineus and 5 . 4- 7 . 1 rnrn d for T . versi color. Biornass 
production for both fungi was 1 . 6-1.7 g L- 1 in malt extract 
broth (MEB) and 0 . 32 - 0 . 34 g L- 1 in Bushnell-Haas broth 
(BHB) , with laccase detected after 5 days. After 20 d a ys 
static cul ture in MEB , T . versicolor produced 800 
syringaldazine units and P. sanguineus 400. Aeration 
favored laccase production by P. sanguineus . Congo red dis ­
coloration rate by both fungi in BHB was 5 . 5-8 rng L-1 d- 1 

after 48 h . Discoloration after 10 d was 60 % (BHB ) and 92 % 
(BHB+O. 001 % glucose , BHBG) fo r P. sanguineus ( 32 laccas e 
units produced) and 80 % (BHB) and 99 % (BHBG) for T . 
versicolor (438 laccase units) . Malachite g r een d i sco­
loration rate after 48 h by P. sanguineus and T . versicolor 
was 5 . 0-9 . 0 rng L-1 d- 1 in BHB . Discoloration after 10 d was 
28 % (BHB) and 40 % (BHBG) for P. s anguineus (83 laccas e 
units) and 84% (BHB) and 68 % (BHBG) for T . versicolor (311 
laccase units) . These results suggest that these basidio­
rnycete fungi could be used for the tre atrnent of industrial 
effluents containing these , and related , dyestuffs . 

1 / Do c t oral The s is in Soil Scie nce . Fa culdade de Agronomi a, 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul , Porto Alegre 
(176 p . )-December , 1997 . 
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1. INTRODUÇÃO 

Dentre os desafios atualmente enfrentados por 

diferentes ramos industriais inclui - se a preocupação com 

o tratamento e destino dos resíduos originados em 

determinadas operações e que são liberados no ambiente . 

Dentre estes resíduos sobressaem os que apresentam 

estruturas fenólicas ou a r omáticas , que pela sua 

persistência ou recalcitrância à degradação biológica 

permanecem longos períodos no ambiente . 

Como mui tas destas substâncias apresentam baixo 

grau de degradabilidade , podem acumular - se na matéria 

orgânica dos solos , nas plantas e nos animais . 

uma parcela destes resid~~:: ser 

utilizada pela mi crobiota como fonte de energia , no 

processo de catabolismo , principalmente po r aqueles 

microrganismos dotados de sis t emas oxida ti vos de baixa 

especificidade . 

A principal característica dos microrganismos que 

atuam sobre estes resíduos é a produção de enzimas 

polifenol-oxidases , cujos pr i ncipais p r odutores são os 
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fungos Basidiomyce t e s degradado res de mad eiras causadores 

da podridão - branc a . Po r esta caracter í st ica , as 

experiênc ias f o r am realizadas em c ultur a s e s t á t icas , de 

modo a avaliar ta i s mi c r o rganismo s s ob condi cões de 

baixo s teores de oxigênio , no rmalmente encontrados em 

resíduos semi-só lido s . 

As polifenol-oxidases do tipo lacase são capazes 

de catalisar a transfo rmação dos resíduos aromáticos 

policíclicos, entre os quais podem ser citados os 

hidrocarboneto s aromáticos, o s c omposto s fenó lico s, as 

anilinas e o s corantes sintét i c o s , que podem estar 

presentes nos efluentes do beneficiamento do carvão, do 

refino do petró leo , das indústrias petro químicas e 

coureiro calçadista, entre outras sediadas no estado do 

Rio Grande do Sul . 

No intuito de avaliar a eficiência da atividade 

fúngica na transfo rmação ou degradaç ão de resíduos 

fenó licos ou aromáti cos . -::-J eiLt como desenvo l ver uma 

metodologia para a quantificação da lacase, foi realizada 

a presente pesquisa com dois fungos Basidiomycetes com 

habitat no Rio Grande do Sul, utilizando como substrato s 

anilinas, corantes azóicos e derivados do trifenilmetano . 
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2 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Enzimas dos Basidiomycetes 

De acordo com St evenson (1 974) , à classe dos 

Basidiomycetes pertencem o s mais avançados grupo s de 

fungos, que crescem nos solos e nos lei tos de folh a s e 

madeiras onde penetram formando o corpo de frutificação e 

excretam, entre outras, enzimas polifenol-oxidases 

extracelulares capazes de catalisar a degradação da 

lignina . Stevenson ( 1982) , a o e s tudar a bioquímica da 

formação das substâncias húmicas do solo , identificou os 

fungos Basidiomycetes da podridão- b r anca como o grupo 

mais importante na ruptura da molécula da lignina , 

produzindo polifenóis que sâo convertidos por suas 

enzimas polifenol - oxidases a quinonas , qu e reagem entre 

si e formam polímeros que servem par a a sínt ese do húmus . 

De acordo com Bo r riss (1987) as enzimas 

extracelulares produzidas pe l os f ungos Basidiomycetes 

usualmente são glicoproteínas, que suportam temperaturas 

elevadas e condições ex t remas em ambientes como solos , 

águas superficiais e profundas , lodos e resíduos vegetais 

e animais . No solo as enzimas polifenol - oxidases 

catalisam a hidrólise de macromoléculas em compostos de 
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menor peso molecular , bem como a polimerizacão de 

compostos fenólicos gerados pela degradação da lignina e 

por síntese microbiana (Stevenson , 1982) . 

Hammel (1989) relatou que os fungos da podridão-

branca possuem sistema enzimático oxidativo não 

específico que pode despolimerizar e mineralizar a 

lignina, um polímero complexo de excepcional 

recalcitrância . Mas não pôde esclarecer o papel das 

enzimas ligninolíticas na abertura de anéis aromáticos de 

hidrocarbonetos . 

Szklarz et al., ( 1989) dividiram os fungos 

degradadores de madeira em três principais grupos com 

relação à produção de enzimas extracelulares: 

1. fungos produtores de 1acases; 

2. fungos produtores de peroxidases; 

3 . fungos que não excretam quantidades mensuráveis 

de enzimas oxidativas . 

No primeiro grupo ressalta a importância do T . 

versicolor , um dos Basidiomycetes mais estudados quanto à 

produção de lacase e a possibilidade de sua aplicação em 

diversos processos enzimáticos , sendo estudado por 

Lindeberg e Fahraeus (1952) ; Fahraeus e Ljunggren (1961) ; 

Fahraeus et al ., (1958); Fahraeus e Reinhammar (1967 ) ; 

Mosbach (1963) ; Benfield et al., (1964); Evans et al., 

(1985); Szklarz e Leonowicz (1986) e Leonowicz e Bollag 

( 1987) . 

O T. versicolor foi pesquisado também por Selin 

et al., (1975) ' quanto à polimerização de 
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lignosul fona t o s ; por Ishihara ( 19 8 1 ) que relacionou sua 

atividade lignino lítica com producão de polifenol -

oxidases ; por Evans (1985 ) que pesquiso u a lacase do T . 

versicolor in v~vo e in vitro ; por Maier et al . (1990) e 

Bourbonnais e Pai c e (1990) em cujos trabalho s registraram 

que as lacases do T . versicolor oxidavam também compostos 

não-fenólico s ligados à lignina . 

Archibald et al . ( 1990) e Adleman e ARchibald 

(1993) estudaram o descaramento de cromóforo s de 

efluentes de polpa kraft pelo T. versicolor, ao passo que 

Bergbauer e Eggert ( 1994) apontaram o efeito que o tipo 

de sub-unidade e peso molecular do polímero apresentaram 

sobre a atividade deste fungo. ; 

Segundo Call e Mücke ( 1995 ) tanto o P . 

chrysospor i um como o T. versicolor são os mais 

importantes fungos da podridão- branca produtores das 

enzimas poli fenol - oxidases : lignina peroxidase, manganês 

peroxidase e lacase , que têm papel ativo na 

biorremediação de solos e na degradação de resíduos 

fenólicos contidos em efluentes líquidos . 

Além do T . versicolor, vários fungos têm sido 

estudados devido à sua produção de lacase, como o 

Pholiota mutabilis e Pleurotus ostreatus que foram 

estudados por Leonowicz e Trojanowski (197 5) e por 

Leonowicz e Grzywnowicz (1981) r o Pol:rrporus anceps 

estudado por Petroski et al ., ( 1980), o Agaricus bisporus 

por Wood (1980) e Podospora anserina por Durrens (1981), 
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ao passo que Kurtz e Champe (1982) trabalharam com 

Aspe rgi llus nidulans . 

No segundo grupo de fungos destaca-se o P . 

chrysosporium como um dos mais estudados, principalmente 

na sua aplicação e da enzima peroxidase por ele produzida 

sobre os efluentes provenientes das indústrias de polpa e 

papel kraft. Constam também nesse grupo um fungo da 

podridão-parda , Piptoporus betulinus e dois fungos da 

podridão -mole , Chaetomium piluliferum e Chaet omi um 

cellul olyticum. o último grupo é representado pelo fungo 

da podridão-parda Lenzites trabea , que não produz 

extracelularmente ox idases nem peroxidases . 

Tendo em vista o amplo espectro de substrato s que 

as enzimas dos Basidiomycetes têm capacidade de catalisar 

a oxidação, alguns pesquisadores têm trabalhado na 

produção, indução e purificação de enzimas polifenol-

oxidases e peroxidases , entre os quais podem ser citados 

Froehner e Eriksson (1974a, 1974b), que pesquisaram a 

indução, caracterização e purificação da lacase do 

Neurospora crassa . 

Grotewold et al., ( 1988) estudaram a purificação 

da lacase extracelular da N. crassa em uma única etapa, 

conseguindo uma purificação de 94 %, enquanto que 

Messerschmidt e Huber (1990) estudaram sua estrutura, 

concluindo que a lacase é o mais simples memb r o de um 

grupo de proteínas contendo quatro átomos de cobre na 

molécula, sugerindo que a enzima tem uma estrutura com 

três sítios ativo s . 

----- --- ----------- - -----------' 
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Blaich e Esser (1975) pesquisaram as lacases 

intra e extracelulares de quinze fungos Basidiomycetes da 

podridão - branca, pertencentes às famílias Polyporaceae e 

Agaricaceae , obs ervando variabilidades qualitativas e 

quantitativas nas especifi c idades enzima-substrato, o que 

é compensado devido ao grande número de enzimas 

produzidas pelos fungos . 

Pelas características bioquímicas dos 

Basidiornycetes Attili et al ., (1993) apontam estes fungos 

corno importantes fatores na manutenção da fe r tilidade dos 

solos , na melhoria do meio - ambiente através do processo 

de biorremediação de solos poluídos e nos tratamentos de 

resíduos sólidos e líquidos contendo substãncias 

recalcitrantes . São , além disso , espécies saprófi tas na 

sua maioria , tendo importante papel na decomposição de 

resíduos diversos . 

Estudando a biodegradação da lignina pelos 

Bas idiomycetes T . ver si colo r, P. chry sospor i um e Phl ebi a 

radiata , Higuchi (1993) constatou que tanto as enzimas 

lignina-peroxidase corno a lacase estão envolvidas na 

retirada das cadeias lat erais e n a abertur a dos anéis 

aromáticos das sub - unidades da lignina . 

As lacases de Rhizoctonia praticola, um fungo 

Basidiornycete d o solo , foram estudadas por Sjoblad e 

Bollag (1977) , que observaram que as enzimas eram capazes 

de polirnerizar no solo compostos fenó licos e naftólico s 

bem como os produtos derivados de pesticidas. Bollag et 

al., ( 197 9 , 198 O) caracter i zararn esta enzima corno lacas e, 
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e conjugaram compostos constituintes do húmus com 2 , 4-

diclorofenol pela atividade desta lacase . Bollag e Liu 

(19 8 5) obtiveram a copolimerizacão de fenóis hal ogenados 

com ácido siríngico, demonstrando a capacidade da l acas e 

em intermediar a incorporação de resíduos na matéria 

orgânica do solo . 

A purificação parc ial e a c aracterização das 

propri edades da lacase do Botrytis cinerea , um fungo que 

causa podridão em uvas e out r os vegetais , foi realizada 

por Dubernet et al. , (1977) que notaram sua grande 

estabilidade ao pH ácido e por Slomczynski et al . , (1995) 

que a caracterizaram como uma glicoproteína monomérica 

com 49 % de hexoses. A indução da produção de lacase do B . 

cinerea através da adição de ácido gálico ao meio foi 

obtida por Gigi et al. , (1980 ) , que realizaram sua 

caracterização e comparação com uma lacase produzida pelo 

B . cinerea em suco de uva, constatando similaridade entre 

as duas enzimas (Gigi et al ., 1981) , utilizando a lacase 

para testar a qualidade de vinhos . 

Segundo dados de Kent Kirk e Farrel ( 1987) o mais 

estudado fungo da podridão - branca P. chrysospori um não 

produzia lacase em quantidade detectável , característica 

que foi estudada por Miche l Jr . et al ., ( 1991 ) ; Morgan et 

al. , (1991) ; Boyleetal ., (1992) ; Keremetal. , ( 1992) . 

Mas Srinavasan et al ., ( 1995 ) relataram que o P. 

chrysospori um , conhecido como produtor de lignina 

peroxidase e manganês peroxidase, produziu lacase em 

mei o s com 10 g L - 1 de celulo se e 24 mM de tartarato de 
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amô n ia . A atividade da lacase foi d emonstrada apó s a d i ç ão 

de ca t a lase a o meio para el iminar o peróxido de 

hidr ogêni o , indicando que a ativid ade enzimática não era 

de p e r oxidase , a principal enzima produzida por esse 

fungo . 

2 . 2 Fungos secretadores e propriedades da lacase 

Desde sua descoberta por Yoshida em 1883 no látex 

do Rhus vernici fe ra (apud Mayer e Harel , 1979) vários 

pesquisado res vêm trabalhando na intenção de caracterizar 

as propriedades e possíveis aplicações da enzima lacas e 

produzida por microrganismos, pois são enzimas 

extracel ulares e facilmente induzi veis por determinadas 

substâncias . Bertrand e Bourquelot (1895) (apud Fahraeus 

et al. , 1958 ) f o ram os primeiros a relatar que a lacase 

era encontrada no s fungos Basidiomycetes . Por sua vez, 

Fahraeus et al . r (1958) em seus estudos com nove estirpes 

de P. versicol or obtiveram resu l tados demonstrando que 

tais fungos eram o s mais promisso res produto res de altas 

taxas de lacase , e que a adição de 2 , 5- xilidina ao meio 

estimulava seu c rescimento . 

Os fungo s utilizados por Lindeberg e Fahraeus 

( 1952) para a obtenção de lacas e pertenciam ao gênero 

Polyporus , como P. zonatus e P. versicolorr que 

cultivados com substâncias fenólicas como ácido gálico ou 

tânico secretavam enzimas fenol - oxidases no meio formando 

zonas escuras mostrando ser enzimas lacas e 

extracelulares ; Fahraeus e Ljunggren (19 61 ) f também 
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c ul tivando P. versicolor obse rvaram que vá rlos substraLOS 

eram oxidado s pela lacase , como catecol , h idroquinona , 

guaiacol e re s orci nol , entre outro s . Constataram que a 

lacase é p o uco es pe c ífi ca e muitas s ubstâncias são 

oxidadas por esta e nzima 

Fahraeus e Reinhammar (19 67) 1 estudaram a 

produção de lacase do P. versicolor , sua purificação e 

propriedades . Os autores registraram que a produção de 

lacase pelos fungo s apresenta duas vantagens sobre as 

lacases produzida s pelas plantas : sua formaçã o é 

fortemente induzida por certas substâncias e é 

completamente secretada no mei o de cultura . 

Blai c h e Esser ( 197 5) testaram espécies da 

família Polyporaceae , gêneros Pleurotus , Trametes e 

Polyporus e da família Agaricaceae, como Coprinus 

plicatilis e Hypholoma fasciculare detectando lacases 

intra e extracelul ares em todas as espécies. Kerrigan e 

Ross ( 198 8) analisaram as isoenzimas de Agaricus spp. , 

observando que as atividades das lacases produzidas por 

espécies diferen t es eram diferenciadas , mas atividade s 

idênticas nas lacases da mesma espécie . 

Wood ( 19 80) obteve lacase constutiva no A. 

bisporus , mas sem obter indução por cicloheximida , 

toluidina ou xilidina , que são compostos conhecidos como 

sendo indutores de enzimas polifenol-oxidases . Leonowic z 

e Trojanowski ( 1975 ) c u ltivando 13 espécies de 

Basidiomycetes registraram lacase em t odas , mas apenas no 
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T . versicolor, Ple urotus ostreatus e Pholiota mutabi lis 

houve indução por ácido ferúlico . 

Posteriormente , Leonowicz et al ., (1978) notaram 

que as lacases produzidas por indução nestes três fungos 

apresentavam eficiência catalítica superior às lacases 

constitutivas. Sugeriram que nos fungos a fun ção da 

lacase seria destoxificar compostos fenólicos gerados no 

ambiente dos fungos pe l a degradação das madeiras e folhas 

sobre o solo, tornando-se necessário a forma mais 

eficiente da lacase , que é a induzida . 

Um fungo do solo Rhizoctonia praticola produziu 

uma enzima que oxidava intermediários de pesticidas 

(Sjoblad e Bollag , 1977) . Posteriormente , Bollag et al ., 

( 1979) caracterizaram esta enzima polimerizadora de 

compostos fenólicos , constatando ser lacase. Bollag et 

al ., (1980) e Liu et al ., (1981 ) observaram que esta 

lacas e catalisava a conjugação do 2 , 4-diclorofenol com 

complexos húmicos do solo e com anilinas . 

Leonowicz et al ., (1984) estudando a atividade da 

lacase do R . praticola sobre os ácidos vanílico e 

siríngico determinaram que a um pH determinado tanto a 

lacase do R. praticola como a do T. versicolor geravam os 

mesmos produtos . Con forme Bollag e Liu (1985) a 

copolimerização de fenóis halogenados com ácido siríngico 

é catalisada pela lacase do R . praticola. Shuttleworth e 

Bollag ( 198 6) utilizaram esta lacas e solúvel e 

imobilizada em celite para transformar 15 substratos 

fenólicos. Bollag et al ., (1988) e Dec e Bollag (1990) 
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es tudaram a capacidade da lacase em destox ificação de 

po luente s fenólicos . 

Kerem et al., (1 992) detectaram lacase numa 

f ermentação semi-sólida do Pleurotus ostreatus, e Masaphy 

e Levanon (1992) encontraram lacase numa cultura submersa 

do P. p ulmonar i us . Dhaliwal et al . ( 1992) cultivaram dez 

espécies de Pleurotus, notando que sob agitação não houve 

produção de lacase . Nos meios suplementados com glicose 

houve aumento de produção, mostrando que esta enzima é 

semi-constitutiva, e que só lignina como fonte de carbono 

não permite c rescimento nem produção de enzima . 

Palmier i et al . , ( 199 3) estudaram a estabilidade 

e atividade da lacase do P. ostreatus para aplicá- lo em 

biorreatores de tratamento de águas residuár i as . Bezalel 

et al., ( 199 6) mineralizando hidrocarboneto s aromáticos 

policíclicos com P. o s treatus, observaram a lacase 

associada com a degradação destes compostos . Ortega et 

al . , (1993) também com P. ostreatus , em fermentação semi-

sólida, observaram o desenvolvimento de lacase, celulase 

e xilanase na degradação do bagaço de cana-de-açúcar . 

Bollag e Leonowicz (1984) detectaram produção de 

lacase constitutiva e induzida por 2 , 5- xilidina no T . 

versicolor, com as formas induzidas mais ativas do qu e as 

formas constitutivas. Akhmedova et al . (1994) cultivando 

fungos degradadores de celulose e lignina, isolaram 4 

c u lturas de Basidiomycetes, Panus tigrinu s , Pleurotus 

ostreatus , Fomes fomentarius e Inonol us hispidus 

produto ras de lacase . 
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Gigi et a l . , (1980 ) estudaram a indução da lacase 

no Botrytis c in e r ea pela adi ç ã o de ácido gálico a o mel o , 

obtendo a má xima produção e e x c recão devido a ess e 

indutor . Pal et al ., ( 199 5 ) cultivaram Flammulina 

velutipes e T . v ersicolor em bagaço de cana-de-açúcar po r 

40 dias. T . vers i color produziu lacase e Mn-peroxidase, 

degradando lignina e holocelulose . 

2.3 Considerações sobre resíduos tóxicos no 

ambiente 

Compostos fenólicos, hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos , cloro ligninas , anilinas e corantes são alguns 

dos compostos que podem estar presentes em efluentes 

provenientes de indústrias de beneficiamento de carvão, 

de refino de petróleo , de produção de polpa e papel , de 

produtos téxteis e orgânicos em geral . 

Como os resíduos destes produtos no ambiente são 

potencialmente perigosos , sua remoção dos efluentes ou 

sua destoxificação por processos enzimáticos é necessária 

e possível . Como Klibanov et al ., (1980) , que estudaram o 

uso de e n zimas peroxidases sobre produtos fenólicos e 

aminas a r omáticas , At low et al ., (1984) com enzimas 

polifenol - oxidases sobre águas residuárias fenólicas e 

Sutherland (1992) , com fungos da podridão-branca na 

degradação de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos . 

O aspecto mais crítico relacionado a estes 

resíduos é a possibilidade de contaminação dos solos e 

das águas subterrâneas (Shannon e Bartha, 1988 ) e , embora 
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par te dos mesmos seja biodegradável , Bollag et al ., 

(19 88) revelaram que s ua parcial degradação no solo pode 

t o rná - los ma is tóxicos , mas que podem ser neutralizados 

através de sua conve rsão em polímeros húmicos , ocasionada 

pela catálise de enzimas microb ianas (S tevenson, 1982) 

De acordo com Seal e Morton (1987) f a 

biodegradação pode ser definida como a transformação de 

resíduos pela atividade microbiana para formas mais 

valiosas ou aceitáveis ao meio ambiente . Neilson et al . , 

(1991) mostraram que a periculosidade potencial dos 

resíduos nos solo s e ambientes aquáticos cresce à medida 

em que aumentam a sua resistência à degradação, a 

toxicidade à biota e o seu potencial para concentração na 

biota. A estrutura química dos resíduos também influi na 

sua biodegradação, sendo importantes o número e a 

orientação dos substituintes clorados nos anéis 

aromáticos . 

Langenbach (1994 ) saliento u que é preciso 

distinguir os resíduos tóxicos , que são os que apresentam 

efeitos deletérios a algumas formas de vida, dos resíduos 

persistentes , cuja característ ica está relacionada com a 

sua baixa degradabilidade. Analisando a relação entre a 

estrutura e a biodegradabilidade de resíduos aromáticos, 

Pitter e Chudoba ( 199 0) concluíram que a 

biodegradabilidade depende dos tipos , quantidade e 

posição dos substituintes existentes nas moléculas , com a 

predominância do tipo de substituintes sendo decisiva 

quanto a esse aspecto . 

---------------------------------~~ 
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2.4 Aplica ções dos Bas i diornycetes na 

transformação dos res í duos tóxicos 

Dentre a microbiota do solo Alexander (1977) 

destaca os fungos Basidiomycetes , o rganismos sapro fíticos 

degradadores de r esíduo s vegetais produto r es de enzimas 

polifenol - ox idases extracelulares , sendo o s 

microrganismos responsáveis por parte dos ciclos do 

ca rbono e nitrogênio que ocorrem no solo . 

Devido a estas atividades bioquímicas potenciais 

dos fungos Basidiomycetes , Pelczar et al ., ( 1980 ) 

aponta ram estes fungos como importantes f a tores em uma 

série de situações, como na manutenção da fertili dade dos 

solos e na produção de diversos metabó litos primários e 

secundários, mas podendo também ser responsáveis p o r 

deteriorações de alimentos , madeiras , tecidos e produtos 

agrícolas , entre outros . 

Pe yton (1984) em seu trabalho de rev isão s obre a 

disposição de resíduos tóxicos, persis tentes ou 

cumulativos no ambiente, relatou que processos 

enzimáticos p odem catalisar a degradação de vários tipos 

de resíduos , tornando os métodos b i o l ógicos v i áveis e , de 

acordo com Langenbach ( 1994) v a ntajosos sobre o s 

processos químicos e físicos , po i s os micro rganismo s 

estão presentes em p r aticamente todos os ambientes , 

muitas vezes já ambi entados à presença de resíduos . 

Estudando os proces sos em que os f ungos 

Basidiomycetes da podridão- branca estão e nvolvidos , Reddy 

(1995) con s tatou que o s mesmos são c apazes de ox i dar 
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vá rios p o luente s ambientais através da atividade das 

e nzimas po lifenol-oxidases extracelulares por eles 

p r odu z idas , c omo as lacases e as peroxidases, que podem 

se r aplicadas na destoxificação de resíduos liberado s por 

e fl uentes industriais no solo (Gianfreda e Bollag , 1994 ) 

e n a bio rremediaç ão de solos contaminados por cloro fenó is 

e produto s similares (Wardle e Hungria , 1994 ; Lamar et 

al ., 1994) . 

Vári o s pesquisadores trabalharam com 

Basidiomycetes avaliando sua capacidade em transformar ou 

degradar resíduos fenólicos e aromáticos gerado s por 

diferentes pro cessos industriais e que , eventualmente , 

po dem estar contidos nos efluentes liberados ao ambiente . 

2.4.1 Efluentes do branqueamento de polpas kraft 

Uma das aplicações de Basidiomycetes mais 

extensamente estudada tem sido o desca ramento dos 

efluentes escuro s originados no processo de branqueamento 

das polpas kraft . Leach et al ., (1978) c itam que o 

tratamento biológico é a i nda a melhor técnica para tratar 

este tipo de efluentes , pois associam uma série de 

mecanismos , como ox i dação química, biodegradação , sorção 

pela biomassa e precipitação . Po r ém, nos processos de 

lagoas aeradas a eficiência é cerca de 20 % e nas unidades 

de lodo ativado situa-se entre 60 e 70 %, caracterizando 

que a biomassa bacteriana não é o fat o r bio l ógico mais 

efi c iente na transfo rmação destes resíduos . 
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A aplicação dos fung o s Basidiomycetes no 

tratamento dos efluentes do branqueamento das polpas 

kraft mostraram resultados satisfatóri os porque , segundo 

Ishihara (1981) nestes fung os existe uma relação entre a 

atividade ligninolítica com a produção de enzimas 

polifenol-oxidases , permitindo que tais mi crorganismos 

degradem tanto a lignina como os carboidratos contidos 

nestes efluentes , como a glicose estudada por Kirkpatrick 

et al . (1990) e Bourbonnais e Paice (1992) . 

Com relação ao descaramento dos efluentes do 

branqueamento das polpas kraft , os estudos f oram 

realizados principalmente com Phanerochaete chrysosporium 

e Trametes versicolor, tal como Eaton et al . (1980) , que 

estudaram o descaramento do efluente do primeiro estágio 

do b r anqueamento com o P. chrysosoporium, obtendo remoção 

de cerca de 60 % da cor do efluente entre 2 e 4 dias de 

incubação, constatando ainda, a possibilidade de 

reutilizar a biomassa fúngica produzida utilizando como 

co-substrato a glicose que foi adicionada ao meio , por um 

período de até 60 dias . 

Eaton et al ., (19 82) trabalharam com o mesmo tipo 

de efluente do branqueamento kraft , mas compararam a 

eficiência relativa de descaramento alcançanda pelos 

fungos P. chrysosporium e T . versicolor, obtendo uma taxa 

de remoção de cor de 83 % no efluente tratado com P . 

chrysosporium e de 76 % para o efluente com T . versicolor . 

Os dados da pesquisa mostraram que o P. chrysosporium 

reduziu a co r do efluente em 60 ~, e a Demanda Química e 
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Bi oquímica de Oxigênio em cerca de 40 %, em 5 dias de 

incubação . 

Também trabalhando com o P. chrysosporium Sundman 

et al . ( 19 8 1 ) obtive ram cerca de 8 0 ~, de descaramento de 

um efluente de branqueamento kraft, verificando a 

destruição dos cromóforos contidos no material 

c r omo f ó rico poliméri co compo sto de fragmentos de lignina 

oxidada contendo cloro e com baixo teor de aromáticos . 

Royer et al ., (19 83) utilizaram o T. versicolor 

imobilizado em pérolas de alginato para tratar o efluente 

do branqueamento de polpas kraft , conseguindo uma redução 

de 33 % da cor em 10 horas e de 70 % em 5 0 horas de 

re sidência no reator. Em outra experiência , o T. 

versicolor foi utilizado diretamente na forma de 

"pellets" miceliais com adição de glico se, sendo 

registrado sorção e oxidação dos c r omóforos existentes no 

efluente pelos "pellets ", alcançando uma taxa de redução 

de 30 unidades de co r por grama de mi célio por hora 

(Royer et al. , 1985) 

Uma comparação da eficiência na remoção de cor do 

efluente do branqueamento pela enzima peroxidase e pelo 

T. versicolor foi realizada por Paice e Jurasek (1984) , 

sendo utilizada uma solução com concentração de 20 mg L- c 

de peroxidase adicionada com vários teores de H:O:! e urna 

cultura de T . versicolor . Monitorando o processo foi 

regi s trada a maio r remo ção de cor pelo sistema 

peroxidase -H20 :: nas primeiras 4 horas de contato com 

reducão de 35 % da co r e de 28 % na solução com o T . 
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versicol or. Ap ó s 48 horas a redução da cor foi de 8 3 ~ na 

s o lução do T . versicolor e de 65 % na solução com 

pero x idase e p e r óxido de hidrogênio, mostrando maior 

e fi c iênc ia do fungo . 

Um processo biológico contínuo foi utilizado por 

Joyce et al ., (1984) para o tratamento de efluentes do 

branqueamento das polpas kraft utilizando o P . 

chrysospor i um num biorrea to r rotativo, obtendo urna 

redução de 2. 000 unidades de cor L - 1 dia - 1 devido ao 

descaramento das cloroligninas existentes no efluente e 

com custos compatíveis aos dos processos químicos e 

físicos de remoção de co r de efluentes líquidos . 

Archibald et al ., (1990) utilizaram "pellets" do 

T. versicolor em um biorreator para avaliar o 

descaramento de efluente kraft, obtendo em 20 horas urna 

redução de cor da ordem de 40 % no efluente adicionado com 

glicose e insuflado com oxigênio e de 20 % no efluente com 

glicose e insuflado com ar, não havendo modificação da 

cor do efluente na amostra sem glicose. Em 50 horas de 

incubação as taxas de remoção da cor dos efluentes 

adicionados de glicose foram de 70 % nos insuflados com 

oxigênio e de 60 % nos insuflados com ar . 

Um estudo sobre o mecanismo de atuação do P . 

chrysosporium nos efluentes kraft foi realizado por 

Michel Jr . et al ., (1991) , chegando a resultados que 

mostraram altas taxas de degradação da cor do efluente em 

3 a 4 dias de incubação , detectando-se pouca atividade da 

lignina-peroxidase, evidenciando que foi a enzima 
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manganês - peroxidase, entre outras , que teve papel 

relevante no descaramento . Da mesma forma, Higuchi (1993 ) 

estudou o mecani s mo da biodegradação da lignina pelos 

Basidiomycetes da podridão-branca, chegando à conclusão 

de que a re tirada da cadeia lateral e a abertura do anel 

indicam que tanto a lignina-peroxidase como a lacase 

estão envolvidas na degradação inicial da lignina, 

catalisando a reação de oxida ção com a transferência de 

um elétron de compostos fenólicos e não-fenólicos . 

2.4.2 Efluentes contendo corantes 

Depuy e Rinehart Jr . (1967 ) citam que desde 185 0 

dezenas de milhares de corantes têm sido sintetizados e 

atualmente milhares estão disponíveis no mercado mundial . 

O grupo de maior importância comercial são os corantes 

azóicos , derivados do azobenzeno e que têm corno 

característica a presença do grupo azóico (-N=N- ) ligado 

a um sistema de anéis aromát ico s , c uja dissoc iação forma 

duas arninas aromáticas . Algumas dessas arninas são 

classificadas corno cancerígenas . 

Shaul et al. , ( 1991 ) registraram que os corant es 

azóicos con stituem porção significativa das recomendações 

do Ato de Controle d e Substâncias Tóxicas (Toxic 

Substances Control Act) pertencente à Agência de Pro teção 

Arnbiental(U . S. Environrnental Protection Agenc y EPA ) , 

po is os mesmos geralmente contém de uma a três ligações 

azo ligando radicais fenil e naftil, que são s ubst itu ídos 

com urna combinação de g rupos funcionais como o grupo 
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arni no ( -NH, ) , c lo r o ( -Cl ) , hidroxila (-OH) , meti l ( - CH d , 

nitro (-NO;: ) e sal sódico do ácido sul fônico ( - so ~ Na ) , 

p o d e ndo gera r pro duto s de degradação corno arninas 

aromá ti c as . 

Outro impo rtante grupo de corantes trifenilrnetil 

são o s d erivado s d o trifenilrnetano . Bumpus e Brock (19 8 8 ) 

relataram que em 1986 o Prograrn Genetox da Agência de 

Pro teção Ambiental (U . S . Environrnental Protection Agency 

Genetox Prograrn ) considerou alguns corantes do 

trifenilrnetano carcinogênicos , promovendo o crescimento 

de tumo res em algumas espécies de peixes. O cristal 

vi o leta e o verde rnalaquita são compostos que fazem parte 

desta classe de c o rantes . 

Além dos corantes azóicos e dos derivados do 

trifenilrnetano, são utilizadas industrialmente também as 

ani l inas, que são membros da família química das arninas 

aromáticas e as anilinas substituídas com cloro e grupos 

nitro, sulfa e alquil (Lawrence e Marshall, 1994 ) . As 

an i linas p o dem ser encontradas no ambiente decorrente das 

transformações bio lógicas de herbicidas e fungicidas, bem 

corno de efluentes líquidos de indústrias produtoras de 

corantes (Hoff et a1 ., 1985) . 

Pitter e Chudoba (1990) estudando a 

biodegradabilidade de substâncias orgânicas no ambiente 

aquático citaram que os corantes de modo geral , não são 

facilmente biodegradados com tratamentos biológi c os . E 

nas plantas de lodo ativado a remoção dos mesmos oco rre 

de forma ineficiente , urna vez que estes co rantes em 
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s o lução prati c amente não exibem demanda bioquimica de 

oxigênio ( DBO·,) . 

Com respe ito à utilização de corantes sintéticos, 

Weber e Adams ( 1995) apontaram a indústria téxtil como 

sendo a principal consumidora de corantes orgânicos 

sintéticos, chegando a alcançar dois terços do mercado de 

corantes, dos quais cerca de 50 % são corantes azóicos . 

Citaram também que estimativas recentes indicavam que 

cerca de 12 % dos corantes são perdidos nas operações de 

manufatura e processamento , e que 20 % destas perdas são 

liberadas no ambiente, transportadas pelos efluentes das 

plantas de tratamento biológico convencional , que são 

ineficientes na sua retenção . 

Glen e Gold ( 1983) realizaram um estudo sobre a 

atividade do P. chrysosporium sobre corantes poliméricos 

sulfonados, constatando que as taxas máximas de 

descaramento f o ram alcançadas após 8 dias de cultivo , 

significando que a atividade enzimática que atuou nos 

corantes foi produzida no metabolismo secundário. A 

a ti v idade foi inibida por altos teores de nitrogênio no 

meio de cultura , sendo também altamente dependente da 

presença de oxigênio , o que indica ser uma lacas e ou 

enzima similar . 

Klibanov et al . , ( 198 O) estudaram a remoção de 

anilinas e outros compostos fenólicos de águas 

residuárias utilizando o sistema enzimático peroxidase-

peróxido , conseguindo remoções de 72,9 % de anilina e de 

6 2 , 5 ~ de 4-cloroanilina por precipitação dos produtos 
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formados a partir do efluente, apó s 3 horas de incubação 

com a enzima à temperatura ambiente . Também trabalhando 

com enzimas peroxidases, Alberti e Klibanov (1981 ) 

pesqulsaram a remoção de anilinas de águas residuárias, 

obtendo remoções de 84,5 % de 4-bromoanilina, 86,4 % de 4-

fluoroanilina e de 98 , 6% de 1,3-diaminofenol, em 3 horas 

de incubação na temperatura ambiente . 

Hoff et al . , (1985) cujos estudos da atividade do 

fungo T . versicolor sobre anilinas substituídas 

demonstraram que a lacase produzida pelo fungo catalisou 

a polimerização de vários tipos de anilinas, chegando a 

alcançar 100 % de remoção da p-metoxianilina e da 2, 6-

dietil - anilina, mas só 35 % da p-cloroanilina em 6 horas 

de incubação, demonstrando que o tipo de substituinte do 

corante pode inibir a atividade da enzima, ocasionando 

diferentes remoções dos compostos das soluções . 

As experiências de Pagga e Brown (1986) sobre a 

degradação de corantes pelos tratamentos de lodos 

ativados mostrou que, efetivamente, os corantes não são 

suscetíveis à rapida biodegradação devido às suas 

estruturas, e que a remoção de cor dos efluentes, quando 

ocorre, pode ser como resultado da sorção das moléculas 

dos corantes pela biomassa fúngica produzida durante o 

período de incubação . 

Com relação à biodegradação dos corantes pelos 

fungos da podridão-branca, Bumpus e Brock ( 1988) 

estudaram a degradação dos corantes derivados do 

trifenilmetano pelo P. chrysosporium e pelos filtrados da 
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cultura do fungo sobre os corantes cristal violeta, 

vermelho cresol, verde mal aqui ta e outros, constatando 

total des ca ramento das soluções dos corantes inoculados 

com P. chry sosporium após 48 horas de incubação . 

Neste estudo foi constatado também que o filtrado 

da cultura do P. chrysosporium também reduz a 

concentração dos corantes, chegando a alcançar 14 % de 

descaramento do cristal violeta por minuto e 45 % do verde 

brilhante por minuto . Além disso, no descaramento do 

cristal violeta foram identificados três metabóli tos em 

solução: pentametil-pararosalina, tetrametil-

pararosalina, trimetil-pararosalina, produtos que foram 

formados por uma desmetilação sequencial do cristal 

violeta . 

A biodegradação dos corantes azóicos vermelho 

congo, Tropaeolin O e Laranja II foi observada por Cripps 

et al . , (1990) nos meios inoculados com P. chrysosporium, 

tanto em culturas contendo altos e baixos teores de 

nitrogênio , obtendo valores superiores a 90 % de redução 

dos corantes em 5 dias de incubação . Constataram, também, 

que parte dos corantes foram sorvidos pela biomassa 

fúngica formada , sendo que 6% do vermelho congo 

adicionado inicialmente ao meio foi sorvido pelo micélio , 

enquanto que foi também sorvido 18 % do Tropaeolin O e 11 % 

do Laranja II, parecendo que a rápida remoção inicial dos 

corantes das culturas deve-se principalmente à sorção dos 

mesmos pelo micélio . 
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As modificações que ocorr em nos co rant es azóicos 

nos processos de tratamento por lodos ativados também 

foram abordadas po r Shaul et al. ( 1991 ) f que estudaram 

dezoito corantes azóicos f constatando que onze corantes 

não sofreram nenh uma modi fic ação pelo tratamento e que 

quatro foram significativamente sorvidos pelo lodo 

ati vado residual. Os corantes Acid Orange 7f Acid Orange 

8 e o Acid Red 88 aparentemente f o ram biodegradados, pois 

na experiência utilizando soluções com 5 mg L- 1 observou-

se que menos de 1 % dos corantes foi sorvido pelo lodo 

ativado residual . 

Paszczynski et al., (1991) estudaram um novo 

processo para potencializar a degradação de corantes 

azóicos pelos fungos Basidiomycetes através da introdução 

de uma molécula na estrutura dos corantes via ligação 

azo, fazendo com que as estruturas dos corantes, que são 

sistemas conjugados multi - insaturadosf se tornem 

acessíveis ao ataque enzimático . Na experiência foi 

efetuada a ligação de uma molécula de guaiacol ao Amarelo 

ácido 9 resultando numa maior taxa de biodegradação pelo 

P. chrysosporium, passando de 79 % para 94 % em 7 dias de 

incubação . 

Paszczynski et al. f (1992) compararam as 

atividades de um fungo da podr i dão - branca e de uma 

bactéria na mineralização de corantes azóicos sulfonados 

contendo grupos sulfo e grupos sulfo e azo juntos. O P . 

chry sosporium mineralizou todos os corantes azóicos 

sulfonadosf sendo observado que o · tipo de substituição 
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não in f 1 uenciou na suscetibilidade dos corantes à 

degradação. Já a bactéria Streptomyces chromofuscus não 

foi capaz de mineralizar os corantes contendo os grupos 

sulfo e grupos sulfo e azo juntos na molécula. Apenas 

quando foi introduzida uma molécula de guaiacol nas 

moléculas dos corantes constatou-se que houve 

mineralização dos mesmos pela atividade da S . 

chromofuscus . 

Paszczynski e Crawford ( 1991) estudaram o papel 

do álcool veratril na degradação de corantes azóicos pelo 

P. chrysosporium. O álcool veratril estimulou a oxidação 

do corante azóico pela lignina-peroxidase pura, atuando 

como um terceiro substrato junto com o peróxido de 

hidrogênio e o corante. Foram utilizados dez corantes 

azóicos representando os maiores grupos existentes no 

mercado mundial, os quais foram inoculados com P . 

chrysosporium e incubados por 10 dias . 

Registrou-se degradação de 71,5 % dos 200 mg L- 1 

da concentração inicial de vermelho congo, enquanto que 

os corantes Biebrich Scarlet e Tetrazina apresentaram 

mais de 98 % de descaramento. Os corantes menos 

suscetíveis à atividade do P. chrysosporium foram o Acid 

Red 114 com 48,5 % de descaramento e o Direct Yellow 27 , 

com 45 , 4% . 

Spadaro et al . , (1992) relataram que corantes 

azóicos foram degradados pelo P. chrysosporium em 

condições limitantes de nitrogênio e devido ao 

metabolismo secundário do fungo. Após 12 dias houve 
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rnineralizaçõ es dos c orantes variando de 23, 1 '6 a 48 , 1 %, 

com as rnalores taxas de degradação ocorrendo nos anéis 

aromáticos contendo grupo s hidroxila, arnino, acetarnida e 

nitro. Pelos resultados obtidos, os autores sugeriram que 

o P. chrysosporium tem potencial para realizar o 

clarearnento de efluentes de tecelagens e para a 

bio rremediação de solos contaminados com corantes . 

Spadaro et al . , (1994) também estudaram a 

degradação química de corantes contendo os grupos fenil -

azo utilizando o sistema Fe :;+ _H20 2, corno um método 

alternativo para remover corantes azóicos de efluentes 

industriais. Há degradação de parte destes corantes a co2 

nesta reação mas também há geração de benzeno, um 

poluente mais poderoso que os próprios corantes . 

O P. chrysosporium tem sido bastane utilizado na 

biodegradação de corantes azóicos , Capalash e Sharma 

(1992) pesquisaram dezoito corantes sintéticos para 

téxteis e observaram a biodegradação de oito em 

proporções que variaram entre 40 e 73 %, e que a remoção 

ocorreu por uma conjugação de atividade enzimática e por 

sorção de uma parcela dos corantes na biomassa . 

Pasti - Grigsby et al., ( 1992) utilizaram vinte e 

dois corantes azóicos para estudar a influência dos 

grupos substituintes nas taxas de biodegradabilidade, 

visando aumentar a biodegradabilidade dos corantes mas 

sem afetar sua estrutura química . Para tanto, utilizaram 

o P. chrysosporium e clnco estirpes de Streptomyces, 

constatando que 7 corantes foram degradados por todas as 



• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 
' . 
• • • • • • • • • • • • • • • 

28 

estirpes de Streptomyces e m níveis variando de 20 a 9Q é.~ , 

já o P . chrysosporium degradou todos o s corantes em 

níveis de 18 a 94 % . 

Chao e Lee (1994) pesquisaram dois co r antes 

azó icos (Amarant e Laranja G) e um co rante heterocíclico 

(Azur e B) , para avaliar se o pré-cultivo do P. 

chrysosporium com fontes de carbono selecionadas junto 

com ácido verátrico podia influir no descaramento destes 

tipos de corantes , tendo sido obtidos bons resultados 

utilizando a glicose como fonte de carbono . 

Oll ikka et al. , ( 1993 ) pesquisaram o descaramento 

de corantes az ó ico s, do tri fenilmetan o , heterocíclicos e 

pol iméricos por três isoenz imas do P . chry sosporium, 

cujos resultados mostraram que o descaramento decresceu 

quando não foi adicionado álcool veratril ao mei o de 

cultura. Isto denota que o álcool veratril, um composto 

re lacionado à estrutura da lignina , atua c omo mediador da 

reação de degradação dos corantes . 

O estudo do descaramento de um efluente téxtil 

industrial foi realizado por Kirby et al., ( 1995 ) , no 

qual foi obtido o descaramento de seis dos nove corantes 

téxteis sintéticos na presença de glicose e três foram 

descorados sem glicose num período de 7 dias de 

incubação. Apesar das conclusões àe Cripps et al ., ( 1990) 

sugerirem que parte do descaramento resultar da ligação 

do corante a o mi cé li o , nesta experiência a r emoção de co r 

pela sorção no mi cé lio foi extremamente pe quena, pouco 

contribuindo para o processo . 
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Para entender o mecanismo de descaramento e 

degradação dos corantes azóicos, Goszczynski et al., 

( 1994) trabalharam com corantes azóicos sulfonados, que 

são o s mais numerosos dos corantes sintéticos fabricado s . 

Estes corantes apresentam grandes diferenças estruturai s 

e, po r isso , não são igualmente suscetíveis ao ataque 

microbiano . Na experiência foram utilizadas enzimas 

produzidas pelo P. chrysospori um a tuando sobre o ácido 

sulfônico 3,5-dimetil-4-hidroxi-azobenzeno e sulfonamida 

3-metoxi - 4,4-hidroxi - azobenzeno, sendo constatado um 

descaramento quase total dos dois corantes após 2 horas 

de incubação . Foram observadas quebras simétricas e 

assimétricas das moléculas dos dois corantes , gerando 

diferentes quinonas e outros compostos que são 

vulneráveis a posteriores reações de redução, oxidação e 

hidrólise . 

Yesilada (1995) estudou o descaramento do corante 

derivado do trifenilmetano cristal violeta pelos fungos 

T . versicol or e P . chrysospor i um entre outros , 

verificando que em 3 dias de incubação ocorreu um 

descaramento da ordem de 92 % ocasionado pelo T . 

versicolor e de 62 % pelo P. chrysosporium. Foi registrado 

também que após este período a biomassa do T . versicolor 

apresentava uma sorção de 4 , 5% e a do P. chrysospori um 

25 % do cristal violeta inicialmente adicionado . 

- -----· -- - ------------------------------------~ 
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2. 4.3 Out ras aplicações dos Basidi omycetes 

Além d a apli c a ç ão no tratamento de efluentes do 

branqueamento d a s polpas kraft e no s efluentes contendo 

c o rantes sinté t icos, o s Basidiomycete s t ambém têm sido 

utilizados em d i versos tipo s de subs trato s suscetíveis à 

atividade das e nzlmas po lifenol - oxidases por eles 

produzidas . 

A transfo rma ç ão estrut ural de resíduos 

lignocelulolítico s como a palha de tr i go, com a 

finalidade de aumentar sua digestibilidade para os 

ruminantes foi estudada por Agosin et al . , (1 985) e Endres 

(1995) u ti l izando o s fungos P. chrysosporium, Pycnoporus 

cinnabarinus e Cyathus stercoreus, obtendo resultados que 

mostraram que t odos os componentes da palha, celulose , 

hemicel ulose e lignina , foram degradados pelo s fungos , 

mas em diferentes graus de int ensidade. Zadrazil ( 1985 ) 

pesquisou cento e cinquenta espécies de fungo s com a 

finalidade de estabelecer o s mais eficazes na 

t r ansfo rmação da palha de trigo em substrato apto para 

a limentar ruminantes , encontrando que vári a s espécies 

apresentam característ i cas promissoras para aumentar a 

digest i bilidade de tal s ubstrato . 

o cu l tivo de dezoito fungo s da podridão- branca , 

e ntre e l es o P. sanguineus e o T. versi color, sobre 

r esíduos lignocelulósicos da cana - de - açúcar foi realizado 

por Rolz et al ., (198 7) durante 6 semanas a 20''C, após o 

que se constatou que o P. sangu~neus reduziu a lignina em 

32 , 3 \', e o T . versi c olor, em 38 , 9 '6 . Rolz et al. , (1 98 8) 
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também pesquisaram vinte e seis fungos da podridão-branca 

cultivados sobre polpa de café constatando que o P . 

sangu~neus reduziu o teor de polifenóis em 38,4 ~ enquanto 

que com T . versicolor esta redução foi de 58,9 %, 

mostrando que há atividade de polifenol-oxidases por 

parte destes dois fungos . 

Outra importante linha de pesquisa desenvolvida 

com os fungos da podridão-branca tem sido a busca de 

mineralização de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 

(HPAs) . Bumpus (1989) pesquisou a capacidade do P. 

chrysosporium em degradar HPAs presentes no destilado do 

alcatrão do carvão, obtendo cerca de 70 a 100 % de 

desaparecimento dos HPAs em 27 dias de incubação . 

Sutherland ( 1992) pesquisou um grupo variado de fungos 

quanto à habilidade em destoxificar HPAs contendo, entre 

outros, antraceno, benzo[a]pireno, benzo[a]antraceno, 

naftaleno e fenantreno. Obteve resultados que mostram que 

os HPAs foram transformados por vários fungos em 

dihidrodióis , fenóis, quinonas, tetralonas e outros 

metabólitos, que são menos tóxicos que os produtos 

originais . 

Bogan e Lamar (1996) utilizaram o Phanerochaete 

laevis para degradar HPAs, registrando que em meios com 

baixos níveis de nitrogênio a produção de manganês-

peroxidase foi elevada, pouca lacase foi detectada e 

nenhuma lignina-peroxidase. Foram transformados 

intensamente antraceno, fenantreno, 

benzo[a]antraceno. Bezalel et al., 

benzo[a]pireno e 

( 1996) cultivando 

ihMidui'v A.,~ (AerKlM ' 
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Pleurotus ostreatus sobre vários tipos de HPAs obtiveram 

reduções de 7% de catecol, 3% de fenantreno e O, 19 % de 

benzo[a]pireno em 11 dias de incubação. Foram observadas 

atividades das enzimas lacase e manganês-peroxidase, mas 

não foi possível relacioná-las com as degradações dos 

HPAs . 

Além do uso direto das culturas fúngicas sobre 

determinados tipos de substratos, alguns pesquisadores 

utilizaram os filtrados das culturas dos fungos para 

avaliar sua capacidade de transformação, como foi o caso 

de Shannon e Bartha (1988) que utilizaram o filtrado 

contendo lacase produzida pelo Geotrichum candidum sobre 

poluentes lixiviáveis tóxicos do solo, conseguindo a 

degradação de mais de 90 % do 4-metilfenol em dois dias e 

de 88 % do 2 ,4-diclorofenol em duas semanas. Ruggiero et 

al., ( 1989) trabalhando com uma lacase do T. versicolor 

imobilizada em argila conseguiram remover mais de 95 % do 

2,4-diclorofenol adicionado ao solo . 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Equi pamentos 

Uma balanç a analítica e urna balança de precisão 

foram utilizadas no preparo dos meios de cultura, 

soluções tampão e soluções salinas de corantes. Os meios 

de cultura , soluçõe s tampão e salinas , vidraria e demais 

utens í lios f o ram esteri l izados em autoclave vertical 

marca Phoenix . 

As inoculações dos meios solidificados, liquidas 

e semi-sólidos foram executadas numa câmara de fluxo 

laminar horizontal marca Vecco . Nas incubações dos 

diverso s meios de cultura utilizaram-se estufas 

bacteriológicas marca Fabbe e Fanem, que foram também 

utilizadas na quanti fi~2ção do teor de umidade dos meio ~ 

semi - sólidos . Nas incubações realizadas com caldos de 

extrato de mal te mantidos sob agitação foi utilizado um 

incubador horizontal orbital ma rca Superohm . 

A separação dos caldos sobrenadantes da biomassa 

fúngica produzida foi realizada com auxílio de centrífuga 

Fanem . A padronização do método e as quantificações da 

atividade enzimática da lacas e p roduzidas nos 

experimentos , bem como o monitoramento da variação da 

-- ---- -----------------------------------------------------------------------
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absorbância das so luçõ e s de corantes foi realizada eii.l 

f o tocolorímetro Varian Techtro n, série 634, utilizando- se 

cuvetas de 3 mL . A variação do pH das soluções de 

corantes foi monit o rada em medidor de pH Digimed, model o 

DMPH-2 , na tempera tura de 2s oc . 

3.2 Reagentes e meios de cultura 

Uma lista das abreviaturas das estirpes dos 

fungos , dos meios de cultura líquidos, sólidos e seml -

sólidos utilizados e que são citados ao longo do texto 

são apresentados no Apêndice I . Os meios de cu l tura 

solidificados utilizados nos experimentos foram o ágar 

batata dextrose (ágar BD ) , o ágar extrato de malte (ágar 

EM), o ágar batata dextrose - ácido tânico (ágar BDT ) e o 

ágar farelo de trigo (ágar FT), cujas composições são 

apresentadas nos Apêndices II e III , respectivamente . 

Os meios líquidos utilizados nos experimentos 

foram o caldo extra to de mal te e o caldo de extra t o de 

malte com 100 mg L- 1 de glicose (caldos EM e EMG ) , o 

caldo de Bushnell - Haas e o caldo de Bushnell - Haas com 100 

mg L- 1 de glicose (caldos BH e BHG), c u jas composições 

sâo apresentadas no Apêndice IV. Como meios semi - sólidos 

foram utilizados o farelo de trigo proveniente do Moinho 

da Fronteira S . A ., com 11 % de fibra bruta composta de 

frações de , aproximadamente, 10 , 5 % de celulose, 22 % de 

hemicelulose e 3 , 6% de lignina (Mendez et al . , 1992 ) , 

polpa kraft delignificada proveniente da Riocell , Guaiba -
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RS, serragem da madeira cedrinho (Cedr ella spp.) e 

algodão hidrófilo comercial marca Topz . 

Os corantes utilizados na pesquisa foram os 

seguintes : 

1) vermelho congo, sal dissódico3 , 3' -[[1, 1'Bifenil] 

4 , 4' - diylbis- (azo) ]bis [4- amino-1 - ácido naftalenesulfonico] 

produto Merck 2 . 493 , Indice de Cor ( I . C.) 22 . 120 . 

2) verde malaquita , cloreto de fenil-

fenilmetileno N-[ 4 -[[ 4- (Dimetilamino ) fenil ]fenilmetileno] 

2 ,5-ciclohexadieno- 1-ylidene]-N-cloreto-metilmetanamino; 

bis [cloreto p - (dimetilamino ) - fenil ] fenilmetileno , 

produto Merck 5.581 , I.C. 42 . 000 . 

3) azul de metileno , cloreto 3 , 7- bis 

(dimetilamino ) fenazationio , I . C . 52 . 015 , produto Merc k 

5 . 979 . 

4) violeta cristal, cloreto de N- [ 4 -[Bis [ 4 -

(dimetilamino) - fenil ] metileno]- 2 , 5 - ciclohexadieno- 1-

y lidene]-N-metilmetanaminio, produto Merc k 4 . 287 , I . C . 

42 . 555 . 

5) anilina verde com sulfato de sódio e anilinas 

vinho e vermelha com cloreto de s ó dio , da Indústria e 

Comércio Guarany S . A., São Paulo . 

Os espect r os de varredura do vermelho congo e do 

verde malaquita foram feitos medindo - se a absorbância na 

temperatura de 2soc nos comprimentos de onda visível 

variando de 4 00 a 600nm na solução aquosa do corante 

vermelho congo e de 580 a 660nm na solução do v erde 

malaqui ta . As soluçõe s aquosas foram feitas com 25 mg L- 1 
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dos corantes , com valores de pH ajustados em 5,0 e 6,0 . 

Os espectros de varredura das soluções destes dois 

corantes são apresentados no Apêndice V . 

As curvas-padrão das soluções do vermelho congo e 

do verde malaquita foram feitas em caldo BH com 

concentrações de 5 , 10 , 15 , 20 e 25 mg L- 1
, medindo a 

absorbância na temperatura de 25oc, nos comprimentos de 

onda de 4 8 8nm e 61 7nm, respectivamente , onde ocorre a 

máxima absorção de cada um dos corantes Merck Index 

( 1989) . 

A máxima absorção nestes comprimentos de onda foi 

comprovada pelos v a lores obtidos nos espectros de 

varredura das soluções dos dois corantes. Também foram 

feitas curvas-padrão destas mesmas soluções diluídas na 

proporção de 1 : 3 com água destilada, medindo-se a 

absorbância na temperatura de 25oc . 

Na quantificação da enzima lacase extracelular 

produzida pelo P. s anguineus e T . versicolor foi 

utilizada siringaldazina (4 - hidroxi, 3,5-dimetoxi-

benzaldeido azina ) , produto Sigma CódigoS 7896, de peso 

molecular 360,4, em soluções utilizando como solventes o 

álcool etílico e posteriormente o álcool metílico 

(soluções SYR-E e SYR- M) . 

No decorrer das quantificações da enzima lacase 

adicionou-se 2 ,0 mL de solução tampão citrato fosfato 0 , 1 

M, pH 5 , 0 ± 0,1 às misturas de reação . As composições das 

soluções de siringaldazina e a forma de preparar a 

solução tampão são apresentadas no Apêndice VI . 
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Todos os reagentes utilizados na pesquisa 

apresentaram qualidade anal ítica ou eram de qualidade 

para us o mi c r ob i o lógico . As s oluções utilizadas nos 

diversos experimentos foram e sterilizadas por um período 

padronizado de 15 minuto s a 103 kPa (l21°C) ante s das 

inoculações c om o s fungos. As outras condições de 

esterilização que foram utilizadas fora das condições 

padronizadas são indicadas nas partes apropriadas do 

texto . 

3.3 Culturas - padrão , manutenção e i noculação 

As c u lturas - padrão dos Basidi omycetes Pycnoporus 

sangu~neus (L . ex Fr.) Murr . , estirpe 20 ICN, ( P . 

sanguineus) e do Trametes versicolor (L . ex Fr.) Pilát. , 

estirpe 74 - ICN , ( T. versicolor) , foram fornecidas pela 

Pro fessora Rosa Guerrero , do Departamento de Botânica da 

UFRGS, tendo sido isoladas e examinadas por Susin (1987) , 

pertencendo ao herbário da Fundação Universidade do Rio 

Grande sob números 3020 e 307 4, respectivamente . A origem 

e as denominações das estirpes destes Basidiomycetes 

utilizados na pesquisa são apresentados no Apêndice VII . 

Estas esti r pes f oram recebidas em ágar batata 

dextrose , repicadas para tubos de ensaio e p l acas de 

Petri contendo meios de ágar BD e ágar farelo de trigo . 

Apó s incubação por um período de 7 dias a 30°C, foram 

armazenadas como cultura-estoque as culturas mantidas em 

ágar FT e as culturas de trabalho aquelas mantidas em 

ágar BD , ambas estocadas na temperatura de + 4°C . Em 
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intervalos de 6 meses foram feitas reino culações das 

culturas-estoque em ágar FT e as culturas de trabalho em 

ágar BD • 

Em todos o s ensaios realizados, as inoculações 

dos meios solidificados , semi - sólidos e líquidos com P • 

sanguineus e T . versicolor foram executadas através da 

utilização de disco s de ágar BD com 20 mm de diâmetro , 

retirados da regiâo periférica das colônias dos dois 

fungos após os mesmos terem sido cultivados em placas de 

Petri entre 7 e 10 dias a 3ooc . 

3.4 Condições gerais das experiências 

As experiências foram realizadas com repetições, 

algumas sendo executadas com 5 repetições, como na 

elaboração das curvas-padrão dos corantes vermelho congo 

e verde malaquita , na avaliação das taxas de crescimento 

radial, na produção de biomassa, quantificação da 

atividade enzimática e avaliação da atividade dos fungos 

sobre os corantes em meios líquidos. Na avaliação da 

atividade dos fungos nos meios semi - sólidos e sobre os 

corantes em mei o s solidificados, as experiências foram 

conduzidas com 3 repetições . 

Os períodos de incubação dos meios solidificados, 

semi-sólidos e líquidos variaram de 3 a 20 dias, as 

temperaturas das incubações situaram- se numa faixa de 20 

a 35oc e os valo res de pH dos meios líquidos foram 5 , 6 e 

7. As combinacões desses parâmetros que foram efetuadas 
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no decorrer das di versas experiências são descri tas no 

Capítulo de Resultado s e Discussão . 

As inoculações dos diferentes meios de cultura e 

soluções foram realizadas com discos de ágar BD de 20 rnrn 

de diâmetro retirados da região periférica das colônias 

dos fungos após um período de incubação entre 5 e 7 dias, 

servindo corno inóculos-padrão. Os procedimentos de 

inoculação diferiram em função dos meios, utilizando-se 

um disco de inóculo colocado no centro das placas de 

Petri para avaliação das taxas de crescimento radial e da 

atividade dos fungos sobre as soluções dos corantes 

vermelho congo, verde malaquita, violeta cristal e azul 

de metileno em meios solidificados pela adição de 2,0 % de 

ágar . 

Nas experiências realizadas com os mei os líquidos 

e semi-sólidos o procedimento para a inoculação dos dois 

tipos de meios foi o de utilizar a proporção de um disco 

de inóculo para cada 25 mL dos meios líquidos, e de um 

disco de inóculo para cada 10 g dos meios semi - sólidos . 

Nos meios solidificados inoculados com P. 

sanguineus e T. versicolor utilizaram- se os meios ágar BD 

e ágar EM para medir o crescimento radial , o ágar BD e o 

ágar BDT para avaliar a atividade dos fungos sobre os 

corantes e a sua reação na presença de ácido tânico em 

meio solidificado . 

Nos meios líquidos i noculados com P. sanguineus e 

com T . versicolor foi utilizado o caldo EM para 

quantificar as produções de lacase e de biomassa fúngica . 
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Os caldos BH com vermelho congo e verde malaquita foram 

utilizados para estudar as reações dos fungos na presença 

dos dois corantes ; os meios semi -sólidos compostos com 

farelo de trigo , polpa kraft , serragem e algodão serviram 

para avaliar o crescimento micelial e produção da enzima 

lacase . 

As experiências seguiram uma seqüência composta 

das etapas de preparo dos meios de cultura, inoculação e 

incubação a 30°C e 35°C por períodos pré-determinados, 

com posterior avaliação dos resultados obtidos . A 

observação dos meios durante o período de incubação , a 

retirada das amostras e as diferentes quantificações 

foram realizadas normalmente em intervalos de 24 e 48 

horas . 

O crescimento em meios solidificados e semi-

sólidos, o monitoramento da variação da absorbãncia e da 

concentração dos corantes em meios líquidos, a produção 

de lacase e a variação do pH em meios líquidos foi 

realizada em intervalos de 48 horas . Os períodos máximos 

de incubação das soluções com vermelho congo e verde 

mal aqui ta foram de 1 O dias, após o qual foi avaliada a 

biomassa formada, a variação da concentração dos 

corantes , bem como a sorção dos corantes pelos micélios e 

pelos discos de ágar dos inóculos . 

3.5 Crescimento radial e reação com ácido tânico 

o crescimento radial do P. sanguineus e do T . 

versicolor foi quantificado utilizando placas de Petri 
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com ágar BD e ága r EM, inicialmente em pH 5 , O e, nos 

ensaios posteriores nos pH 5 , 0 , 6 , 0 e 7,0 e nas 

temperaturas de 2 0 , 30 e 35oc . 

Para medir o cresc imento radial dos fungos foram 

traçadas s obre cada placa duas linhas transversais, 

medindo-se sobre estas linhas com régua milimetrada, a 

partir de 4 8 horas do início da incubação , o s diâmetros 

das colônias em intervalos de 24 horas (Pirt, 1975; 

Lonergan et al., 1993), até o recobrimento total da 

superfície das placas pelo s fungos. As taxas de 

crescimento radial médio diário de cada estirpe fúngica 

foram calculadas pelo seguinte procedimento : 

- com as 10 medidas das 5 repetições, realizadas 

a cada 24 horas, foi calculado o valor médio do 

crescimento alcançado; 

- com esses valores foram calculadas as taxas de 

crescimento médio diário para cada tipo de meio de 

cultura, temperatura de incubação e pH uti l izados; 

- as taxas médias diárias de crescimento radial 

foram obtidas pela di visão à metade, das taxas médias 

diárias de crescimento, expressando- se os resultados 

obtidos para cada fungo em mm dia - 1 . 

Na experiência com ácido tânico utilizou- se o 

ágar BDT, que é o ágar batata dextrose adicionado de 0,5 % 

de ácido tânico (p/p). Após a inoculação com os fungos , 

incubaram-se as placas com P. sanguineus a 35oc e as 

placas com T. versicolor a 30°C por um período de 5 dias . 

Depois desse período foi feita uma observação visual das 
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placas para constatar o efeito ocasionado pela atividade 

dos fungos sobre o ácido tânico . 

3.6 Padroni zação da quanti ficação da lacase 

A metodologia para quantificação da lacase foi 

padronizada pelo uso de misturas de reação compostas de 

caldos de extrato de malte (caldos EM) , com valore s 

iniciais de pH 6 , O e 7 , O, i nocu lados separadamente com 

P. sanguineus e T. versicolor e incubados por diferentes 

períodos de tempo ; soluções de siringaldazina com 

concentrações variando de O, 25 a 2, O mM, inicialmente 

elaboradas com etanol e , posteriormente , com metanol 

(soluções SYR-E e SYR- M) con fo r me s ugerido por Harkin e 

Obst (1973) e utilizadas por Leonowicz e Grzywnowicz 

(1981); Dubourdieu et al ., ( 1984) e Palmier i et al., 

(1993) ; além de solução tampão citrato fosfato 0 , 1 M, pH 

5, O ± O, 1 (Szklarz e Leonowicz, 1986) . 

A atividade enzimática da lacase foi quantificada 

em misturas de reação contendo caldos EM , EMG , BH e BHG 

pela quantificação das taxas de variação da absorbância 

medidas no comprimento de onda de 525nm (Harkin e Obst , 

1973 ; Bollag e Leonowicz , 1984) , efetuando as leituras em 

i n tervalos de 1 minuto durante um período de 5 minutos . A 

calibração do fotocolorímetro foi r e alizada com água 

destilada antes do início das leituras da absorbãncia das 

soluções . 

Uma unidade enzimática de lacase foi definida 

como sendo a variação , medida no compr i mento de onda de 
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525nrn, de 0 , 001 unidades de absorbância por minuto , em 3 

rnL de mistura de reação, em pH 5, 0 e 2soc, utilizando- se 

a siringaldazina corno substrato para a lacase . 

No transcorrer das experiências de padronização 

do método de quantificação da lacase foi sendo modificada 

a composição das misturas de reação, sendo utilizadas as 

seguintes composições: 

3.6.1 Primeira experiência 

a)- misturas de reação com 2,0, 4,0 e 9,0 volumes 

de caldo EM com pH inicial 6,0, incubado 10 dias com P . 

sanguineus e com T. versicolor, para 1 , 0 volume de 

solução SYR-E com 1 rnM em etanol, obtendo urna 

concentração final de 10-3 rnM de siringaldazina . 

b)- misturas de reação com 0 , 75, 1,5 e 3 , 0 

vol urnes de solução SYR-E com 1 rnM em etanol, para 1, O 

volume de caldo EM com pH inicial 6,0, incubado 10 dias 

com P. sanguineus e com T. versicolor e 2, 5 volumes de 

solução tampão citrato fosfato 0 , 1 M, pH 5,0 ± 0,1, 

obtendo concentrações finais de 75 x lo-5; 15 x lo-4 e 3 

x lo - 3 rnM de siringaldazina . 

3 . 6.2 Segunda experiência 

c)- misturas de reação contendo 0,2 rnL de caldos 

EM com valores iniciais de pH 6, O e 7 , O, incubados 2 O 

dias com T. versicolor, em concentrações de 100, 75 , 50, 

37,5 e 25 %; 0,2 rnL de solução SYR- M 1 rnM e 2,5 rnL de 
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solução tampão citrato fosfato pH 5, O ± O, 1, com 

concentração final de 2 x 10-4 mM de siringaldazina . 

3.6.3 Terceira experiência 

d)- misturas de reação contendo 0,2 mL do caldo 

EM com pH inicial 7,0, incubado 20 dias com T • 

versicolor, diluido na proporção de 3:1 e de 1:1 com água 

destilada pH 6,0 e solução tampão citrato fosfato 0,1 M, 

pH 5,0 ± 0,1; 2,5 mL de solução tampão citrato fosfato 

0,1 M, pH 5,0 ± 0,1 e 0,2 mL de solução SYR-M 1 mM, com 

concentração final de 2 x 1o-4 mM de siringaldazina . 

3.6.4 Quarta experiência 

e)- misturas de reação com 0,2 mL dos caldos EM 

com pH inicial 6,0 e 7,0, incubados 20 dias com T . 

versicolor; 0,2 mL de solução SYR-M com 0,25; 1,0; 1,5 e 

2,0 mM; 2,5 mL de solução tampão citrato fosfato 0 ,1 M, 

pH 5,0 ± o, 1, obtendo misturas de reação com 

concentrações finais de 0 , 5 x 10-4; 2 x 10-4; 3 x 10-4 e 

4 x 10-4 mM de siringaldazina . 

A partir destas experiências de padronização da 

quantificação da lacase ficou estabelecido a utilização 

de misturas de reação com a composição básica sugerida 

por Bollag e Leonowicz (1984), utilizando 0,2 mL de 

solução SYR-M 1 mM (Palmieri et al., 1993), O, 2 mL dos 

caldos EM após incubação com P. sanguineus e com T . 
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versicolor, respectivamente, e 2,5 mL de solução citrato 

fosfato 0,1 M, pH 5,0 ± 0,1 (Szklarz e Leonowicz, 1986) 

Nas experiências realizadas com corantes, a 

quantificação da lacase foi efetuada utilizando misturas 

de reação com a composição básica de Bollag e Leonowicz 

(1984)' com caldos BH com pH inicial 5,0 e 6,0, 

adicionados de corantes e incubados com P. sanguineus e 

com T. versicolor em diferentes períodos. As medidas da 

variação da absorbância foram feitas nas soluções sem 

diluição e diluidas com água destilada na proporção de 

1 : 3 . 

3.7 Crescimento em meios líquidos e produção de 

biomassa 

Para avaliar as taxas de crescimento e produção 

de biomassa de cada fungo foram utilizados frascos 

Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de caldo EM com pH 

5, O. Estes frascos foram inoculados, separadamente, com 

discos de ágar BD de 20 mm de diâmetro com micélios de P . 

sanguineus e de T. versicolor. Foram avaliadas também as 

biomassas produzidas em caldos BH e BHG, e em caldos BH e 

BHG adicionados dos corantes vermelho congo e verde 

malaquita . 

Nas experiências realizadas com caldos EM 

avaliaram-se o crescimento e a produção de biomassa pelos 

fungos num período de 5 dias, bem como a influência de 

diferentes idades do inóculo nas taxas de crescimento . 

Nos caldos BH e BHG com e sem corantes, avaliaram-se as 
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biomassas produzidas pelos dois fungos após 10 dias de 

incubação . 

Em todas as experiências realizadas foi adotado o 

seguinte procedimento para quantificação das biomassas 

produzidas, levando em consideração as recomendações de 

Milstein et al., (1981). 

a) após o período de incubação, as biomassas 

produzidas pelo P. sanguineus e T. versicolor, 

respectivamente, foram separadas dos discos de inóculo e 

dos caldos sobrenadantes de cada frasco ; 

b) estas biomassas foram colocadas em discos de 

papel de filtro previamente secados até peso constante, e 

daí em estufa a 60°C até obtenção de peso constante; 

c) os pesos secos das biomassas formadas pelo P . 

sanguineus e T . versicolor foram obtidos pelas diferenças 

de peso dos papéis de filtro com as biomassas e seus 

pesos secos iniciais . 

3 . 8 Crescimento em mei os semi-sól i dos 

Nas experiências realizadas com meios semi-

s ólidos contendo substratos como fa r elo de trigo , polpa 

kr aft, algodão e serragem de madeira, foi adicionada água 

destilada até obtenção de umidade entre 70 e 80 % (p/p) 

bas e úmida, conforme recomendado po r Cha hal (1985) ; 

Abdullah et al. (1985); Reid (1989); Roussos et al . 

(1991) e Ortega et al. (1993) . 

A proporção de água e farelo de trigo foi de 2 : 1, 

utilizando- se placas de Petri com 35 g de farelo e 70 g 
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de água e frascos Erlenmeyer de 125 mL, com 10 g de 

farelo e 20 g de água, ficando nas placas e frascos 

Erlenmeyer uma camada com 1 a 2 em de espessura de meio 

semi-sólido , conforme recomendado por Abdullah et al . , 

(1985) . 

Após a adição de água, os Erlenmeyers com o 

farelo de trigo foram esterilizados a 103 kPa (121oc) por 

60 minutos, e as placas de Petri por 30 minutos . As 

placas e frascos foram inoculados , individualmente , com 1 

disco de ágar BD com 20 mm de diâmetro, uma série com 

micélio do P. sanguineus e outra com T . versicolor, 

incubados em estufas bacteriológicas a 35°C e 3ooc 

respectivamente . 

As placas foram incubadas 5 dias e os Erlenmeyers 

20 dias , a cada 5 dias retirando frascos de cada estirpe 

e extraindo as enzimas produzidas pelo método de Roussos 

et al., ( 1991) , pela adição de porções de 5 mL de solução 

tampão citrato fosfato 0,1 M, pH 5 , 0 ± 0 , 1 em cada 

frasco, agitando-os por 15 minutos a 180 rpm, decantando-

se a parte sólida e avaliando- se a atividade enzimática 

da lacase no sobrenadante utiliz ando misturas de reação 

com a composição básica proposta por Bo llag e Le onowicz 

(1984) . 

Além do farelo de trigo , a polpa kraft de 

eucalipto proveniente da Indústri a de Celulose Rioce ll, 

também foi utilizada em porções de 5 g nas quais foram 

adicionados 5 g de água destilada , obtendo-se um teor 

final de umidade de 56 % (p/ p) em base úmida, 
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esterilizando-se a 103 kPa (121°C) por 30 minutos, e 

inoculando as placas com discos de ágar BD com 20 mm de 

diâmetro, uma série contendo P . sangu~neus e outra 

contendo T. versicolor, incubando-as a 35°C e 30oc, 

respectivamente, por um período de 15 dias . 

Foi utilizado também como substrato semi-sólido o 

algodão hidrófilo comercial, marca Topz, no qual foi 

adicionado água destilada até obtenção de umidade, em 

base úmida, de 90 % (p/p), esterilizando-se a 103 kPa 

(12loc) por 30 minutos, e inoculando uma série de placas 

com P. sanguineus e outra com T. versicolor, incubando-as 

de forma idêntica à polpa kraft . 

A serragem de cedrinho ( Cedrella spp.) foi 

utilizada na forma de meio solidificado pela adição de 2 % 

de ágar e de 13f5% (p/p), de serragem em caldo BH, 

esterilizando por 30 minutos a 103 kPa (121°C), vertendo 

nas placas de Petri f inoculando e incubando nas mesmas 

condições que a polpa kraft e o algodão hidrófilo. 

3. 9 Cor antes em mei o s líqui dos e s o lidific ados 

As experiências com corantes foram realizadas 

utilizando-os em soluções aquosas e em caldos de 

Bushnell-Haas (caldos BH) e em meios solidificados pela 

adição de 2 % de ágar às soluções, adotando-se os 

procedimentos descritos . 

(a) soluções das anilinas de cor vermelha (À 

máximo 560nm) f vinho (À máximo 400nm) e verde (À 

máximo 640nm) , com concentrações de o' 5' 1' o e 2,0 mg 
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L- 1 em caldos BH, foram subdividas em porções de 25 mL em 

frascos Erlenmeyer, esterilizando-as a 103 kPa (1 2 10C) e 

inoculando uma série de frascos com P. sanguineus e outra 

série com T. versicolor. Apó s a inoculação , o s frascos 

com P. sangu~neus foram incubados a 35°C e os com T . 

versicolor a JOOc por um período de 20 dias . 

As absorbâncias das soluções das anilinas foram 

medidas nos comprimentos de onda da máxima absorção de 

cada uma das anilinas, utilizando-se uma mistura de 2,0 

mL de água destilada e 0,5 mL das soluções de anilina . As 

leituras da abs o rbância foram feitas antes da inoculação 

das soluçõ es e apó s em intervalos de 5 dias . 

(b) Na avaliação da atividade existente no caldo 

de extrato de malte (caldo EM ) após um período de 

incubação com T. versicolor utilizou-se solução aquosa 

com 25 mg L-1 de anilina de cor vermelha. A solução da 

anilina foi ester i lizada a 103 kPa (121°C) por 15 minutos 

e misturada com c aldo EM com pH 6,0, incubado 20 dias com 

T. versicolor, numa mistura de reação composta de 2,0 mL 

da solução de anilina e 0,2 mL do caldo EM . A absorbância 

da mistura foi monitorada no comprimento de onda de 560nm 

e temperatura de 25°C, em intervalos de 1 minuto , durante 

um período de 10 minutos . 

c) As anilinas em meio solidificado foram 

testadas quanto às suas reações aos fungos adicionando-se 

2 % de ágar à solução aquosa com 25 mg L- 1 de anilina 

vermelha e às soluçõ es com 15 mg L- 1 das anilinas verde e 

vinho . As soluções foram esterilizadas a 103 kPa (121°C) 
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por 15 minu tos e i noculadas c om d iscos de ágar BD de 20 

mm de diâmetro . Sendo uma sér i e de placas com P. 

sanguineus e outra série c om T. versicolor, incubando-as 

a 35 e 30°C, respe ctivamente e avaliando as modificações 

ocorridas em intervalos de 48 horas durante 12 dias . 

d) Os corantes vermelho congo e verde malaqui ta 

foram utilizados em meios solidificados de ágar BD com 25 

mg L- 1 de cada corante em placas de Petri. Depois de 

inocular uma série de placas de cada corante com discos 

de ágar BD com 2 O mm de diâmetro com P. sanguineus e 

outra série com T . versicolor, as placas foram incubadas 

por 10 dias, observando-as visualmente após 5 e 10 dias . 

e) Avaliação de soluções de vermelho congo ( À 

máximo= 488nm) e verde malaquita ( À máximo= 617nm) com 25 

mg L- 1 em caldo de Bushnell-Haas (caldos BH) e caldo de 

Bushnell-Haas com 100 mg L- 1 de glicose (caldos BHG), em 

pH 5 e 6 , pela inoculação de frascos com 100 mL das 

soluções com 1 disco de ágar BD com 20 mm de diâmetro, 

uma série com P . sanguineus e outra com T . versicolor , 

monitorando da variação da concentração dos corantes nas 

soluções através da medida das absorbâncias em intervalos 

de 48 horas . 

f) Avaliação da sorção de vermelho congo e verde 

mal aqui ta pela biomassa produzida pelos dois fungos e 

pelos discos de ágar BD do inóculo foi realizada pela 

imersão dos micélios em 50 mL de água destilada e 

mantidos por um período de 48 horas com regulares 

agitações, ao cabo do qual foram medidas as absorbâncias 
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das soluções obtidas com as biomassas produzidas no 

vermelho congo e no verde malaquita . 

A sorção dos corantes pelos discos de ágar BD foi 

testada através da imersão de discos de ágar BD não 

inoculado , na mesma proporção que a utilizada nos 

experimentos, em 100 mL de soluções BH con tendo 25 mg L- l 

de vermelho congo e verde malaquita, respectivamente, 

medindo a variação da absorbância das soluções dos 

corantes nos comprimentos de onda de maior absorção de 

cada corante no período de 5 e 10 dias . 

3.10 Análise estatística 

Na maioria das experiências realizadas nesta 

pesquisa foram calculadas a média e o desvio padrão dos 

resultados obtidos , calculando-se a dispersão dos valores 

dentro de um intervalo de confiança de 95 % de 

probabilidade, calculado de acordo com o sugerido por 

Parker (1979) para médias de pequenas amostras. As 

fórmulas utilizadas para os cálculos dos intervalos de 

confiança são apresentadas no Apêndice VIII . 

Nas outras experiências que foram realizadas, 

como na quantificação do crescimento radial e as 

variações na concentração e no valor do pH das soluções 

com vermelho congo e verde malaquita em caldos BH e BHG, 

os resultados obtidos nos diversos experimentos foram 

analisados estatísticamente através de procedimentos 

normais de análise de variância e pela aplicação do teste 
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Tukey para comparação de médias, ao nível de 5% de 

probabilidade . 

Para a realização desta análise estatística dos 

re sultados obtidos nas soluções de vermelho congo e verde 

malaqui ta inoculadas com P. sanguineus e T. versicolor 

foi utilizado o Sistema de Análises Estatísticas e 

Genéticas - SAEG 6 . 0, da Universidade Federal de Viçosa, 

Minas Gerais, 1996 . 

. 
.: · 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Introdução 

Neste capítulo são apresentados os resultados 

obtidos nas experiências realizadas nas diferentes etapas 

da pesquisa, bem como também as discussões relacionadas 

com os resultados obtidos em cada experiência . Foram 

estudadas as condições de cultivo mais adequadas ao 

crescimento dos fungos e à produção da enzima lacase , a 

padronização dos procedimento s para a quantificação da 

atividade da lacase , bem como a comparação das taxas de 

crescimento e de produção de biomassa pelos fungos sob 

diferentes condições , além de avaliar a sua atividade 

sobre corantes sintéticos do tipo anilinas , sobre 

corantes azóicos e d~riusdos do trifenilmetano . 

Na pesquisa realizada foram utilizados dois 

fungos Basidiomycetes cujas estirpes foram isoladas por 

Susin (1987) , sendo que o Pycnoporus sanguineus foi 

encontrado sobre Araucárias, Eucalyptus, Pinus e mata 

nativa , já o Trametes versicolor foi encontrado sobre 

Eucalyptus e Pinus . A razão da escolha de fungos 

Basidiomycetes para esta pesquisa é que tais organismos 

têm capacidade para produ zir um grande número de en zimas 
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extracelulares, o que o s torna capazes de atacar matéria 

orgânica de diferentes tipos de árvo res, como mostra o 

trabalho de Susin (1987) . O P. sanguineus , apesar de ser 

um microrganismo abundante na região s ul do Brasil nâo 

tem sido mui to pesquisado com relação às enzimas oxidases 

por ele produzidas , havendo poucas informações sobre o 

mesmo na literatura . 

Ent re o s fungos da classe Basidiomycetes a 

maioria das espéc ies são decompositores de madeira e 

saprófitos da serrapilheira e do solo (Silveira e 

Guerrero, 1991 ) A t ti 1 i e t a 1 . , ( 1 9 9 3 ) , r e 1 atam que o s 

fungos . dessa classe são essencialmente terrestres, 

degradado res de madeiras ou produto res de substãncias 

tóxicas, sendo bastante distribuídos e, na sua maioria, 

saprófitas . Entretanto, podem ser parasitas de plantas . 

As experiências com estes fungos foram iniciadas 

com a medi ção e comparação do crescimento radial em meios 

adicionados de ágar , como ágar batata dextrose (ágar BD) 

e ágar extrato de malte (ágar EM) , po is de acordo com 

Pirt (1975) um dos métodos básicos de estudo de espécies 

mi crobianas é propiciar o crescimento em meios sólidos, 

sendo fundamental calcular a taxa de crescimento radial, 

pois estas taxas indicam as condições mais propícias ao 

desenvolvimento dos microrganismos. Lonergan et 

al ., (1993) citam que a quantificação das taxas de 

crescimento radial pode ser feita em placas de Petri, 

inoculando o s substratos com discos de ágar com o micéli o 

dos fungos numa fase de crescimento padronizada . 
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A compa r ação das taxas de crescimento radi al do 

P. s anguineus e do T. versicolor serviram como referê ncia 

para estabe l ecer o s intervalos de temperatura e pH 

adequado s à s duas estirpes utilizadas na pesquisa, de 

modo a propiciar um ambiente com características 

f a voráv e is a ambo s . 

4.2 Crescimento radial sob diferentes pH e 

temperaturas 

As taxas de crescimento radial foram 

quanti ficadas de acordo com a metodo logia descri ta no 

s ub - título 3.5, com a experiência realizada com P . 

sangui neus em ágar BD e ágar EM com pH 5,0 e temperaturas 

de 20, 30 e 35oc. As taxas de crescimento radial 

apresentaram valo res variando de 4, 6 a 6, 3 mm dia-1 na 

temperatura de 20°C, e de 8, 8 a 13,5 rnrn dia-1 entre as 

temperaturas de 30 e 35°C, valores situado s num intervalo 

de conf i ança de 95 % de probabilidade (I.C. 95 %) . 

Pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de 

probabilidade, constatou-se que não houve diferenç a 

significativa nas taxas de crescimento radial do P . 

sanguineus nos meio s ágar BD e ágar EM nas temperaturas 

de i ncubaç ão utilizadas na experiência. Com relação aos 

meios de cultura para cultivo dos fungos, Attili et al., 

( 1993) citam o ágar BD e o ágar EM como meios de uso 

geral, salientando que o ágar BD estimula o crescimento 

mi celial, o que não foi constatado nessa experiência com 

o P. sanguineus . 
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Não havendo diferença significativa no 

crescimento do P. sanguineus nos dois meios 

solidificados, adotou- se o ágar BD para avaliar as taxas 

de crescimento e manutenção das culturas-estoque, 

principalmente pelo fato de ser o meio de cultura de 

menor custo e de ser bastante adequado para c ult ivo de 

fungos . 

Esta experiência também permitiu evidenciar a 

influência que as temperaturas de incubação apresentaram 

sobre as taxas de crescimento do P. sanguineus, pois pelo 

teste de Tukey , ao nível de 5 % de probabilidade , 

constataram-se diferenças significativas nas taxas de 

crescimento em todas as temperaturas de incubação . Para 

se ter uma idéia mais clara das diferentes taxas de 

crescimento , entre 30 e 35°C o fungo recobriu totalmente 

a superfície das placas em cerca de 5 dias, o que a 2ooc 

só ocorreu após 7 dias de incubação . 

4.2.1 Influência do pH e temperatura 

Nesta experiência empregaram-se meios ágar BD com 

pH 5' o; 6' o e 7' o' incubando-se as placas nas 

temperaturas de 20 , 30 e 35oc, e obtendo as taxas de 

crescimento do P. sanguineus e do T. versicolor que são 

apresentadas na figura 1 . 

A observação dos valores apresentados na figura 1 

permitiram registrar que na temperatura de 20°C e em 

todos os valores de pH , as taxas diárias de crescimento 

radial do P. sanguineus , com valor médio de 4 , 0 mm dia-1 
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Figura 1 : 

(b) 

pH 5,0 pH6,0 pH 7,0 

Crescimento radial do Pycnoporus sanguineus (a) e 
Trametes versicolor (b) sobre ágar BD pH 5,0, 6, 0 
e 7 , 0 a 20 , 30 e 35°C . Barras indicam desvio 
padrão, n=5 . 
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e situadas entre 3 , 4 e 4, 6 mm dia - 1 (I . C . 95 ?, ) f foram 

similares que as do T . versicolor, com valor médio de 5 f 5 

mm dia - 1 e valor e s entre 4, 9 e 6,1 mm dia-1 (I.C 95 t ) . Os 

valores obtidos a 30°C mostraram situação idêntica, com o 

P . sanguineus apresentando taxas diárias de cres cimento 

com valor médio de 8 ,9 mm dia-1 e situadas entre 8 ,2 e 

9 f 5 mm (I . C . 95 %) f em t o dos os valores de pH, e com 

o T. versicolor com valor médio de 6,3 mm dia-1 e 

situadas entre 5 ,4 e 7 f1 mm dia- 1 ( I.C. 95 %) 

Na temperatura de 35oc as taxas diárias de 

crescimento do P . sanguineus apresentaram valor médio de 

12 , 8 mm dia-1, variando de 11,4 a 14,1 mm dia-1, mas não 

se observou crescimento do T. versicolor nessa 

temperatura, confirmando o relatado por Eaton (198 5 ) , de 

que não constatou crescimento do T . versicolor em 

temperatura superior a 27oc, além de que diversas 

referências de autores que trabalharam com este fungo 

citaram temperaturas de cultivo de 2 ooc (Bourbonnais et 

al. , 1995) , 2soc (Fahraeus e Ljunggren, 19 61; Blaich e 

Esser, 1975 ) , 27oc (Bettucci et. al., 1992) e 3ooc (Davis 

e Burns, 1990, 1992; Lonergan e Baker, 1995), mas nenhuma 

referência citando o cultivo do T . versicolor em 

temperaturas superiores a 3ooc . 

Pelos valores da figura 1 é possível assinalar 

que o P. sanguineus apresentou as maiores taxas de 

crescimento na temperatura de 35oc e nos meios com pH 6 , 0 

e 7 , 0, a o passo que o T. versicolor não apresentou 

diferença nas taxas de crescimento nas temperaturas de 20 
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e 30°C em todos os valores de pH. Como o P. sangu~neus 

apresentou val o res idênticos nas suas taxas de 

crescimento a 30°C nos meios com pH 5,0 e 6,0 e similares 

às taxas do T . versicolor, optou-se por realizar todas as 

experiências com os dois fungos utilizando os meios de 

cultura com pH 5,0 e 6 , 0 . 

o T . versicolor demonstrou sensibilidade à 

temperaturas superiores a apresentando um 

crescimento lento e pouco uniforme, cuja medição só pode 

ser realizada após 48 horas de incubação, pois não foi 

observado crescimento do fungo nesse período de tempo . 

Pirt (1975) relata que os fungos necessitam de um período 

de tempo para adaptação ao ambiente , após o qual a taxa 

de crescimento se torna constante . Devido a esta 

característica do T. versicolor, as medições das taxas de 

crescimento foram realizadas após 48 horas de incubação, 

tanto nas placas inoculadas com P. sanguineus como com T . 

versicolor . 

As taxas de crescimento radial do T. versicolor 

evidenciaram similaridade com os valores encontrados por 

Blaich e Esser (1975) para uma estirpe do T. versicolor, 

alcançando 6 mm dia-1 a 25°C e por Bettucci et al . , 

(1992) com taxas de crescimento entre 5 e 10 mm dia-1 a 

27oc. Constatou-se também, analisando estatisticamente os 

valores das taxas de crescimento do P. sanguineus e do T . 

versicolor que não há diferença significativa entre elas 

em decorrência do valor do pH dos meios . 
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Os resultados das experiências de crescimento 

radial em meio ágar BD ressaltam a característica do P . 

sangu~ neus ser estimulado em temperaturas superiores a 

30oc, tornando-o capaz de ser aplicado a diferentes 

condições ambientais nos processos de biorremediação , 

pois de acordo com Reddy ( 1995) os fungos da podridão-

branca são microrganismos capazes de degradar ou 

mineralizar urna grande variedade de poluentes tóxicos 

ambientais, pois seus sistemas enzimáticos extracelulares 

apresentam capacidade de transformar ou deg r adar urna 

ampla gama de substratos . 

Para as experiências posteriores com os dois 

fungos , o P. sangu~neus foi cultivado a 35°C e o T . 

versicolor a 30°C , em meios com pH 5,0 e 6,0 , condições 

similares às utilizadas por Lonergan e Baker ( 1995) que 

cultivaram o Pycnoporus cinnabarinus e P. coccineus 

temperaturas de 37°C , e o T . versicolor na temperatura de 

4.2.2 Efeito sobre o ácido tânico em meio 

solidificado 

Pela figura 2 vê - se o aspecto gerado pelos dois 

fungos no meio de ágar BD com ácido tânico após 5 dias de 

incubação , distinguindo- se o crescimento rnicelial e o 

escurecimento do meio na zona periférica das colônias 

devido à produção e secreção de enzimas polifenol -

oxidases , entre as quais encontra- se a lacase, que são 

responsáveis pela oxidação do ácido tãnico . Não foi 
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A 

Figura 2 : Culturas de 5 dias do Pycnoporus sanguineus (A) 
e Trametes versicolor (B) sobre ágar batata 
dextrose com 0,5% de ácido tânico (ágar BDT), a 
35 e 30° , respectivamente . 
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quantificada a lacase produzida pelos dois fungos nesta 

experiência . 

Observando- se as placas constatou-se o maior 

crescimento do P . sanguineus em comparação ao T . 

versicolor, mas com ambos os fungos produzindo halos 

escuros ao redo r das zonas de crescimento , devido à 

produção de enzimas polifenol-oxidases , incluindo a 

lacase , pois na oxidação de substratos fenólicos mediada 

pela lacas e , o passo inicial é a produção de 

intermediários tipicamente instáveis , que podem sofrer 

reaçõe s não enzimáticas de polimerização, com formação de 

produtos amorfo s e insolúveis do tipo melaninas (Bollag 

et a1.,1979 ; Salgues et al ., 1986 ; Davis e Burns , 1992; 

Thurston , 1994) . 

4 . 3 Atividade sobre corantes em meios 

solidificados 

A observação da atividade dos fungos sobre 

corantes em meios solidificados com ágar visaram indicar 

se os corantes têm suscetibilidade à ação dos fungos , de 

modo a dar continuidade nas experiências utilizando os 

fungos para transformar substâncias corantes . 

Objetivou- se , nes sa experiência , apenas constatar 

o crescimento dos fungos e as conseqüentes modificações 

do aspecto das culturas e dos corantes propriamente ditos 

pela atividade fúngica desenvolvida no período de 

incubação , utilizando-se para tanto corantes como 

anilinas, azóicos, derivados do trifenilmetano e 
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heterocíclicos . As placas foram examinadas sob lupa pa ra 

observar crescimen t o e desca ramento . 

4.3.1 Atividade sobre Anil i nas 

Na experiênc ia com anilinas em meios 

solidificados foi seguida a metodologia descr ita na 

alinea (c) do sub-título 3 . 9 . Apó s 3 dias de incubação 

constatou- se , a o lho nú, crescimento micelial do P . 

sanguineus sobre as placas com as anilinas vermelha e 

verde , mas sem descaramento . Nas placas inoculadas com T . 

versicolor só f oi possível observar o micélio com auxí l io 

de 1 upa com magni f i cação de 2 OX , sendo observado leve 

descaramento da anilina verde na região ao redor do 

inóculo . 

Depois de 10 dias de incubação constatou-se que 

as placas apresentavam o aspecto mostrado nas Figuras 3 e 

4 . Pela figura 3 vê - se que a anilina vermelha foi 

descorada apenas pelo T . versicolor , que não mostrou 

crescimento micelial visível a olho nú . Com o P . 

sanguineus , entretanto , o resultado foi diferente , pois 

houve crescimento visível do fungo mas não afetando a 

coloração original do meio . 

O aspecto das placas com a anilina verde após o 

mesmo período de incubação , que é apresentado na figura 

4 , demonstrou que esta anilina foi suscetível à atividade 

tanto do P. sanguineus como do T . versicol or, devido à 

observação de seu intenso descaramento , não sendo 

também registrado crescimento do T . versicolor . 

---- ---- ---------------------------------------------------------------------------~ 
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T ver.s' eolor 

Figura 3: Culturas de 1 O dias do Pycnoporus sanguineus 
(A ) e Trametes versicolor (B ) sobre os meios 
solidificados com ágar e 25 mg L-

1 
de anilina 

vermelha , a 35 e 30°, respectivamente . 
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A 

Figura 4: Culturas de 10 dias do Pycnoporus sanguineus 
(A) e Trametes versicolor (B) sobre os meios 
so lidificados com ágar e 15 mg L-

1 
de anilina 

verde, a 35 e 30° , respectivamente . 
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A atividad e dos fungos sobre as anilinas vermelha 

e verde em meios solidificados mostram reações diferentes 

para · cada ani l ina. Isso provavelmente mostra que 

diferentes sistemas enzimáticos são responsáveis por 

corantes com estruturas específicas . Ficou evidenciado 

também que o T . v ersicolor, mesmo sem crescimento visível 

a olho nú , parec e difundir sistemas enzimáticos através 

do meio solidific ado , capazes de descorar as anilinas , 

provavelmente c ontendo a e n zima lacase. Nestas 

experiências f o ram observados apenas as modificações dos 

corantes , não sendo quantificada a lacase . 

Estes resultado s mostraram que os fungos 

Basidiomycetes s ã o c apazes de transformar substâncias 

corantes , conforme citado por Hoff et al ., (1985) que 

mostraram que a lacase do T . versicolor é capaz de 

descorar várias anilinas substituídas , e que a 

biodegradabilidade das anilinas pode variar, dependendo 

do tipo , número e posição dos substi tuintes ( Pi tter e 

Chudoba , 1990 ) 

4.3 . 2 Atividade sobre o vermelho congo e verde 

malaquita 

O representante do corante azóico empregado n a 

pesqui s a foi o vermelho congo , e o corante de r ivado do 

t ri fen ilmetano foi o verde malaquita , utilizados em meios 

so l idificados com ága r e i nocul ados com P. sanguineus e 

T. versicol or, de acordo com a metodologi a descri ta na 

a línea (d) do s ub - títul o 3.9 , e c u jas cul t u r a s ap ó s 10 
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dias de incubação apresentavam o aspecto mostrado na 

figura 5 . 

A figura 5 mostra que , após o período de 10 dias 

de incubação o crescimento dos fungos recobriu 

completamente as superfícies das placas dos dois 

corantes . Da mesma forma, foi possível registrar que as 

atividades de cada fungo foram diferenciadas , pois o T . 

versicolor cresceu e descorou os dois corantes , 

constatado pela existência do micélio branco produzido . O 

P. sanguineus também cresceu sobre os dois corantes , mas 

somente sorveu os corantes pelo micélio produzido, que 

apresenta a cor original dos corantes . 

Estes resultados demonstraram que houve efeito 

enzimático sobre os dois corantes pelo T . versicolor, 

enquanto que o P. sanguineus reduziu a coloração também 

por sorção no micélio produzido. A biodegradação do 

vermelho congo foi obtida com Phanerochaete chrysosporium 

por Cripps et al. , (1990) , obtendo uma biodegradação 

aeróbia de 93 % da coloração original em 24 horas, e 

Ollikka et al . , (1993) utilizaram a enzima bruta do P . 

chrysosporium e obtiveram 54 % de descaramento do v . congo 

em 24 horas . Também com P. chrysosporium, Bumpus e Brock 

( 198 8) descoraram o verde mal aqui ta em cerca de 7 6 , 8% 

após 24 horas . 
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A 

8 

Figura 5: Culturas de 10 dias do Pycnoporus sanguineus 
(Ps ) e Trametes versicolor (Tv ) sobre ágar 

batata dextrose com 25 mg L-
1 

de vermelho congo 
(A ) e verde malaquita (B ) , a 35 e 30°, 
respectivamente . 
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4.3.3 Atividade sobre violeta cristal e 

azul de metileno 

O violeta cristal é um corante derivado do 

trifenilmetano, sendo utilizado em téxteis e pigmentos, e 

o azul de metileno é um importante corante heterocíclico, 

utilizado para colorir papéis e de uso analítico. A 

incubação destes corantes em mei os solidificado s 

inoculados com P. sanguineus e T. versicolor po r um 

período de 10 dias ocasionou as modificações na coloração 

original dos corantes mostradas na figura 6 . 

Da mesma forma que ocorreu nas placas com 

vermelho congo e verde malaquita , também nestes corantes 

a atividade enzimática do T. versicolor foi bem mais 

intensa do que a do P . s anguineus, com crescimento 

micelial recobrindo toda superfície das placas e 

descorando completamente os dois corantes , o que não foi 

obtido nas placas inoculadas com P. sanguineus, que a lém 

de manter a cor original dos corantes não conseguiu 

recobrir totalmente a superfície das placas com violeta 

cristal . 

4.4 Quantificação da lacase 

Como substrato para a quantificação da lacase foi 

escolhida a siringaldazina, composto descrito no sub-

título 3 . 2 e proposto em 1973 por Harkin e Obst para 

detectar enzimas pol ifenol-oxidases produzidas por fungos 

e vegetais . A siringaldazina tem a característica de 

desenvolver intensa cor púrpura ao sofrer oxidação 
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T 

Tv 

Figura 6 : Cul turas de 10 dias do Pycnoporus sanguineus 
(Ps ) e Trametes versicolor (Tv) sobre ágar 

- 1 
batata dextrose com 25 mg L de violeta 
cristal (A) e azul de metileno (B ) , a 35 e 
30°C , respectivamente . 
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catalisada por este tipo de enzimas , decorrente da 

f o rmação do compos to tetrametoxi-azo-bis metileno 

qu inona, na reaçã o típica mostrada na figura 7 . 

Figura 7 : 

HC = N - N = CH 

(a) 

HC - N = N - CH = 

(b) 

Esquema d a oxidação da siringaldazina , mostrando a 
forma reduzida incolor (a) e a forma ox idada da 
quinona (b), que é colorida (Harkin e Obst, 1973 ) . 
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Como não há referências citando a existência de 

um método padronizado para a quantificação da lacase , e 

como vários pesquisadores têm utilizado os mais diversos 

substratos na quantificação da lacase , nesta pesquisa 

foram realizadas experiências visando a padronização da 

quantificação da lacase utilizando a siringaldazina como 

substrato , que serão descritas em detalhes a seguir . 

4 . 4.1 Efeito da proporção entre enz i ma e 

substrato . 

Para avaliar a influência que as proporções entre 

enzima e substra to possam te r na quantificação da lacase 

foram utilizadas misturas de reação de acordo com o 

descri to na alínea (a) do sub-t ítulo 3 . 6 , obtendo-se os 

resultados apresentados na tabela 1 . 

Tabela 1: Atividade enzimática do P . sanguineus a 35°C em 
10 dias de incubação em caldo EM , pH inicial 
6 , 0 , em diferentes quantidades de enzima e 10-3 
mM de siringaldazina . Medindo a variação da 
absorbância em 525 nm a 25°C , n= 5 . 

C/S 2 Unidades enzimáticas 1 

(mL) Substrato (mM) média L\ % (IC 95 %) 3 

2 , 0 :1 , 0 1o-3 409 ± 12 

4 , 5:1 , 0 1o-3 550 ± 5 

9 , 0 : 1,0 1o-3 912 ± 8 

1 Uma unidade enzimática=~ 525nm de 0 , 001 min- 1 

2 relação entre caldo EM e substrato, em mL 
3 intervalo de confiança de 95 % de probabilidade . 
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Pela tabela 1 , vê-se que a quantificação da 

atividade da lacase foi realizada apenas em misturas de 

reação com vo lumes crescentes do caldo EM inoculado com 

P . sangu~neus e mesma quantidade de substrato , 

demonstrando que a maio r quantidade de enzima ocas iona um 

aumento da velocidade de reação e, consequentemente, do 

valor da atividade enzimática que é quantificada . 

Na quantificação da lacase no caldo EM inoculado 

com o T . versicolor a velocidade de reação foi intensa, 

de modo que os valores da absorbância da mistura de 

reação ultrapassaram a escala de leitura do equipamento 

em meno s de 1 minuto, impossibilitando a quantificação da 

lacas e produzida pelo T . versicolor pelo método 

espectro f o tométrico adotado na pesquisa. Estes resultado s 

evidenciam que o T. versicolor produz maior quantidade de 

lacase no caldo EM do que o P. sanguineus nas condições 

de cultivo experimentadas . 

Considerando o s resultados obtidos, decidiu-se 

efetuar nova quantificação da atividade da lacas e 

aumentando as quantidades de substrato em relação aos 

caldos EM e adici onando solução tampão ci trato fosfato 

O, 1 M com pH 5 , O ± O, 1 na mistura de reação , conforme 

realizado por Bollag e Leonowicz ( 1984); Gro tewold et 

al ., (1988) ; Assavanig et al., (1992) e Tha kker et al . 

( 1992) . Foram obtidas misturas de reação com as 

composições descri tas na alínea (b) do sub-título 3 . 6 , 

com a quantificação da atividade da lacase produ zindo o s 

valores apresentados na tabela 2 . 
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Tabela 2 : A ti v idade enzimática do P . sanguineus ( Ps ) a 

35°C e do T. versicolor (Tv) a 30°C , após 10 
dias de incubação em caldo EM, pH i n icial 6 , 0 , 
e quantidades crescentes d e substrato em 
relacão caldo EM e solução tampão citrato 
fosfato 0 , 1 M p H 5 , 0 ± 0 , 1 . Medindo a variação 
da absorbãncia em 525 nm a 25oc , n= 5 . 

C/ S2 Unidades enzimáticas l 

(mL ) Substrat P.sanguineus ó % T.versicolor 

omM média média (95 % 

1,0 : 0 , 75 75 . 10-5 198 ± 10 41 4 ± 4 

1 f o: 1 f 5 15 . 10- 4 197 ± 10 756 ± 5 

1 , 0: 3 , 0 03 . 10-3 17 6 ± 20 _ __ 4 

1 Uma unidade enzimática=~525nm de 0 , 001 min-1 . 
2 relação entre caldo EM e substrato , em mL 
3 intervalo de con fiança de 95 % . 
4. Valores fora da escala do equipamento . 

A adição de soluç ão tampão às misturas de reação , 

associada com simultânea r e dução da concentração de 

enzimas possibilitou quantificar a lacas e nos caldos EM 

inoculados com ambos os fungos . Os valores da atividade 

da lacase foram menores do que os apresentados na tabela 

1 para o P. sanguineus , de corrente da composição da 

mistura de reação . 

Observou- se que no caldo EM inoculado com T . 

versicolor a velocidade de reação aumentou com a 

concentração de substrato . Já com o caldo EM inoculado 

com P. sanguineus não foi observado aumento da atividade 

enzimática da lacase com aumento da concentração do 

' r'.. . • .. ) 
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substrato , provavelmente pela menor quantidade de lacase 

produzida pelo P. s anguineu s em relação ao T . versicolor . 

Os resultados destas duas experiências 

evidenciaram a necessidade de padronizar uma composição -

padrão para as misturas de reação , p o is só desta forma 

haverá possibilidade de comparar a capacidade de produção 

de lacase pelos dois fungos . De acordo com Miller e 

Niessner (1994) a espectrofotometria de absorção é o 

método mais utilizado na enzimologia moderna , desde que 

efetuado numa mistura de reação de composição definida, 

adicionada de solução tampão com pH padronizado e 

medindo-se a variação da absorbãncia em temperatura 

definida , pois as enzimas são proteínas e , desta f o rma 

susc etíveis às influências do pH e temperatu ra (Co rnish-

Bowden e Cárdenas , 1987) . 

Considerando estas condições de contorno para a 

quantificação da atividade enzimática da lacas e e 

baseados nas recomendações de Bollag e Leonowicz ( 1984 ) , 

Evans et al ., (1984) e Palmier i et al ., (1993 ) ' 

padronizou- se a quantificação da lacase na temperatura de 

25oc e pH 5 , 0 , numa mistura de reação com a composi ção 

básica contendo 2 , 5 mL de solução tampão citrato fosfat o 

0 , 1 M, p H 5 , 0 ± 0 , 1 , e quantidades iguais de 0 , 2 mL do 

caldo de cultura e da solução do substrato (Bollag e 

Leonowicz , 1984) . 
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4.4.2 Efeito do solvente da siringaldazina 

Lo nergan e Baker (1995) citaram qu e , como a 

siringaldazina é insolúvel em água pode ser utilizada em 

soluçõ es com etanol (Ander e Eriksson , 1976 ; Bollag e 

Leonowicz , 1984 e Szklarz e Leonowicz, 1986) , mas pelo 

fato de se constatar baixa solubilidade da siringaldazina 

em etanol, o que pode ocasionar precipitação de parte do 

produto com a conseqüente redução da concentração da 

solução, decidiu-se utilizar solução de siringaldazina em 

metanol , de acordo com o realizado por Palmieri et al . , 

( 1993) . 

A experiência de quantificação da lacase com 

solução de siringaldazina em metanol utilizou misturas de 

reação com a composição descri ta na alínea (c) do sub-

título 3 . 6 . No sentido de avaliar a coerência e 

reprodutibilidade nos va lores da a t ividade da lacase , 

foram utilizados caldos EM sem diluição e caldos EM 

diluídos com água destilada em várias proporções , dessa 

forma obtendo diferentes concentrações de enzima nas 

misturas de reação. Os valores obtidos na experiência são 

apresentados na figura 8 • 

A atividade d a lacas e p r oduzida pelo T . 

versicolor no caldo EM com pH inicial 6 , 0 apresentou um 

valor cerca de 90 ~ superior à atividade produzida no 

caldo EM com pH inicial 7, 0 . Estes valores caracterizam o 

caldo EM com pH 6 , 0 como o que mais favorece a produção 

de lacase pelo T . versicolor , confirmado pela mistura de 
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Figura 8: Ati v idade da lacase do Trametes versicolor em 
20 dias em caldos de extrato de malte (caldo 
EM), pH 6,0 e 7 , 0 . Lacase quantificada em 525nm 
e 25°C, com diferentes percentuais de caldo EM 
na mistura de reação . Uma unidade enzimática = 
M s2s nm de 0,001 min- 1

, c . v . ~ 20 %, n = 3 . 
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r e a çào com 50 % da concentraçào inicial de caldo EM com pH 

6 , 0 , o n de ocorreu uma r e dução de 63 % da ati v idade 

e nzimáti c a ob tida no c aldo sem diluição , enquant o que no 

caldo EM com pH 7 , O com 5 0 % da concentração inicial, a 

r edu çào da atividad e d a lacase foi de 7 8 % . 

Calculando o intervalo de conf i ança, c om 95 % de 

probabilidade, d o s valores obtidos, encontrou-se uma 

variaç ã o de 6 , 2 ?; na s 5 repetições do caldo EM c om pH 

i nicial 6, O, enqu anto que nas 5 repetições d o caldo EM 

com pH 7, 0 a va r iaçã o e ntre os valo res enco ntrados foi de 

9, 6%. Estas var i a çõe s mostram a possibilidade de que a 

quantidade de l acase produzida pelo T. versicolor no pH 

6 , 0 seja super io r à pro duzida em pH 7,0 . 

Estas observações são corroboradas pe l a variaç ã o 

dos valores obtidos nas 5 repetições das misturas de 

reação com c o n centrações de enzima meno res, c om variação 

de 12,2 % no caldo EM c om pH 6,0 e 29f2 % no caldo EM com 

pH 7, 0 f quando a c oncent raçào de enzima f o i 50 % da 

c oncentraçào i ni c ial. Com 25 % de caldo EM nas misturas de 

reaçào as v ar i a ções foram bem maiores f alcançando 4 3 f 3 % 

no caldo com pH 6 f0 e de 75 % no caldo com pH 7f0 . 

Por estes valores vê-se que a quantificação da 

lacase pelo méto d o espectrofotométrico apresenta relação 

com a concentraçào da enzima na mistura de reaçàof pois 

ocorre mai o r dispersão dos valores da absorbância nas 

misturas de reação à medida em que se reduz a quantidade 

da enzima. Outra c onstataçào resultante da avaliaçào da 
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influência do solvente da si ringalda zina é a de que os 

resultados o btidos na quant ificação da lacase com a 

solução de siringalda zina em metanol f o ram mais coerentes 

do que os obtidos com a solução de siringaldazina em 

etanol . 

4 . 4.3 Influência dos diluentes sobre a atividade 

da lacase . 

Pa r a obse r vação da possível interferência do 

diluente dos caldos EM sobre os valores da quantificação 

da l acase , alterando a composição da mistura de reação , 

foi realizada uma experiência utilizando água desti l ada 

pH 6 , 0 e solução tampão citrato fosfato 0 , 1 M, pH 5 , 0 ± 

O, 1 como diluentes , de acordo com o descrito na alínea 

(d) do sub- título 3 . 6 . 

Os valores da atividade da lacase nos caldos EM 

diluídos na proporção de 3 : 1 foram 256 unidades 

enzimáticas no ca ldo diluído com água destilada, (c . v . s 

7 , 9 %) , e de 2 55 unidades enzimáticas no caldo d iluído com 

solução tampão , (c . v . s 16 , 9%) . Nos caldos EM diluídos na 

proporção 1 : 1 , os valores da a ti v idade da lacas e foram 

109 unidades enzimát icas , (c . v . s 22 , 7 %) , no caldo diluído 

com água , e de 105 unidades enzimáticas , (c.v.s 42 %) , no 

caldo diluído com solução tampão . 

Comparando os valores da atividade da lacase 

obtidos nos caldos EM com diluição 3 : 1 em água destilada 

e em solução tampão , constatou- se uma diferença de O, 4% 

nos valores obtidos da atividade da lacase . Nos caldos EM 
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com diluição 1:1 a diferença entre os valores da 

atividade da lacase foi de 3 , 7 %, evidenciando que a 

diluição dos caldos EM com água ou solução tampão não 

interferem na metodologia de quantificação da lacase 

produzida pelo T. versicolor em caldo EM com pH inicial 

7, o . 

Pode-se comparar também os valores da atividade 

da lacase obtidos nessa experiência com os valores 

obtidos na segunda experiência , quando também foi 

quantificada a atividade da lacase em caldo EM com pH 

inicial 7,0 diluido com água destilada nas mesmas 

proporções, obtendo-se 231 unidades enzimáticas na 

diluição 3 : 1 e de 106 unidades enzimáticas na diluição 

1 : 1 . Estes valores diferiram em 9, 7 e 2 , 8 % dos valores 

obtidos na segunda experiência com caldos EM diluidos nas 

mesmas proporções com água destilada, constatando-se 

também a reprodutibilidade da metodologia de 

quantificação da lacase produzida em caldos EM utilizando 

a siringaldazina como substrato da lacase . 

4.4.4 Efei to da concentração das soluções de 

siringaldazina 

Harkin e Obst (1973), estudando a siringaldazina 

como substrato para a lacase constataram que, dependendo 

da quantidade de siringaldazina utilizada na mistura de 

reação poderia haver a precipitação dos produtos 

insolúveis provenientes da reação de oxidação . Devido a 

esta constatação, a quarta experiência teve a finalidade 
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de encontrar uma concentração adequada de substrato para 

a quantificação da lacase, utilizando misturas de reação 

com quantidades crescentes de siringaldazina, cujas 

composições estão descritas na alínea (e) do sub-título 

3 . 6 . Os resultado s obtidos são apresentados na figura 9 . 

Pela figura 9 foi possível constatar a 

característica da cinética enzimática descoberta em 1913 

por Michaelis e Menten (apud Robyt e White , 1987) , de que 

a taxa ou velocidade da catálise enzimática varia com a 

concentração de substrato , aumentando a velocidade com o 

aumento do substrato até chegar a uma velocidade máxima . 

Os resultados obtidos na quantificação da lacase 

com quantidades crescentes de siringaldazina nas misturas 

de reação demonstraram que utilizando uma quantidade de 

siringa l dazina entre 2 x 10 - 4 mM e 3 x lo - 4 mM, é 

s u ficientepara quantificar a lacase , pois os valores da 

atividade enzimática obtidos nos caldos EM com pH inicial 

6 , O diferiram apenas e m O, 4 % e nos caldos EM com pH 

inicial 7 , 0 esta diferença foi de 8 , 3 % . 

Con siderando e stes re s ultados , decidiu- se 

padronizar o uso de a l íqu o t as d e solução 1 mM d e 

siringa ldazina em metanol nas misturas de reação para a 

qu antificação da atividade enzimática da l a case , 

concentração suficiente de substrato , considerando 

inclusive que Bollag e Leonowicz ( 1984) e Palmier i e t 

al . (1993) , realizaram q u antificações de lacase utilizando 

soluções de siringaldazina com concentrações similares e 

até menores do que 1 mM . 



• 
' . 
• • • • • • • •·· • • • • • • • • • • • • • • • • • Q 

• -• • • • • • • • • • 6 

• • • • ~ 
• • • 

1000 

900 

800 

rn 700 cu 
.2 ...... 
·CU 600 E 
';:::j 
c 500 Q) 

rn 
Q) 
"O 400 cu 
"O 
c 

300 => 

200 

100 

o 
o 

Figura 9: 

I------+-
--I--

1 2 3 

St..:bstrato (mM x 1 0-4) 

--I 

~ pH6,0 
--11- pH 7,0 

4 

82 

5 

Ativ i d ade d a lacase do Trametes versicolor em 
20 dias em caldos de extrato de malte (caldo 
EM) , pH 6 , 0 e 7 , 0. La c a s e quantificada e m 

525nm e 2 5°C , c om quant idades cres c entes de 
substratos na mistura de reação . Uma un idade 

en zimá t ica = M sz srun de 0 , 0 0 1 mi n-
1

, c . v . :'S: 6 %, 

n = 2 . 
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4.5 Capacidade produtora de lacase 

4.5. 1 Efeito da agitação dos caldos 

As exper iências de produção e padronização da 

quantificação de lacase foram realizadas a partir de 

incubações estáticas dos caldos de extrato de malte 

(caldos EM) inoculados com P . sanguineus e com T . 

versicolor, po r períodos de até 20 dias . Porém , 

considerando que vários pesquisadores utilizaram fungos 

da podridão- branca em culturas aeradas ou sob agitação 

para degradar compostos fenólicos ou corados presentes em 

efluentes, foi efetuada uma experiência em que se aplicou 

agitação aos meios de cultura , observando- se a influência 

da agitação na produção de lacase . 

Na experiência , caldos EM com pH inicial 6, O, 

após inoculação com P. sanguineus e com T. versicolor, 

foram mantidos em agitador orbital com 180 rpm, a 30°C , 

durante 3 dias , quantificando a lacase produzida em 

intervalos de 24 horas . Os valores obt idos são 

apresentados na figura 10 . 

Pela figura 10 observa- se que a atividade 

enzimática produzida pelo P. sanguineus aumenta 

consideravelmente em 3 dias de incubação, ficando 

evidente que o fungo responde favoravelmente à agitação , 

pois também produziu biomassa em quantidade apreciável, 

tornando viscoso o caldo EM pelo micélio nele disperso . 

Além disso , em 24 horas produziu mais lacase do 

que o T. versicolor , alcançando 73 unidades enzimáticas , 

enquanto em cultura estática p r oduziu 23 unidades 
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2 5°C . Uma unidade enzimática = Ms2snm de O, 001 
min- 1

, c .v. ~ 13,7 %, n = 3. 



• • • • • • • • • • • • • • • • .. 
• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

85 

enzimáticas em 5 d i as . Nas primeiras 24 horas o T . 

versicolor não p r odu ziu lacase , mas nos p eríodos 

posteriores r eagiu favoravelmente à agi tação , produzindo 

em 72 horas 413 un idades enzimáticas , um valo r elevado 

considerando sua produção em cultura estática , que foi de 

49 unidades enzimáticas em 5 dias . 

Apesar da supos ta indução que a agitação dos 

caldos EM ocasionou na produção de lacase , principalmente 

por pa r te do P. sanguineus r optou - se por realizar as 

experiências sempre com incubações estáticas , d e modo a 

avaliar a capacidade produtora de lacase pelo P . 

sanguineus nas culturas estáticas com mei o s semi - sólidos , 

que são muitas vezes encontrados na prá tica , 

p o ssibilitando compará- lo com a capacidade do T. 

versicolor em produzir lacase e desco rar ef luente s 

líquidos com compostos aromáticos , como efetu ado por 

Selin et al. (1975 ) e Paice e Jurasek (198 4 ) 

4 . 5.2 Efeito da adição de glicose 

A adi ção de g l icose ao caldo EM com pH 6 , 0 visou 

avaliar se uma fonte de carbono induziria mai o r produção 

de lacase , tanto pelo P . sanguineus como pelo T . 

versicolor . Para tanto , foram adicionados 
-1 100 mg L de 

glico se ao caldos EM , incubando - os por 10 dias a 35 e 

3ooc , respectivament e . A quantificação da lacase foi 

efetuada a c ada 48 horas , obtendo - se os valo res 

apresentados na figura 11 . 
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Pela figura 11 vê-se que a produção de lacase 

pel o P . sa ngu ineus nos ca l dos com glicose nos primeiros 6 

dias não ultrapas sou de 40 unidades enzimáticas . Após 

este período , entretanto , ocorreu um a umento considerável 

na produção de l acase , alcançando uma taxa horária de 

4 f 8 9 unidades enzimáticas nos últimos 4 dias de 

incubação . Nos ca ldos EM sem adição de glicose registrou-

se urna produção de lacase pelo P . sanguineus similar à 

obtida com gli cose nos primeiros 4 dias de incubação , 

ocorrendo um acréscimo na produção entre 6 e 8 dias de 

incubação , com taxas similares às obtidas pe lo P. 

sangu~neus no s caldos EM com glicose , mas caindo de 

produção após 8 dias de incubação . 

Nos caldos EM sem glicose que foram inoculados 

com T . versicolor a produção de lacase no s primeiro s 4 

dias apresentou ac r éscimos de valor , o que não ocorreu 

nos caldos com P . sangu~neus. Mas só após 6 dias de 

incubação é que ocorreu um acréscimo acentuado , 

alcanç ando uma taxa horária de 6 , 8 unidades enzimáticas 

nos último s 4 dias de incubação . 

Pelo observado nos caldos EM com glicose 

verificou- se inibição da produção de lacase nos primeiros 

4 dias de incubação , pois só depois de 8 dias ocorreu um 

incremento súbito na produção de lacase, com uma taxa 

horária de 12 , 1 unidades enzimáticas , alcanç ando a o final 

da experiência 98 , 6% do valo r da atividade enzimática 

produzida nos caldo s EM sem glicose . 
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A obse rva ção da figura 11 mostrou que o T . 

versicolor apresentou , nos caldos EM com e sem glicose, 

maior a t ividade de lacase do que o P. sanguineus após 8 

dias de incubação . Em 8 dias de incubação, entretanto , 

nos caldos EM s em glicose a produção de lacase ocorreu de 

forma idêntica tanto pelo P. sangu~neus como pelo T . 

versicolor , com ce rca de 400 unidades enzimáticas . 

No final do período de 10 días de incubação o P . 

sangu~neus apre sentou maior produção na presença de 

glicose , o que não ocorreu nos caldos inoculados com T • 

versicolor , que produziu praticamente a mesma quantidade 

de lacase nos caldos com ou sem glicose , demonstrando , 

dessa forma que tanto o T . versicolor como o P. 

sanguineus não sofreram indução para maior produção de 

lacase pela presença de glicose no meio . 

Os resultados sobre a produção de lacase na 

presença de glicose pelo P . sanguineus e pelo T . 

versicolor con cordam com os dados de Reid (1989) que na 

delignificação biológica, a glicose pode aumentar ou 

diminuir a perda de peso de madeiras de pinho inoculadas 

com o Phanerochaete crysosporium . Já os estudos de Kent 

Kirk et al., (1976) mos traram que o T. versicolor 

necessitava de um substrato para o crescimento na 

presença de lignina , cuja maior degradação ocorre na 

presença de celulose ou glicose. Ao selecionar fungo s 

para a biodegradação de lignina , Durran t e Mello ( 1992 ) 

observaram que as maiores produções de lacas e e 

perox idase foram obtidas adicionando gl icose à serragem . 

---- - ----------------------------------------------------------------~--------~ 
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A in ibi ção da produção de enzimas polifenol -

oxidases pode ocorrer nos fungos , devido a limitação de 

nitrogênio e carboidratos , ou por excesso de nutrientes e 

agitação (Faison e Kent Kirk , 1985) Estudando a 

atividade ligninolítica do Pleurotus pulmonarius Masaphy 

e Levanon (1992) constataram que a produção de lacase em 

cultura submersa pode ser induzida pela fração solúvel de 

palha de trigo , mas que o pico da atividade ocorre após a 

glicose e NH+4 apresentarem sua mais baixa concent ração , 

indicando correlação com atividade ligninolítica . 

4.5.3 Produção de lacase em Caldos de extrato de 

malte 

Para comparar a quantidade de lacase produzida 

pelo P. sangu~neus com a produzida pelo T . versicolor 

foram realizadas experiências com caldos de extrato de 

malte (caldo EM ) , que segundo Reid (1989) é capaz de 

estimular a atividade ligninolítica de alguns fungos pe lo 

seu teor de carboidratos . 

Nesta experiência foi examinada também a 

influência do período d e incubação e o pH do meio na 

produção de lacase , coletando amostras com intervalos de 

5 dias e quantif icando a lacase em misturas de reação com 

composição básica de Bollag e Leonowicz ( 1984 ) , descri ta 

na alínea (e) do sub-título 3 . 6 . Os valores da atividade 

enzimática encont rados nos caldos EM em 10, 15 e 20 dias 

são apresentados na Figura 12 . 
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A lacase produzida em 5 dias pelo P. sanguineus 

nã o ultrapassou 8 unidades enzimáticas no caldo EM com pH 

6 , O, enquanto qu e nos caldos EM com pH 5 , O e 7, O os 

val o res da lacas e f o ram menores , não sendo mostrados na 

Figura 12. Nos c aldo s inoculados com o T . versicolor a 

produção de lacase em 5 dias foi de 3 unidades 

enzimáticas em t odos os três valores de pH utilizados . 

Estes resultado s da lacase produzida em 5 dias são 

similares aos que Blaich e Esser (1975) encontraram para 

uma estirpe do T . versicolor ,que em 7 dias praticamente 

não produziu enzimas e nem biomassa , e Bollag e Leonowicz 

( 1984) que constataram que a secreção de lacase pelo T . 

versicolor só oco rreu depois de 20 dias de cultivo . 

Já Bourbonnais e Paice (1990 , 1992) , estudando a 

atividade da lacase do T. versicolor sobre substratos 

não - fenólicos e polpa kraft , cultivaram o fungo entre 7 e 

8 dias antes de extrair a lacas e produzida. 

Posteriormente, Bourbonnais et al ., ( 1995) estudando a 

oxidação da lignina pelo T. versicolor, incubaram por 7 

dias o fungo antes de extrair as enzimas produzidas . 

Nesta experiência constatou-se uma progressiva 

elevação da produção de lacase a partir do décimo dia de 

incubação , principalmente pelo T. versicolor entre 15 e 

2 O dias de incubação , evidenciando a maior capacidade 

produtiva do T . versicolor sobre o P. sanguineus . A 

produção de lacase pelo T . versicolor nesse período 

corrobora os pro cedimentos de Evans (1985), que cultivou 
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T. versicolor por 2 0 dias para então quantificar a lacase 

produz ida . 

Comp a rando o s valores da quantificação da lacase 

produzida pelos dois fungos em caldos de extrato de malte 

com três val o res de pH foi possível encontrar 

similaridade na dispersão dos valores obtidos nas 3 

repetiçõ es , pois os coeficientes de variação dos valores 

da lacase produzida pelo P. sanguineus va r iaram de 1,6 a 

36 , 1 %, enquanto que os v a lore s da lacase do T. versicolor 

variaram de 3 , 7 e 36 , 9 % . 

4.5.4 Produção de lacase em Caldos de Bushnell-

H a as 

O caldo mineral de Bushnell - Haas (caldo BH) foi 

desenvolvido para o isolame nto de fungos a partir de 

compostos aromáticos , c om uma composição de sais d e 

nitro gênio , fósforo e potássio , mas sem fonte de carbono . 

Pela limitação de carbono exi s tente no caldo BH visou- se 

avaliar se qual o efeito que cultivo do P. sanguineus e 

do T. versicolor neste c a ldo , adic i onado dos corantes e 

glicose , teria na produção de lacase por estes fungos . 

A quantificação d a lacase foi realizada em 

interva l os de 48 ho r as , e como a finalidade do 

experimento era observar a p rodução ou não de lacase , 

foram calculados apenas os coeficientes de va r iação dos 

resultados obtidos nas diversas composições 

experimentadas , sendo apresentados nas tabelas 3 e 4 
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apenas as condições da experiência em que foi detectada 

lacas e 

Tabela 3: Atividade enzimática do P. sangu~neus em caldos 
de Bushnell-Haas (caldo BH) nos pH 5 , 0 e 
6, O. V ar i ação da absorbância medida em 52 5nm a 
25°C , n= 3 . 

Composição2 Unidade s enzimáticas 1 

Tratamentos 48 h 96 h 144 h 192 h 240 h 

BHG- 6- VM 43 10 5 48 83 

BH- 5- VC 8 11 24 26 25 

BHG-5-VC 23 127 13 35 32 

BH-6 - VC 8 11 8 8 6 

BHG-6-VC 6 11 12 13 18 

BH- 6 11 26 15 28 27 

1. Uma unidade enzimática=óA525nmde 0 , 001 min- 1 . 
2. Caldos BH com 25 mg L- 1 de vermelho congo e 
com 25 mg L- 1 de verde malaquita (BH-VC e BH- VM) 

-1 e caldos BH com 100 mg L de glicose (BHG-VC e 
BHG- VM) . 
3. C. V. máximo~ 17 % 

Com referência à tabela 3, é possível observar 

que o P. sanguineus proctuziu lacase em todas as condições 

na presença do vermelho congo. Mas só numa condição foi 

detectada lacase ns presença do verde malaquita. No caldo 

BH sem glicose e corantes utilizado como controle, foi 

detectada presença de glicose . 

Estes valores de atividade enzimática da lacase 

produzida pelo P . sanguineus , praticamente inexistentes 

nas soluções com verde malaquita, mas detectados em todas 

soluções com vermelho congo poderia se r explicada pela 

f .. ~~~- _,,, J 

•'·' 1. 'I ~ltd 
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rel ação carbono: nitrogênio de cada corante . No corante 

verde malaqui ta tem- se uma relação de 9 , 8 : 1, O e que é 

aumentada pela adição de glicose ao mei o , enquanto que o 

ve r melho congo tem- s e a relação de 4,5 : 1 , 0 , 

proporcionando uma situação em que a quantidade de 

c arbono é a met ade da existente nos caldos com verde 

malaqui ta, induzindo uma p r odução maio r de lacase pelo 

fungo . 

Tabela 4: Atividade enzimática do T . versicolor em caldos 
d e Bushnell-Haas (caldo BH ) pH 5 , 0 e 6 , 0 . 
Variação da absorbância medida em 525nm a 2soc , 
n = 3 . 

Composição2 Unidades enzimáticas 1 

Tr atamentos 48 h 96 h 144 h 192 h 240 h 

BH- 5-VM 28 11 38 25 1 82 

BH- 6- VM 2 137 239 289 311 

BH- 5- VC 50 342 584 593 438 

BH- 6- VC 49 398 264 375 139 

BHG- 6- VC 5 11 12 8 7 

BH- 6 10 13 18 16 22 

1. Uma unidade enzimática=tAs25nmde 0 , 001 min-1 . 
2. Caldo s BH com 25 mg L- 1 d e vermelho congo e 
com 25 mg L - 1 de ve r de malaqu ita (BH- VC e BH-VM) 
e caldo s BH com 100 mg L-

1 de glicose (BHG- VC e 
BHG- VM) 
3. C. V. <S, 12 , 3% 

Com referência à tabela 4 , onde são apresentadas 

as condições em que foi detectada lacase produzida pelo 

T . versi color em caldos BH com vermelho congo e verde 

malaqui ta , verificou- se que na única detecção de lacase 
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em mei o com glicose os valo res situaram- se num patamar 

muito inferio r aos encontrados nos caldos BH sem adição 

de glicose , evidenciando que na presença de glicose 

praticamente não há produção de lacas e pelo T . 

versicolor, ao contrário do constatado para o P. 

sanguineus . 

Nas soluções com verde ma laquita sem glicose 

detectou- se , após 240 ho ras de incubação , maior atividade 

de lacase no caldo BH com pH 6 , 0 , enquanto que nas 

s o luções com vermelho . congo a maior atividade foi 

detectada no pH 5 , O. Compa rando a a ti v idade enzimática 

detectada nas soluções sem glicose com as produções do 

caldo BH c om pH 6 , O utilizado como controle e com a 

solução adicionada de glicose , obse r vou-se que a presença 

dos corantes induziu maior produção de lacase pelo T . 

versicolor nas condições experimentadas sem adi ção de 

glicos e . 

Com as soluções inoculadas com o P. sanguineus 

não ocorreu indução na produção de lacase pela presença 

de corantes na solução , pois os valores quantificados na 

mai oria do s experimentos não apresentaram valores maiores 

dos que foram obt ido s na solução-controle no mesmo 

período de tempo . 

Esta característica relativa à produção de lacase 

pelos fungos demonstrou que com T. versicolor a produção 

de lacase pode ser indu zida pela presença de compostos 

aromáticos como os corantes vermelho congo e verde 
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malaqui ta, mas que não se constatou a mesma influência 

dos corantes nas soluções inoculadas com o P. sanguineus . 

Esta aparente diversidade na atividade de cada 

fungo pode ser um indício de que no P. sanguineus a 

produção de lacase é constitutiva de seu ciclo vital, não 

sofrendo indução pela presença dos corantes com estrutura 

aromática nos meios de cultura, ao passo que o T . 

versicolor a produção de lacase é induzida pela presença 

dos corantes na solução . 

Os resultados ainda demonstraram que a limitação 

de carbono atua como um inibidor na produção de lacase, 

tanto no P. sangu~neus como no T. versicolor, coincidindo 

com as constatações obtidas por Kent Kirk et al . (1976) . 

Estes autores trabalhando com T. versicolor, constataram 

que a 1ignina pura não servia como fonte de carbono, 

tendo que adicionar celulose ou glicose ao meio para o 

desenvolvimento do fungo. Da mesma forma, Sandhu e Arora 

(1985 ) trabalhando com Pycnoporus sanguineus notaram que 

sem fonte de carbono não ocorria degradação de lignina . 

Muitos outros pesquisadores encontraram fungos 

que também sofrem influência da limitação de carbono, não 

possibilitando crescimento nem produção enzimática como 

encontrados nas culturas do Phanerochaete chrysosoporium, 

Phlebia radiata e Pleurotus pulmonarius, que só cresceram 

e produziram enzimas extracelulares em meios contendo 

carbono (Faison e Kent Kirk, 1985; Hatakka et al . 1991; 

Masaphy e Levanon, 1992 e Assavanig et al., 1992) . 
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4.6 Crescimento fúngico em meios semi-sólidos e 

líquidos 

4.6.1 Produção de lacase em meios semi - sólidos 

Thiemann (1985) cita que o s processos de 

bioconversão em meios semi-sólidos têm aplicação quase 

exclusiva na produção de enzimas fúngicas , e Roussos et 

al ., (1991 ) salientaram que este processo é ainda 

utilizado por possibilitar maior produção de enzimas do 

que os processos em meios líquido s , além de tornar mais 

fácil sua remoção dos substrato s enzimáticos ou utilizá-

los diretamente em processos industrais . 

Como o s Basidiomycetes u tilizados na pesquisa 

pertencem à ordem Aphyll ophoral es, que têm habitat 

predominantemente terrestre , crescendo em substratos 

sólidos com elevado teor de umidade ( Stevenson , 197 4 ; 

Silveira e Guerrero , 1991 ) , o P. sangu~neus e o T . 

versicolor foram cult ivados sobre substratos semi-sólidos 

com a finalidade de observar seu crescimento e produção 

de lacase neste tipo de meio . 

Como substratos para os meios semi-sólidos foram 

utilizados o farelo de trigo , polpa kraft , algodão 

hidrófilo e serragem de madeira . Na experiência com 

farelo de trigo foi quantificada a produção de lacase , 

enquanto que nos outros substratos observou- se unicamente 

o crescimento micelial , não sendo quantificada a produção 

de lacase . 

A quantificação da lacase produzida no farel o de 

trigo foi realiz a da num extrato ob tido conforme método de 
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Roussos et al . (199 1 ) e descrito no sub-títul o 3 . 8 , 

detectando - se produção de 1acase pelo P. sanguineus e T . 

versicolor em 5 dias de incubação , mas não sendo 

quantificada sua ativ idade e nzimática porque a variação 

da absorbânci a nos ex tratos das quatro primeiras 

extrações ultrapassou o limite de leitura do equipamento 

em menos de 1 minuto . 

Nos extratos das quatro extrações subsequentes 

encontrou-se 527 unidades enzimáticas produzidas pelo T . 

versicolor, não sendo quantifi cada a lacase produzida 

pelo P. sangu~neus por ultrapassar a leitura do 

equipamento . Nas três porções de extratos obtidos apó s 

10 , 15 e 20 dias de incubação no mei o inoculado com T . 

versicolor não foi quantificada a lacase pela rápida 

variação da abs o rbância. Nos extratos obtidos nos mei o s 

inoculados com P . sanguineus nos mesmos períodos de 

incubação , foram obtidas 978 , 784 e 918 unidades 

enzimáticas , resp ectivamente . 

Estes resultados mostraram que o farel o de t rigo 

é um bom substrato para a produção de lacase devido, 

provavelmente, ao seu conteúdo de amido , celulose e 

lignina , como citado por Mendez et al ., (1 99 2) . O cul tivo 

do P. sanguineus e T. versicol or em mei o s semi-sólidos 

representa uma alternativa para a aplicação de fungo s em 

resíduos indus triais , como citado por Zadrazil (1 985 ) e 

Agosin et al . (1985 ) , que pesquisaram a transfo rmação 

enzimática de p a lha de tri go em ração , por Zabel e Mo rrel 

(1992) que e studaram modi fic a ções químicas das madeiras 
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po r atividade fúngica e p o r Rolz et al. ( 1986) que 

avalia ram a biodelignificação de bagaço s cítricos . 

Dos res ul tados obtidos com farel o de trigo 

consta t ou - se simila ridade com o s dados de Susin (198 7) , 

que encontro u f or te reação de polifenol - oxidases no P . 

sanguineus após 5 dias de cultivo em ágar com ácido 

gálico e com ácido tânico , com as mesmas reações para o 

T . versicolor após 10 dias de cultivo . Estes resul tados 

demons tram que em farelo de trigo a produção de lacase 

ocorreu de forma mais rápida no P. sanguineus do que no 

T . versicol or, 

4.6.2 Cresci mento em meios semi - sól i dos 

Os mei os semi-sólidos utilizados para avaliar a 

produção de biomassa pelo P. sangu~neus e T. versicolor 

foram o farel o de trigo , polpa kr aft , algodão hidró fi lo e 

serragem de madeira. Todos estes subst ratos foram 

utilizado s com um teor de umi d ade entre 70 e 80 % (p / p ) 

em base úmi da , corno sugerido por Chahal (1985 ) 1 

observando-se o crescimento micelial visualmente . 

No mei o semi-sólido com f a relo de trigo 

constatou- se , após 5 dias de incubação crescimento 

intenso do P. sanguineus, recobrindo a superfície das 

placas utilizadas no experimento . Mas nas placas com 

farelo inoculado com T. versicolor o micélio só recobriu 

metade da supe rfície das placas no mesmo período . 

No meio composto de polpa kraft o P. sangu~neus 

recobriu metade da superfície das amostras de p o lpa em 5 
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dias , recobrindo-as totalmente após 15 dias de cultivo, 

apresentando, inclusive, a formaç ão do pigmento verme lho 

característico . Nas amostras de polpa kraft inoculadas 

com T. versicolor não houve constatação de crescimento 

após 15 dias de incubação . 

Nas amos tras de meios com algodão hidrófilo 

inoculadas com os dois fungos observou-se , depois de 15 

dias de incubação, que nas placas inoculadas com P . 

sanguineus formara - se uma zona de cor amarela ao redo r do 

disco de inóculo , mas não se constatou crescimento 

micelial . Nas placas inoculadas com T. versicolor não 

houve modificação nenhuma na aparência das amostras de 

algodão hidrófilo no mesmo período de incubação . 

Nas placas contendo o meio com serragem da 

Cedrella spp . solidificado com ágar, observou- se um 

crescimento esparso recobrindo toda a superfície das 

placas inoculadas com P. sanguineus , mas não se constatou 

crescimento ou modificação em nenhuma das placas 

inoculadas com T . versicolor no mesmo período de tempo . 

Os resultados apresentados nestes substratos 

mostram que os dois fungos crescem mais intensamente 

naqueles substratos que , além de celulose , hemicelulose e 

lignina , contenharrun polissacarídios , como é o caso do 

farelo de trigo , que também contém amido. O P. sanguineus 

mostrou uma capacidade de crescimento superior à do T . 

versicolor neste tipo de substratos , mostrando - o mais 

apto na sua aplicação sobre um número maior de 

substratos . 
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4 . 6 . 3 Quanti fi cação de biomassa em mei os liquidas 

Para comparar a capacidade de crescimento do P . 

sanguineus e do T. versicolor em meios líquidos foram 

utilizados caldos de extrato de malte (caldos EM), 

quantificando - se as biomassas produzidas pelos dois 

fungos nos experimentos , de acordo com as recomendações 

de Milstein et al. (1981),descritas no sub-título 3.7 . 

4.6 . 3 . 1 Produção de biomassa pel o P. sangui neus e 

pelo T. versico~or em caldo de extrato de 

malte 

As biomassas produzidas pelo P. sangu~neus e T . 

versicolor em 5 dias de incubação no caldo EM com pH 5,0 

situaram-se entre os limites de 1 , 2 a 2 , 0 g 1-1 

calculados com um intervalo de confiança de 95 % de 

probabilidade (I . C. 95 %) f com o P. sanguineus 

apresentando um valor médio de 1 7 g L-1 
I e o T . 

versicolor um valor médio de 1 , 6 g L - 1. Os valores de 

biomassa produzida pelo T . versicolor são superiores aos 

que foram encontrados por Lindeberg e Fahraeus ( 1952) 

numa estirpe do T. versicolor em meio com 2 % de glicose , 

que alcançou um valor médio de 1 , 4 g L - 1 em 7 dias de 

incubação . 

Comparando as biomassas fo r madas pelo P. 

sanguineus e pelo T. versicolor nesse experimento, foi 

possível constatar que as taxas diárias de produção de 

biomassa pelos dois fungos situaram-se entre os valores 

de 0 , 32 e 0 , 34 g 1-1 dia-1, (I . C . 95 %) , demonstrando que 
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os dois fungos c res cem de fo rma similar no caldo de 

extrato de malte num período de 5 dias de incubação . 

4.6.3.2 . Produção de biomassa pelo T. versicolor 

em função da idade do inóculo 

Os caldos EM com pH 5 f O fo ram inoculados com T . 

versicolor a parti r de inóculos provenientes de culturas 

com 45 e 90 dia s para observar a i nfluência que o tempo 

de cultivo d o inóculo possa te r na s taxas de crescimento 

desse fungo . Os resultados que f o ram obtidos em 5 f 10 e 

20 dias de incubação são apresentados na tabela 5 . 

Tabela 5: Biomassa produ zida pel o T. v ersicolor em caldo 
de extrato de malte (ca ldo EM ) com pH 5 f 0 f após 
5 f 10 e 20 dias de incubação a 3ooc. n = 3 

Inóculo Biomassa (g L- 1) 

5 10 20 

(dias) dias ( IC95 %) 1 dias ( IC95 %) dias ( IC9 5 ~) 

45 1 f 4 1 f 1 - 1 f 7 2 f 3 1 f 9 - 3 f 7 8 f 5 8 f 0 - 9 f 0 

90 o f 6 Of 4 - 0 f 8 3 f 5 3f1 - 3 f 9 9 f 1 6 f 6 - 11,6 

1. intervalo d e confiança com 95 % d e probabilidade . 

Pe l os valores médios da biomassa produ zida pelo 

T. versicolor é possível observar que a idade do inóculo 

ap resenta influência sobre o desenvolvimento do fungo no s 

primeiro s 5 dias de incubação. Já as biomassas produzidas 

pelo T. versicolor em 10 e 20 dias d e incubação não 

mostram mais discrepãncias devido à idade do inóculo . 
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Com o inóculo de 45 dias se ob tev e uma produção 

média de biomas sa de 1 , 4 g 1 -1 nos primei r os 5 dias de 

incubação , valor igual ao obtido por Lindeberg e Fahraeus 

(1952) em 7 di a s de i ncubação com uma estirpe do T . 

ver sicolor . Est es r esu ltados mostram que o per íodo de 

adaptação do fungo aumentou com a idade do i nóculo . 

Assim, l evando em consideração a necessidade de uma 

padronização dos experimentos , os inóculos dos dois 

fungos foram sempre elaborados a partir de culturas com 

10 dias de incubação , um período adequado à produção de 

biomassa em quant i dade suficiente para uso como inóculo . 

4.6.3.3 Produção de biomassa pelo P. sangui neus 

Esta experiência teve a finalidade de avaliar as 

taxas diárias de produção de biomassa pelo P . sanguineus, 

quantificando as biomassas formadas em 5 e 10 dias de 

incubação em caldo de extrato de malte (caldo EM) com pH 

5 , 0. Os valores da biomassa produzida em 5 dias de 

incubação (I . c . 95 %) , ficaram situ ados entre os val o res 

de 1 , 0 e 1 , 1 g L- 1 , enquanto que as quan tidades de 

biomassa produzidas apó s 10 dias de incubação situaram-se 

entre 4 , 1 e 5 , 5 g L-1, (I . C. 95 %) . 

No cálculo das taxas de produção diária 

utilizando o valor médio de biomassa produzida em 5 dias 

de incub ação encontrou-se um valor de 0 , 21 g L-1 dia- 1 . 

Com o valor médio da biomassa produzida em 10 dias de 

· b - t fol· de O, 48 g L-1 dl. a-1 , lncu açao a axa um valo r cerca 

de 1 28 ~ s uper ior ao obtido em 5 dias de incubação . A taxa 
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de crescimento diá rio em 5 dias de incubação variou em 

cerca de 36 % do valor obtido na primeira experiência de 

produção de biomassa pelo P. sanguineus, cujo valor médio 

foi de 0 , 33 g L-1 dia-1 , de acordo com o descrito no sub-

sub- subtítulo 4.6 . 2.1 . 

4 . 6 . 3.4 Produção de biomassa pelo P. sanguineus e 

T. versico~or em caldo de Bushnell-Haas 

A produção de biomassa em caldo de Bushnell - Haas 

(caldo BH) foi realizada no pH 6 , 0, pois esse valor de pH 

é adequado ao T . v ersicolor, pe r mitindo realizar uma 

comparação com a biomassa p r oduzida pelo P. sanguineus . 

Após 10 d i as de incubação a biomassa p r oduzida pelo T . 

versicolor foi 0 , 32 g L- 1 e a do P. sanguineus 0,34 g L- 1
, 

obtendo- se , nos valores produzidos pelos dois fungos um 

coeficiente de variação ~ 16% . 

Pelos valores das biomassas produzidas pelo P • 

sangui neus e pelo T . versicolor nos caldos de extrato de 

mal te (caldos EM) e os valores dos caldos de Bushnell -

H a as (caldos BH) , ficou claro que ambos os fungos 

necessitam de uma fonte d e carbono para auxiliar no 

crescimento, pois nos caldos de extrato de malte os 

valores produzidos em 10 dias de incubação foram 

superiores àqueles obtidos nos caldos de Bushnell-Haas 

durante o mesmo período de incubação . 
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4.6 .3 .5 Produção de biomassa pelo P.sanguineus e 

T. versico~or em caldo de Bushnell-Haas 

com corantes 

Para observar se o s corantes vermelho congo e 

verde mal aqui ta teriam influência na produção das 

biomassas produzidas tanto pelo P. sanguineus como pelo 

T . versicolor , os corantes foram adicionado s aos caldos 

Bushnell-Haas com pH 5, O e 6, O (caldo BH5 e caldo BH6), 

numa concentração de 25 mg L-1 . 

No sentido de também avaliar qual o efeito da 

presença de glicose sobre a produção de biomassa, foram 

adicionados cerca de 100 mg L -l de glicose às soluções 

dos corantes nos caldos de Bushnell-Haas (caldo BHG5 e 

caldo BHG6) . As biomassas produzidas pelos fungos foram 

quantificadas apó s 10 dias de incubação , cujos valores 

são apresentados na tabela 6 . 

Os valores apresentados na tabela 6 mostram que o 

caldo Bushnell-Haas contendo vermelho congo e glicose nos 

dois pH, propiciou em 10 dias de incubação a maior 

produção de biomassa tanto pelo P. sanguineus como pelo 

T. versicolor. Constatou- se , entretanto , que as 

quantidades de biomassa produzidas no pH 6, O foi, em 

média, cerca de 32,6 % inferior àquelas obtidas por ambos 

os fungos na primeira experiência com caldo de extrato de 

malte (caldo EM), pois em 5 dias de incubação foram 

produzidas, em média, cerca de 1 , 6 g L-1 de biomassa, 

apresentado no sub-sub-subtítulo 4.6 . 2.1 . 
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Tabela 6: Bi omassa p roduzida 
sanguineus ( Ps) e 
dias de incubação a 

(mg L - 1 ) pelo s fungos 
T . versicolor (Tv ) em 
35 e 3ooc, n = 3 . 
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P. 
10 

Compo si ç ã o Ve rmelho congo Verde malaquit a 

dos meio s 3 
Ps Tv Ps Tv 

BH - 5 1 01 24 2 47 82 

BH - 6 62 39 50 88 

BHG - 5 3 9 8 346 123 88 

BHG - 6 511 532 58 26 

1. c . v máximo s 59 % na biomassa do P. sanguineus 
2 . c . v . máximo s 70 % na biomassa do T. versicolor. 
3 . caldos Bushnell -Haas (caldo BH) pH 5 , 0 e 6 f o ' e 

caldos Bu shnell-Haas com 100 mg L - l de glicose 
(caldo BHG ) pH 5 , 0 e 6, o . 

Esta pro dução inferior de biomassa nos caldos BH 

c om o corante vermelho congo pode ser explicada pelo fato 

de que esta fonte de carbono não é tão facilmente 

metabolizada como os carboidratos existentes no extrato 

de malte , razão pela qual os fungos apresentaram um 

período de adaptação às condições do meio muito mais 

prolongadas do que àquelas observadas nos caldos extrato 

de malte , que de acordo com Reid (1989) pode acentuar a 

atividade dos fungos pelo seu teor de carboidratos . 

Já nos caldos Bushnell-Haas com verde ma laqui ta 

não se registrou incremento nas quantidades das biomassas 

produzidas em decorrência da adição de glicose , 

constatando- se valores similares aos produzidos nos 

caldos BH sem adição de glicose. Por estes resultados 

pode - se inferir que o verde malaquita parece ter um 

efeito estimulante na produção d e biomassa tanto pelo 
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P. sanguineus c omo também pel o T . versicolor , mesmo na 

presença de c aldos BH adicionados de glicose . 

Na exper i ência com os corantes vermelho congo e 

verde mal aqui ta em meios solidificados com ágar bata ta 

dextrose (ágar BD) , mostrado no sub- subtítulo 4 . 3 . 2, foi 

registrado crescimento de ambos os fungos em 10 dias de 

incubação, provavelmente estimulados pelo ágar BD, 

constatando-se também que descaramento dos corantes só 

oco rreu nas placas inoculadas c om T. versicolor . 

Nos caldos BH com vermelho congo a presença de 

glicose teve efe ito estirnulador na produção de biomassa , 

corno relatado por Sel in et al . , ( 197 5) de que a adição de 

5 % de glicose em mei o de lignossulfato inoculado com T . 

versicolor ocasionou um incremento de 33 % na biomassa 

produzida em 35 dias de incubação . Sandhu e Arara , 1985) 

trabalhando com P. sanguineus em caldo de extra to de 

malte , observaram um incremento de 230 % na biomassa 

produzida em decorrênci a da presença de glicose no meio . 

A comparação das biomassas produzidas nos caldos 

Bushnell - Haas com pH 6 , 0 com o s corantes vermelho congo e 

verde rna laquita , apresentados no sub-sub- subtítulo 

4 . 6 . 3 . 4 , p errni tiu observar que são mui to inferiores às 

biomassas produzidas , tanto pelo P. sangu~neus como pelo 

T . versicolor , nos caldos Bushnell - Haas com pH 6 , 0 

(caldos BH-6) sem corantes . 

Pode - se concluir , assim , que a presença dos 

co rantes vermelho congo e verde rnalaqui ta nos ca l dos de 

Bushnell-Haas dificultou a adaptação dos dois fungos às 
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fontes de carbono presentes nas soluções e , 

conseqüentemente , em desenvolver produção de biomassa 

nesse interval o de tempo . 

4.7 Atividades do P. sanguineus e T. versicolor 

sobre corantes em meios líquidos 

No sentido de c omparar a capacidade do P . 

sanguineus e do T . versicolor em transfo rmar ou degradar 

substâncias corantes, foram realizadas experiências para 

observar a atividade dos fungos sobre anilinas em 

solução, bem c omo o efeito que o caldo de extrato de 

malte, após inoculação com T. versicolor e incubação por 

um período de 20 dias teria sobre uma anilina em s olução . 

Na experiência visando observar a atividade 

direta dos fungos sobre uma anilina em solução foram 

utilizadas soluções da anilina vermelha em caldo de 

Bushnell-Haas com pH 6, O inoculadas com P. sanguineus e 

T . versicolor, medindo a quantidade de anilina removida 

após 5 dias de incubação pelo uso de curvas - padrão , 

obtendo os resultados apresentados na tabela 7 . 
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Tabela 7: Anilina vermelha removida de caldo Bushnell­

Haas (caldo BH) pH 6 , 0 , após 5 dias de 

Solução 

Anilina 

(mgL- 1
) 

500 

1.000 

2.000 

1. 

2 . 

incubação com P. sangu~neus (Ps) e T . 
versicolor (Tv) . Variação da absorbância 
medida em 488nm e 25°C, n = 2 . 

Quantidade de anilina removida após 5 dias (mg) 

Ps Removido Tv Removido 

(mg L -1 ) (mg) (mg L - 1) (mg) 

460 1 
80 1602 340 

620 380 490 510 

1 . 450 550 1 . 420 580 

c. v . máximo s 37 % no P. sanguineus . 
c.v . máximo s 18,9% no T. versicolor 

Após 5 dias de incubação das soluções de caldo BH 

com anilina vermelha verificou-se que os dois fungos 

reduziram a concentração da anilina, principalmente nas 

soluções inoculadas com T. versicolor e com as menores 

concentrações de anilina, mas nas soluções com 2.000 mg 

L- 1 de anilina constatou-se remoções similares nas 

soluções inoculadas com cada um dos fungos, de 550 mg nas 

soluções com P. sanguineus e de 580 mg nas soluções 

inoculadas com T. versicolor . 

Nas soluções inoculadas com P. sanguineus houve 

uma produção de biomassa de forma mais intensa do que nas 

soluções com T . versicolor, evidenciando que o P. 

sanguineus tem uma capacidade de adaptação e crescimento 

maior do que o T . ver si col or . Pelos resultados obtidos, 

entretanto , não se observou correlação entre a quantidade 

de biomassa produzida e a redução na concentração do 
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corante , pois embora o P. sanguineus tenha produzido mais 

biomassa , as diminuiçõ es d a c oncentração do c orante 

o correram sempre em taxas s uperi o res nas soluções do T . 

versicolor . 

Em outro experimento f o ram utilizadas soluções 

contendo as anilinas de cor verde e vinho na concentração 

de 1 . 000 mg L -l e, da mesma f o rma que as soluçõ es da 

anilina vermelha , foram inoculadas com P. sangu~neus e T . 

versicolor e incubadas por 5 dias , após o qual mediram-se 

as concentrações residuais dos corantes em solução. Nas 

soluções inoculadas com P. sanguineus não foram 

constatadas variações nas c oncentrações de nenhuma das 

anilinas , resultados que diferem dos encontrados com as 

mesmas anilinas em mei o solidificado, quando foi 

constatado o descaramento total da anilina verde nas 

placas inoculadas com P. sanguineus e incubadas por um 

período de 10 dias . 

Nas soluções de anilinas inoculadas com T . 

versicolor, entretanto , foram constatadas diminuições 

substanciais da concentração da anilina verde em 5 dias 

de incubação , com uma remoção de 800 mg e nas soluções d a 

anilin a co r vinho a remoção foi de 200 mg , possibilitando 

registrar que os fungos apresentam uma atividade 

diferenciada devido à estrutura das anilinas , pois as 

variações nas concentrações das anilinas vinho e verde 

foram muito diferenciadas , podendo - se supor que 

diferentes sistemas enzimáticos sejam responsáveis para 

atuar sobre diferentes estruturas moleculares . 
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Os resultados obtidos pel a atividade do T . 

versicol or sobre as anilinas em meios líquidos e 

solidificados foram coerent e s, pois houve descaramento 

das anilinas nos meios solidificados e d iminuição das 

suas concentrações em meios líquidos. O P. sangu~neus, 

entretanto , não apresentou resultados coerentes entre as 

anilinas em me ios solidificados e líquidos, como mostrado 

no sub-subtítulo 4.3.1 . 

Após o fi nal dos 5 dias de incubação, as 

biomassas produzidas pelos fungos foram separadas dos 

caldos sobrenadant es e f oi real i zado um exame visual da 

aparência das mesmas. O exame possibilitou obse r var uma 

coloração residual nos micélios, demonstrando que além da 

possível modifi cação das anilinas pela atividade fúngic a, 

também houve sorç ã o das mesmas pela biomassa fúngica, o 

que denota comportamento similar ao observa do po r 

Yesilada (1995) , que ao examinar os micélios de fun gos 

cultivados em meios líquidos contendo violeta c ris tal 

encontrou parte do corante sorvido pela biomassa . 

Estes resultados indicam que a diminuição da 

concentração dos corantes em so l ução pela ati v idade dos 

fungos pode ocorrer devido a uma ação conjunta da 

produção de enzimas e pela sorção de parte dos corantes 

pela biomassa produzida durante o per íodo de incubação . 

As observações realizadas por Capalash e Sharma ( 1992 ) 

confirmam esta ação conjunta de enzimas e biomassa , pois 

ao estudarem a degradação de corantes azóicos por fungos 

conc luíram que a cor do co rante diminuiu na propo rção em 
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que aumentou a concentração enzimática e a massa celular 

nas soluções . 

Na experiência em que foi utilizado o caldo de 

extrato de mal te (caldo EM) apó s 20 dias de incubação com 

T . v ersicolor numa mistura de reação contendo solução com 

25 mg L -l de anilina vermelha, e monitorando a variação 

da abs o rbância da mistura como decorrência da atividade 

enzimát ica da lacase contida no caldo EM não foi 

registrado variação da absorbância durante os 10 minutos 

a partir da mistura dos reagentes . 

Em face do resultado obtido com uso do caldo EM 

incubado com T. versicolor pode-se concluir que nâo houve 

a ti v idade da lacas e sobre a anilina vermelha, ao menos 

durante o período de 10 minutos de observação da 

abso rbância da mistura de reação. Dessa forma, antevendo 

a pos sibilidade da reação de oxidação ser lenta, optou-se 

p o r utilizar diretamente os fungos sobre soluções 

contendo corantes, clarificando-as pela oxidação das 

substâncias a quinonas, que podem polimeri zar em reações 

não-enzimáticas, formando agregados insolúveis que podem 

precipitar, como foi constatado nos trabalhos de Atlow et 

al. I (198 4) I Shutleworth e Bollag ( 198 6) , Da vis e Burns 1 

(199 0 1 1992) e de Kirkpatrick et a1 . 1 (1990) . 
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4 . 8 Cara cterí s ti cas dos corantes vermelho c ongo e 

verde malaquita 

Este experimento vi so u monitorar as atividades do 

P. sangu~neus e T . versicolor sobre substâncias com 

estruturas aromáticas para serv irem como modelos na 

transformação ou degradação de outros corantes com 

estruturas similares . A escolha do vermelho congo deveu-

se à sua estrutura de corante azóico , e o verde malaquita 

pertence à categoria dos corantes derivados do 

trifenilmetano , que segundo Depuy e Rinehart Jr. (1967) 

pertencem aos dois grupos de corantes sintéticos mais 

utilizados comercialmente . 

Na figura 13 são mostradas as estruturas dos 

corantes vermelho congo, um composto aromático difenílico 

e do verde malaqui ta , um composto diamino , de modo a 

caracterizar de forma clara as diferenças estruturais 

existente entre os dois compostos utilizados na pesquisa . 

Pelos valores máximos da absorbância das soluções 

dos corantes, em 488nm para o vermelho congo e em 617nm 

para o verde malaquita , foi possível calcular uma 

diluição adequada para utilizar a espectrofotometria na 

quantificação da concentração dos corantes em solução . 

A diluição das soluções seguiu as recomendações 

de Robyt e White (1987) ' de que as leituras da 

absorbância das soluções devem ficar entre os valores 

O, 05 e O, 30 , sendo estes valores foram obtidos com a 

diluição das soluções com água destilada na proporção de 

1 : 3, correspondendo a uma concentração inicial de 6 , 25 mg 
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Estrutura do vermelho congo (a) : um sal dissódico 
3,3[[l,l'Bifenil]-4,4'-diylbis-(azo)] bis[4-amino­
l-ácido naftalenesulfonico]. E estrutura do verde 
malaquita (b): um cloreto de fenil-fenilmetileno 
N-[4-[-[ [4-(Dimetilamino)-fenil] fenilmetileno]-
2,5-ciclohexadieno-1-ylidene] - N-cloreto- metil­
metanamino; bis [cloreto p-(dimetilamino) - fenil] 
fenilmetileno . 
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L- 1 . No senti do de avalia r s e os c aldos de Bushnell - Haas 

adicionado s dos co rantes e com e sem glicose também 

apresentariam val o res dentro do interval o sugerido , foram 

medidos os val ores da abso rbância de soluçõ es diluidas na 

proporção 1 : 3 . 

Os re sultados mostraram que os val o res da 

absorbância de todas as s oluçõ es com vermelho congo 

ficaram entre O, 154 e O, 164, com coeficiente máximo de 

var iação~ 4,9 %, e pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de 

probabilidade , não foram observadas diferenças 

significativas ent re o s val ores da absorbância das 

di versa s soluções , demonstrando que a composição e o pH 

das soluções não interferem na absorbância das soluções 

do vermelho congo . 

Nas s o luçõ es com verde malaqui ta a absorbância 

das s oluçõ es com pH 5 , O, com e sem glicose, situou-se 

entre o s valores 0 ,34 0 e 0 ,359, com coeficiente máximo de 

variação ~ 4 , 3 %, e nas soluções com pH 6 , O o s valores 

situaram-se entre O, 270 e O, 279 , com coeficiente máximo 

de variação ~ 3 , 4 %. Pelo teste de Tuke y , ao nivel de 5 % 

de probabilidade, verificou-se que nas soluções com verde 

malaquita a abso rbância das apresentou diferenças 

significativas dev ido à presença de glicose e valor do 

pH . 

Para quantifi c ar as variações das c oncentrações 

das soluções dos co rantes vermelho congo e verde 

malaquita dur a n te os periodos de incubação com P . 

sanguineus e T . versicolor, foram e laboradas curvas -
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padrão da abso rbãncia de soluções aquosas dos dois 

corantes , c om pH 5 , 0 e 6 , 0 e concentrações variando de 5 

a 25 mg 1-l. As le ituras da absorbância foram realizadas 

na temperatura de 25oc e nos comprimentos de onda de 

máxima abs o rção de cada um dos corantes, obtendo os 

valores de absorbância das soluções que são apresentados 

no apêndice IX . 

4 . 9 Ativi dade dos fungos sobre vermelho congo 

4.9 .1 Variação da concentração do corante 

Para avaliar o desempenho do P. sanguineus e do 

T. versicolor sobre soluções de vermelho congo com 

diferentes pH e composições utilizaram-se caldos 

Bushnell-Haas com pH 5 , 0 e 6,0 (caldo BH-5 e caldo BH-6) 

e caldos Bushnell-Haas com 100 mg L-
1 de glicose (caldo 

BHG-5 e caldo BHG- 6) . Nestes caldos foram adicionados 25 

mg L- 1 de vermelho congo e inoculados , separadamente, com 

P. sanguineus e T . versicolor, incubando por 10 dias e 

monitorando a cada 48 horas pela quantificação simultânea 

da absorbância e pH das amostras coletadas . Pela curva-

padrão da absorbância das soluções do vermelho congo foi 

calculada a concentração residual, em mg L- 1, do corante 

em solução , cujos valores são mostrados na figura 14 . 

A figura 14 demonstra que as soluções do vermelho 

congo foram modificadas pela atividade do P. sanguineus e 

do T . versicolor, que é refletido pela diminuição da 

concentração do vermelho congo nas soluções com e sem 

glicose e nos dois pH ao longo do período de incubação . 
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Figura 14 : Pycnoporus sanguineus (Ps) e Trametes versicolor 
(TV), variação da concentração do vermelho congo 
em 10 dias a 35 e 30°C em (a) caldos Bushnell- Haas 
pH 5,0 (BH) e caldo BH com 100 mg.L-1 (BHG) e 
(b) caldo BH pH 6, O (BH) e com glicose . 
Coeficiente de variação ~37,4% , n=5 . 



• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

118 

As ma1ores taxas de redução diária situaram- se nas 

primeiras 48 horas de incubação , alcançando valores entre 

5,5 e 8 O L - 1 , mg d . -1 1a , tanto nas soluções com P. 

sangu~neus como nas soluções com T . versicolor , em todas 

as condições utilizadas durante a experiência . 

Pelas taxas de diminuição diária da concentração 

do ve rmelho congo calculadas nas primeiras 48 horas de 

incubação foi possível observar que a presença de glicose 

no meio de cultura favoreceu a redução da concentração do 

corante nas soluções inoculadas com P. sangu~neus, com 

taxas de 8 , 0 mg L-1 dia-1 no pH 5 , 0 e de 6 , 5 mg 1 - 1 dia - 1 

no pH 6 , 0 . Nas soluções inoculadas com T. versicolor sem 

adição de glicose ocorreram as maiores diminuições da 

concentração do vermelho congo , com valores de 8 , 0 e 7 , 0 

mg nas soluções com pH 5 , 0 e 6 , o 1 

respectivamente . 

A partir de 48 horas de incubação a situação se 

manteve idêntica , pois nas soluções sem glicose 

inoculadas com o P . sangu~neus as taxas médias de 

diminuição da concentração do vermelho congo ficaram 

situadas entre 1 , 5 e 1,8 mg L-1 dia-1 e nas soluções com 

glicose as taxas variaram entre 2 , 2 e 2 , 3 mg 1-1 dia - 1 . 

Nas soluções com T . versicolor foi poss ível 

observar que as soluções com pH 5 , 0 apresentaram as 

maiores taxas médias diárias de redução da concentração 

do corante, com um valor de 2 ,5 mg L- 1 dia-1, não havendo 

influência da presença de glicose sobre a atividade do T . 

versicolor . Nas soluções com pH 6 , 0 a taxa média diária 
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de reduç ão da co ncentração foi de 2 , 3 rng L-1 dia- 1 nas 

soluções com glicose e de 2 , 0 rng L- 1 dia-1 nas soluções 

sem gl i cose . 

Estes resultados mostraram que, dependendo do pH 

das soluções , a presença de glicose no mei o pode 

in fluenciar a a tividade do T. versicolor, tal corno 

Archibald et al ., ( 1990) constataram ao utilizar o T . 

versicolor no descaramento de efluentes kraft, quando só 

foi obtido descaramento nos meios adici onados de glicose . 

Comparando os valores das reduções da 

concentração do vermelho congo ao final do período de 

incubação vê-se que nas soluções inoculadas com P . 

sanguineus as percentagens de remoção variaram de 60 % nas 

soluções sem glicose a 92 % nas soluções com glicose , 

ambas no pH 6 ' o. Nas soluções inoculadas com T . 

ver si col or as diminuições da concentração do vermelho 

congo variaram de 80 % nas soluções com pH 6 , 0 sem glicose 

a 99 %, obtida nas soluções com pH 5 , O adicionadas de 

glicose . 

A análise de variãncia das variações da 

concentração do vermelho congo nas soluções inoculadas 

com P. sanguineus mostrou diferenças significativas , ao 

nível de significância ~ 0 , 1 %, em relação ao pH , 

composição da solução , tempos de incubação e interação pH 

e composição da solução. Pelo teste de Tuke y ao nível de 

5 :~ de probabilidade, verificou- se que nas primeiras 48 

horas de incubação a diminuição da concentração do 

vermelho congo nas soluções com pH 5 , O adi cionadas de 
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g 1 i cose apresent a ram va l o re s significativamente mai o res 

do que o s obtidos na s outras condições da experiência , 

mas depois de 1 44 horas não houve mais diferenças 

significativas nos va lores da redução da concentração do 

corante . 

A interação ent re a compos ição das soluções e o s 

valores do pH aponta ram que as maiores variaçõ es da 

concentração do verme lho congo o casionadas pelo P . 

sangu~neus, ao nível de significância ~ 1 %, oco rreram na 

presença de glicose em ambos pH , significat ivamen te 

diferente das variações ocorridas nas soluções sem 

glico se . 

A análise de variância da diminuição da 

concentração do verme lho congo nas soluções inoculadas 

com T . versicolor mostraram diferenças significativas, a o 

nível de significância ~ 0 , 1 %, em re l ação aos pH e tempos 

de incubação , enquanto que nas interações p H e 

composi çõe s das soluções , pH e tempo s de incubação , e 

composi çõe s das soluções com tempos de incubação nã o 

apresentaram diferenças significativas . 

O teste de Tukey ao nível de 5 % de probabilidade 

mos trou diferenças sign ificativas na variação da 

concentração do ve rmelho congo em função dos pH e das 

composições da s soluções , com as mai o re s variações 

o c o rrendo nas soluções com pH 5 , 0 é glicose. Constatou-se 

também variações da concentração do vermelho congo com 

diferenças significa tivas em todos os intervalos de 

monito r amento da experiência . 

-------- --------------------------------------------------------------------------~ 
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4. 9 . 2 Vari ação do pH das soluções 

Na figura 15 são mostradas as variações do pH das 

soluções de vermelho congo inoculadas com P. sanguineus e 

com T . versicol or . O monit o ramento do pH das soluções, 

efetuado simultaneamente com o da variação da 

concentração do co rant e teve a finalidade de acompanhar a 

in fluênc ia que a atividade dos dois fungos ocasionar ia 

sobre o valor do pH das diferentes solucõ es durante o 

per íodo de incubação . 

Pela obse rvação dos valores apresentados na 

figura 15 ficou patente que as mai o res variaçõe s dos 

val ores do pH das s oluções com vermelho congo ocorreram 

naquelas com glico se , i noculadas com P. sanguineus e com 

T . v ersicol or , ocorrendo diminuição de 1 , 5 unidades de pH 

nas soluções com pH 6 , O e de 1 , 3 unidades nas soluções 

com pH 5 , 0 . Nas soluções sem gl icose a variação t otal do 

pH não ultrapasso u 0 , 3 unidades a o final do período de 10 

dias de incubação . 

Constatou-se também que nas soluções sem glicose , 

além da variação do pH ser mínima durante o período de 

incubação , a variação do pH nas primeiras 48 horas foi de 

4, 5 ~ , coincidindo com o período onde ocorreram as maiores 

taxas de diminuição da concentração do vermelho congo , 

evidenciando que a diminu ição da absorbãncia das s o luções 

com vermelho congo e , consequentemente , da concentração 

do corante , não ocorreu devido à diminuição do pH das 
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Figura 15 : Pycnoporus sanguineus (Ps) e Trametes versicolor 
(TV), variação do pH das soluções do vermelho 
congo em (a) caldos Bushnell-Haas pH 5,0 (BH) e 
caldo BH com 100 mg . L-1 (BHG) e (b) caldo BH pH 6,0 
(BH) e com glicose, em 10 dias a 35 e 30°C . 
Coeficiente de variação ~ 3%, n=5 . 
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s o luções , mas poss i velmente pela transformaç ã o o u 

de g r adação do co r ante corno decorrência da atividade 

fúngica o u so r ção pelo rnicéli o . 

A an á l ise de variância das variações do pH nas 

s o luções do vermelho congo mostrou que as mesmas foram 

si gnificat ivas em f unção dos fungos e dos tempos de 

incubação , com nível de significância $ 1%. As variações 

do pH devido às interações dos fungos com os corantes e 

c om o s tempos de incubação não apresentarararn diferenças 

significativas . 

O teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade 

mostrou que nas soluções com pH 5 , O a variação entre o 

val o r inicial do pH e o de 48 horas depo is apresentou 

diferença significativa , mas a partir de 48 horas de 

incubação não foram mais constatadas variações 

siginificativas do pH até o fim do período de incubação . 

Nas soluções com pH 6, O o teste de Tukey não 

mo s trou diferenças signifi cativas nas variações do pH nas 

primeiras 96 ~Q~~s de incubação , mas entre 96 horas e 144 

ho r a s de incubação ocorreram variações do pH que foram 

significativamente diferentes do valor inicial. A partir 

de 144 horas de incubação não ocorreram mais diferenças 

significativas nas variações do pH . 

___ _ __ __________________________________________________________ __j 
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4.9.3 Sorção do vermelho congo pela biomassa e 

di s cos de ágar 

A obse r vação das soluções de vermelho congo após 

o período de 10 dias de incubação com P. sanguineus e com 

T. versicolor pos sibilitou visualizar diferentes aspectos 

das soluções em d eco rrência das diferentes composições e 

dos fungos utilizados . 

Nas soluções inoculadas com P. sangu~neus pode-se 

apontar a influência que a presença de glicose ocasionou 

na produção de biomassa , como intensa produção nas 

s oluções com pH 5 , 0 e 6,0 , mas em proporções muito 

inferiores às experimentadas na presença de glicose . 

Também foi possí vel observar que nos micélios produzidos 

pelo P . sanguineus ocorreu sorção parcial do vermelho 

congo , denotada pela l e ve coloração característica do 

corante nos micélios , t a l como ocorreu na aval i ação dos 

fungo s sobre o s corantes em meios solidificados , 

apresentado no sub- subtítulo 4 . 3 . 2 . 

Nas soluções com glicose os líquidos 

sobrenadantes apresentaram aspecto límpido e descorado , 

enquanto que nas soluções sem glicose haviam resquícios 

de corante . No teste de produção d e l acase em caldos BH 

com o vermelho congo d e tectou-se atividade em t odas as 

condições experimentadas nas soluções com P. sanguineus, 

como mostrado no s ub- subtítu l o 4 . 5 .4. Fo r am também 



• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

125 

encontrados resquícios do co rant e sorvidos nos discos de 

ágar utilizado s como inóculo s do P. sanguineus . 

A observaç ão das soluções inoculadas com T . 

versicolor constato u produção de biomassa em todas as 

condições exper imentadas , sendo notado que pra ticamente 

não houve sorção do vermelho congo pelo micélio desse 

fungo , pois o mesmo apresentou a cor branca 

característica , tal como ocorreu com o vermelho congo em 

meio solidificado , quando houve descaramento e produção 

de micélio de cor branca , citado no sub-subtítulo 4 . 3 . 2 . 

Da mesma forma do que foi registrado nas soluções 

do vermelho congo com P. sangu~neus , também nas soluções 

inoculadas com T . versicolor houve sorção do corante 

pelos discos de ágar do inóculo , porém os líquidos 

sobrenadantes apresentaram-se límpidos e descorados , o 

que vem corroborar o fato de que o T. versicolor produziu 

lacase nos caldos BH com vermelho congo , confo rme 

mostrado na tabela 4 . 

Medindo a absorbância das soluções obtidas pela 

extração dos resíduos do vermelho congo dos micélios 

produzidos pelo P. sanguineus e pelo T. versicolor pôde -

se confirmar que não houve sorção do corante pelo micéli o 

do T . versicolor , mas nas soluções do P. sanguineus 

constatou- se mai o r sorção de vermelho congo no micéli o 

produzido na solucão com pH 6 , O adicionada de glicose , 

com um valor de 9 , 0 
- 1 mg L , coincidindo com a condição 
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o nde foi produzida mai o r quantidade de biomassa , j á nas 

solucões com pH 5 , O houve sorção de 7 , 6 mg - l 
L . Este 

fenômeno foi tamb é m observado por Cripps et al . , ( 1990 ) e 

Yesi lada (1995) . 

Para observar as transformações que o P. 

sanguineus e o T. vers icol or ocasionaram s obre o vermelho 

congo tornou-se necessário avaliar o impacto que a sorção 

d o corante pelo s discos de ágar pode trazer aos 

resultados obtidos , podendo causar distorçõe s na 

inte r p r etação da influência que a atividade dos fungos 

podem te r na transformação o u degradação deste corante . 

Dessa forma , pa r a avaliar o grau de sorção do 

vermelho congo pelos discos de ágar foi efetuada uma 

experiência incubando 50 mL de soluções de vermelho congo 

com dois discos de ágar BD com 20 mm de diâmetro , 

idênticos aos utilizados para inocular as s oluções , 

avali ando a concentração residual do v. corante em 

solução após 10 dias de incubação . Os resultados obtidos 

mostraram que houve uma diminuição de cerca de 2 , 8 % do 

corante da solução , co rre spondendo a uma sorção de 0 , 7 mg 

L- 1 durante o perío do de 10 dias de incubação . 
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4.10. Atividade dos fungos sobre o verde 

rnalaquita 

4.10.1 Variação da concentração do corante 

Pela figura 16 observou- se que , da mesma forma 

que c onstatado nas experiências com as soluções do 

vermelho c ongo, também nas soluções com verde malaqui ta 

as maiores taxas de diminuição da concentração do corante 

foram obtidas nas primeiras 48 horas de incubação . Apesar 

dessa similaridade na variação da c oncentração do verde 

malaquita com o ocorrido nas soluções de vermelho congo , 

com verde malaquita as reduções da concentração do 

corante após 10 dias de incubação , em todas as condições 

experimentadas , foram inferiores às obtidas nas soluções 

com vermelho congo . 

As diminuições d a concentração do verde malaquita 

em percentuais inferiores àqueles obtido s nas soluções do 

vermelho congo foram verificadas principalmente nas 

soluções inoculadas com o P . sanguineus , cuja atividade 

na solução com pH 6 , 0 adicionada de glicose propiciou uma 

redução de 40 % da concentração inicial do co rante, mas 

nas out ras condições de pH e composições das soluções 

alcançou uma diminuição total de 28 % da concentração 

inicial do co rante . 

Nas primeiras 48 horas de incubação a mai o r taxa 

diária de redução da concentração do verde malaquita foi 

de 5 , O mg L- 1 dia - 1 , obtida na solução com pH 6 , O e 

glicose , coincidentemente com a única condição em que foi 
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Figura 16: Pycnoporus sanguineus (Ps) e Trametes versicolor 
(TV), v a riação da concentração do verde malaquita 
em 10 dias a 35 e 30°C em (a) caldos Bushnell - Haas 
pH 5, O (BH) e caldo BH com 100 mg.L-1 (BHG) e 
(b) caldo BH pH 6 , O (BH) e com glicose. Coefi-
ciente de variação ~23 , 8% , n=5 . 



• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

129 

detectada produ ção de lacase pelo P. sangu~neus nos 

caldos BH com verde malaquita , como mostrado na tabela 3, 

p o r ém nas soluçõe s com pH 6 , 0 sem glicose não foi 

c o nstatada v ar i ação da concentração do verde mal aqui ta 

nas primeiras 4 8 horas de incubação . 

É p o ssível assinalar também , que nas soluções com 

pH 5 , 0 inoculadas com P . sanguineus praticamente não 

houve diferença nos valores da variação da concentração 

do verde malaquita durante o período de 10 dias de 

incubação , nas soluções com ou sem glicose . Esta 

similaridade na atividade do P . sanguineus nas soluções 

com pH 5 , 0 , evidencia o fato de que neste valor de pH nem 

a adi ç ão de glicose ao meio de cul t ura foi capaz de 

induzir atividade mais intensa do P . sanguineus sobre o 

verde malaquita , ocorrendo uma taxa média diária de 

redução da concentração de O 7 L- 1 , mg nas duas 

soluções . 

A anál is e de variãncia da variação da 

concentração das soluções com verde malaquita inoculadas 

com P . sanguineus mostrou que existem diferenças 

significativas , ao níve l de significãncia ~ 0 , 1 % dos 

val o res da concentração em função do pH , das composições 

das soluçõ es e dos tempos de incubação , com um 

coeficiente de variação~ 13 , 3 % . 

o teste de Tukey , ao nível de 5 % de probabilidade 

demonstrou que as variações da concentração do verde 

malaquita nas soluções com pH 6 , 0 adicionadas de glicose 

são significati vamente maiores das que ocorreram nas 
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outras condições da experi ência . Tamb ém se constatou que 

a diminuição da concentração do ve rde malaquit a nas 

primeiras 48 ho ras de incubação apresentou um valo r 

significativamente maior do que as diminuições obtidas a 

partir de 48 horas de incuba ção , quando não foram mais 

observadas diferenças significativas nas variações da 

concentração do co rante até o fim do per íodo de 

incubação . 

A aplicação do teste de Tukey às médias da 

interação pH e composições das soluções demonstrou que 

nas soluções com P. sangu~neus , pH 6 , O com e sem adi ção 

de glicose as diminuições da concentração do verde 

malaquita não apresentaram diferenças siginificativas 

entre si , mas foram significativ amente diferentes das 

variações de concentração obtidas nas outras condições 

experimentadas . 

Nas soluções inoculadas com T . versicolor também 

foram registradas as maiores taxas de redução da 

concentração do ve rde malaquita nas primeiras 48 horas de 

incubação , variando entre 5,0 e 9 , 0 mg L- 1 dia-1 , valo res 

superiores aos obtidos nas soluções inoculadas com P . 

sanguineus . A diminuição total da concent ração do verde 

malaquita pela atividade do T . versicolor variou de 68 % 

nas soluções com pH 5 , O e glicose até 84 % nas soluções 

com pH 6,0 sem glicose . 

De forma similar ao observado nas soluçõ es com 

verde malaquita inoculadas com P. sanguineus , também nas 

soluções com T . versicolor foi demonstrado que nas 
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soluções com pH 5 , 0 e 6 , 0 a adição de glicose não 

influenciou positivamente as taxas de variação da 

concentração do verde malaqui ta, ficando as taxas médias 

de diminuição em 1,8 mg L-1 dia-1 nas soluções sem 

glicose e de 1 , 7 mg L-1 dia-1 nas soluções com glicose . 

Nas soluções com pH 6, O as taxas médias de diminuição 

foram 2 ,1 mg 1-1 dia-1 nas soluções sem glicose e de 2 , 0 

mg L-1 dia-1 na presença de glicose . 

A análise de variância da var iação da 

concentração das soluções de verde mal aqui ta inoculadas 

com T. versicolor demonstrou diferenças significat ivas 

nas variações do corante em função do pH, mas não se 

registraram diferenças significativas em relação às 

composições das soluções. As médias das variações da 

concentração do verde malaquita apresentaram um 

coeficiente de variação máximo elevado (~ 4 7 , 3 %) , e a 

análise estatíst ica das interações pH e compo sições do 

mei o , pH e tempo s de incubação e composições do mei o e 

tempos de incubação apresentaram diferenças 

significativas ao nível de 5% de probabilidade . 

O teste de Tukey ao nível de 5% de probabilidade 

mostrou diferenças significativas entre as médias da 

variação da concentração do verde malaquita em função do 

pH e composições das soluções , predominando as maio res 

variações nas soluções com pH 61 o sem glicose, 

significativamente diferentes das variações nas s o luções 

com glicose e nas soluções com pH 5 , O, que não 

apresentaram diferenças significativas entre si . 
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As variações da concentração do verde mal aqui ta 

em função dos tempos de incubação apresentaram diferenças 

significativas entre o tempo zero e após 48 horas, não 

havendo diferenças significativas nas variações entre 48 

e 144 horas, mas a partir de 192 horas novamente 

registrou-se diferenças significativas nas variações da 

concentração do v . malaquita . 

4 . 10.2 Variação do pH das sol uções 

Na figura 17 são mostradas as var iações do pH das 

soluções de verde malaquita inoculadas com P. sanguineus 

e com T. versicolor. De forma similar ao registrado nas 

soluções com vermelho congo, observou-se a variação do pH 

junto com as variações da concentração do verde malaquita 

para avaliar a influência dos fungos sobre o corante e o 

pH das soluções durante o período de incubação utilizado 

na experiência . 

A observação da variação dos valores do pH das 

soluções com verde malaquita durante os 10 dias de 

incubação permitiram registrar que, tal como ocorreu com 

as soluções do vermelho congo, as maiores variações do pH 

foram observadas nas soluções com glicose, com diminuição 

de 1 , 3 unidades de pH nas soluções com pH 5 , 0 inoculadas 

com T. versicolor e de 1 , 6 unidades nas soluções com pH 

6 , 0 com P. sanguineus . 

Nas soluções sem glicose a variação máxima 

registrada foi de O, 5 unidades de pH na solução com pH 

5, O inoculada com P. sanguineus . Verificando-se também 
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Figura 17: Pycnoporus sanguineus (Ps) e Trametes versicolor 
(Tv) , variação do pH das soluções do verde 
malaquita em (a) caldos Bushnell - Haas pH 5 , 0 (BH) 
e caldo BH com 100 mg.L-1 (BHG) e (b) caldo BH 
pH 6,0 (BH) e com glicose, em 10 dias a 35 e 30°C . 
Coeficiente de variação ~ 2%, n=5 . 
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que nas primei ras 48 hora s de i nc ubação nas soluções sem 

gl icose o pH var l o u apenas 1, 5 :~ , co incidindo c om o 

per íodo de incubação onde for am regi s tradas as mai o res 

diminuições d a concentração do co rante, p o ssibilitando 

supo r que não foi pela variação do pH que oc o rreu a 

diminuição da concentração do verde malaquita, mas 

possivelmente pe l a atividade enzimática dos fungos, 

causando a transfo rmação ou degrad ação do c o rante . 

Estas variações do pH das soluções, tanto do 

vermelho congo c omo do verde malaquita nas soluções sem 

adição de glico se permitiram inferir que não foi em 

deco rrência de uma acentuada variação do pH que f o ram 

observadas as variações da abs o rbância da s o luções e, 

conseqüentemente, da concentração do corante , tal c omo 

encontraram Cripps et al ., ( 1990 ) ao estudarem a 

biodegradação de corantes azóicos e heterocíclicos pelo 

P . chrysospori um, observando que o descaramento não 

ocorreu devido às variações do pH das s o luçõ es . 

A análi s e de variância da variaç ã o do pH nas 

soluções com verde malaquita mostrou diferenças 

significativas devido aos fungos e aos períodos de 

incubação , ao nível de significância s; 1%, não havendo 

variações significativas dos valores do pH devido às 

interações dos fungos e tempo s de incubação . Estes 

resultados apresentaram similaridade com àqueles obtidos 

com as soluções do vermelho congo , tanto as inoculadas 

com P. sanguine us como as inoculadas com T . vers icol or . 



• • • • • • .. 
• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

135 

Pel o t este de Tukey ao nível de 5 '& de 

probabilidade vê - se que nas soluções com pH 5 , 0 ocorreram 

diferenças si gn ifica tivas entre os valores iniciais do pH 

e o s medido s após 48 horas , mas a partir de 48 horas não 

f o ram mais encontradas diferenças significativas nas 

variaçõ es do pH a té o fim da incubação , tal como ocorreu 

também com as sol uçõ es com vermelho congo . As variações 

do pH em funçã o d o s fungos e das composições das soluções 

mostraram difere nças significativas , com valores ma i s 

distanciados em relação aos valores iniciais do pH , nas 

soluções com P. s anguineus adicionadas de glicose . 

Nas soluções com pH 6 , O a análise de variância 

mostrou que as variações do pH foram similares às que 

ocorreram nas soluções com pH 5 , 0 , mas nas primeiras 96 

horas de fermentação a variação do pH não foi 

significa ti v a, s ó apresentando diferenças significa ti v as 

entre 96 e 144 h o ras. A partir daí as variações não foram 

significativas até o fim do período de incubação. As 

variações do pH devido à atividade dos fungos e das 

composições das soluções mostraram os maiores valores nas 

soluções com P. sanguineus e glicose . Nesta condição 

observaram-se diferenças significativas nas variações do 

pH pela interação fungos e composição das soluções . 

4.10.3 Sorção do verde malaquita pela biomassa e 

d i scos de ágar 

Observando as soluções de verde rnalaquita após o 

período de 1 O dias de incubação Com P. sanguineus e com 

------- -------------------------------------------------------~ 
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T. versicolor foi possível assinalar que na presença do 

verde malaqui ta não se constatou produção de biomassa 

pelo P. sanguineus em todas as condicões experimentadas, 

mesmo nas soluções adicionadas de glicose não houve 

crescimento micelial . 

Também pode ser observado que nas soluções com P . 

sanguineus praticamente não ocorreu mudança na 

intensidade da cor original das soluções, permanecendo os 

líquidos sobrenadantes límpidos e os discos de ágar 

apresentando sorção de verde rnalaquita em todas as 

condições experimentadas . 

Com as soluções inoculadas com T. versicolor, 

entretanto , as condições das soluções após o período de 

10 dias de incubação foram diferentes das observadas nas 

soluções com P. sanguineus, pois ocorreu descaramento 

total dos líquidos sobrenadantes e produção de biomassa 

em todas as condições experimentadas. Houve também sorção 

do corante tanto pelo micélio como pelos discos de ágar , 
-1 numa proporção de 0 ,2 0 rng L nas soluções com pH 6 , 0 sem 

glicose, e de O, 9 mg 
-1 

L nas soluções com pH 5,0 e 

glicose, condições em que foram observadas as maiores 

produções de biomassa pelo T . versicolor . 

A avaliação da influência que os discos de ágar, 

utilizados corno inóculos , pudessem ter ocasionado na 

concentração do verde malaquita pela sorção de parte do 

corante pelo ágar BD do inóculo foi efetuada uma 

experiência similar à conduzida com as soluções do 

vermelho congo , adicionando-se dois discos de ágar em 50 
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mL de solução do verde malaquita e incubando durante 10 

dias . A quantificação das concentraçõ es residuais de 

verde malaquita em solução mostraram que a sorção do 

verde malaquita pelos discos de ágar oco rreu numa 

proporção superior ao obtido com o vermelho congo , com 

uma diminuição da concentração em to r no de 12 %, 

correspondendo a uma sorção de 3 , 0 mg L-
1 durante o 

período de 10 dias de incubação . 

4.11 Avaliação da transformação ou degradação dos 

corantes pelos fungos 

Estudos sobr e a atividade de fungos degradadores 

de madeiras sobre corantes em solução foram realizados 

por diversos pesquisadores , tal como Glen e Gold (1983 ) 

que estudaram a degradação de corantes pol i méricos , Chao 

e Lee (1994) que avaliaram fontes de ca r bono na 

degradação de co r antes azóicos e Ollikka et al ., (1 993 ) 

que estudaram a atividade de fungos sobre corantes do 

tipo azóicos , do trifenilmetano , heterocíclicos e 

p o liméricos . 

Nas experiências rea lizadas , as maiores variações 

da concentração do vermelho congo ocorreram nas soluções 

com glicose inoculadas c om P. sanguineus , a l cançando um 

percentual de 88 %, 
-1 

ou remoção de 22 mg L nas soluções 

com pH 5 , O e de 92 %, ou 23 mg L -
1 nas solucões com pH 

6 , 0 . Nas soluções inocul ada s com T . versicolor as maiores 

remocões do vermelho congo oco rreram no pH 5 , O, 
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alcançando 9 8 '/, , 
-1 ou 2 4,5 mg L nas soluções sem glicose e 

de 99 '1, , 
-1 o u 24,7 mg.L na solução com glicose. 

Nas so luções com verde malaquita as variações 

f o ram menores do que as que ocorreram com o vermelho 

c o ngo, com uma diminuição máxima de 40 %, ou de 10 mg L-
1 

nas soluções com pH 6,0 e glicose inoculadas com P . 

-1 sanguineus e de 84 %, ou 21 mg L nas soluções com pH 6,0 

sem glicose e inoculadas com T. versicolor . 

Por estes resultados objetivou-se encontrar uma 

forma de avaliar a proporção que a atividade enzimática 

teria na transformação ou degradação destes corantes . 

Assim, considerando os relatos de Capalash e Sharma 

(1992), que observaram que a redução da concentração dos 

corantes ocorria por uma conjugação de produção de 

enzimas e de biomassa, foi feita uma experiência para 

quantificar a influência que a biomassa e os discos de 

ágar BD do inóculo pudessem ter sobre a diminuição da 

concentração do vermelho congo e do verde mal aqui ta em 

solução . 

A quantidade de vermelho congo que sofreu sorção 

pelo micélio do P. sanguineus no período de 1 O dias de 

-1 
incubação foi de 7,6 mg L nas soluções com pH 5,0 e de 

-1 9, O mg L nas soluções com pH 6, O, ambas com adição de 

glicose. Considerando ainda que nos discos de ágar houve 

sorção de cerca de 0,7 L
-1 mg no mesmo período de 

incubacão, pode - se registrar que das 22 e 23 mg L -
1 

de 

remoção do vermelho congo nas soluções com pH 5 , 0 e 6,0 

inoculadas com P. sanguineus, a remoção de cerca de 62 % 
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no pH 5 , 0 e 5 8 ~ no pH 6 , 0 oco rreu devido à atividade do 

fungo , ficando a sorção parcial do corante pela biomassa 

responsável pe la r emoção de 3 5 ~ no pH 5 , 0 e de 39 ~ no pH 

6 , 0 , sendo de 3 ~ a remoção do corante nos dois pH devido 

à sorção pelos di sco s de ágar . 

Nas soluções de vermelho congo inoculadas com T . 

versicolor constato u-se que a diminuição do c orante 

ocorreu principalmente pela atividade do fungo , pois uma 

r emoção de 97 % ocorreu devido a a ti v idade fúngica e 3 :>: 

pela so r ção do corante pelo s discos de ágar , uma vez que 

não foi constatada sorção pela biomassa produzida pelo T . 

versicolor durante o período de incubação . 

Nas soluçõ es com verde malaquita f o ram 

constatadas sorções do corante nos micéli o s do T . 

-1 versicolor nos valo res de 0 , 2 mg L nas soluções c om pH 

-1 
6 , O e de O, 9 mg L nas soluções com pH 5 , O, ambas sem 

glicose, enquanto que nas soluções com P. sangui n e us não 

foi observado crescimento micelial . As experiências c om 

discos de ágar nas s o luções com verde malaquita mostraram 

-1 uma sorção de 3 , O mg L . 

Nas soluções com pH 5 , 0 sem glicose com T . 

versicolor a remoção do verde malaquita foi da o rdem de 

85 % devido à atividade do fungo , 1% pela sorção do 

corante pelo micél i o e de 14 % pela sorção dos disco s de 

ágar . Nas soluções inoculadas com P. sangu~neus onde 

ocorreu maior remocão da c oncentração do verde malaquita , 

cerca de 70 % deveu- se à atividade do fungo e 30 ':: pela 

sorção do corante pelo s discos de ágar do inóculo . 
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Pelos r e sultados pode-se traçar uma relação 

e stre ita entre a variação da concentração dos corantes e 

a p rodução de b i oma ssa, principalmente nas soluçõ es do 

verme lho c ongo inoculadas com P. sanguineus . Já c om as 

s o luções do verde malaquita não foi observada relação 

entre as remoções do corante com a produção de biomassa . 

Nas s o l uções de vermelho congo inoculadas c om T . 

v ers icol or c aracterizou-se a correspondência entre a 

quantidade de biomassa produzida pelo fungo e a remoção 

do corante mas, de forma similar ao que ocorreu com as 

soluçõ es de v erde malaquita inoculadas com P. sanguineus , 

também nas soluções com T . versicolor não se observou 

relação entre biomassa e variação da concentração do 

corante . 

Comparando a variação da concentração dos do is 

corantes, monito radas em intervalos de 48 horas durante 

10 dias de incuba ção através da análise de variãncia e do 

teste de Tukey d e d iferença de médias ao nível de 5 % de 

probabilidade, foi possível estabelecer que os mais 

impo rtantes resultados estatísticos do presente trabalho 

podem ser resumidos como segue . 

1) A análise de variância das concentrações dos 

corantes ao longo dos 10 dias de incubação , em função dos 

fungos, dos período s de monitoramento, dos pH e das 

composições das soluções mostraram diferenças muito 

significativas (p < 0,1 %); 

2) A análise de variância das concentrações dos 

corantes em f unção da interação corantes, pH e 

- ~ _ _ ______________ ..:,.._ ____ _ 
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composições das soluções mostraram diferenças 

significativas (p < 7 ~t ) ; e da interação fungos , pH e 

composições das soluções também mostraram diferenças 

significativas (p < 4 ~ ) ; 

3) Pela análise de variância pode-se concluir que 

a atividade degradadora do P . sanguineus diferenciou- se 

significativamente da atividade do T . versicolor devido 

às variáveis pH, composições das soluções , tipos de 

corantes e duração dos períodos de incubação . 

A aplicação do teste de Tukey , ao nível de 5% de 

probabilidade, às médias das concentrações dos co r antes 

ao longo do período de incubação permitiram obter os 

seguintes r esultados : 

1) O ve rme lho congo apresentou as maiores 

variações de sua concentração em relação às variações do 

verde malaquita, significativamente diferentes, sendo 

mais suscetível à a tividade fúngica ; 

2) As maiores variações das concentrações dos 

corantes ocorreram nas soluções com pH 6 f o f com 

diferenças significativas das variações da concentração 

obtidas nas soluções com pH 5 , 0 ; 

3) As maiores variações das concentrações dos 

corantes ocorreram nas soluções com pH 6 , 0 adicionadas de 

-1 100 mg L de glicose, com diferenças significativas das 

variações obtidas nas soluções sem glicose ; 

4) As mai o res variações da concentração dos 

corantes ao l ongo do período de i ncubação oco r re r am nas 



• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

- - ---·--··- ---

142 

soluções com vermelho congo, tant o nas soluções com e sem 

adição de glicose, sem diferenças significativas ; 

5) As variações das concen t rações das soluções do 

verde malaquita apresentaram diferenças significativas 

entre Sl, com as maiores variações ocorrendo nas soluções 

com glicose; 

6) as va riações das concentrações das soluções 

com verde malaquita em função das composições das 

soluções foram menores e diferiram significativamente, 

das variações das concentraçõ es das soluções do verme lho 

congo ; 

7) Não foram constatadas diferenças 

significativas, nas variaçõe s das concentrações das 

soluções do vermelho congo em função dos val ores do pH 

das soluções; 

8) As variações das concentrações das soluções do 

verde mal aqui ta foram significativamente meno res do que 

as variações que ocorreram nas soluções com ve rme lho 

congo, sendo também diferentes entre si, com as maiores 

variações nas s oluções com pH 6 , 0 . 

É impo rtante considerar que no próx imo sécul o a 

indústria terá, cada vez mais, a necessidade imperiosa de 

considerar os fatores ambientais quando planejar novos 

processos , bem como todos os processos serão, por sua 

vez, objeto de estritas regulamentações ambientais. A 

geração de resíduos industrais tornar-se-á anti-econõmica 

bem como dispendiosa em termos ambientais, pois o 
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conceito de que " o poluidor paga" assegurará que mui to 

mais atenção deverá ser dada ao tratamento dos resíduos 

industrais . 

Os processo s biológicos exercem importante papel nos 

processos de tratamentos dos resíduos industriais , 

atuando através de consórcios bacterianos desconhecidos, 

como ocorre nos processos de lodos ativados. Mas deve-se 

considerar que o uso de organismos conhecidos propiciará 

um maior contro le e otimização dos processos de 

tratamentos biológicos, possibilitando ampliar as 

aplicações dos mesmos a resíduos recalcitrantes ou de 

baixo grau de bi odegradação pelos tratamentos atualmente 

aplicados . 
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5 - CONCLUSÕES 

Os resultados que foram obtidos e discutidos no 

presente trabalho possibilitaram extrair as seguintes 

conclusões : 

a) O P. sangu~neus e T. versicolor crescem tanto 

em meios de cultura líquidos e semi-sólidos, com o P • 

sangu~neus apresentando as maiores taxas de crescimento; 

b) O T . versicolor produziu mais lacase em 

cultura estática em caldo de extrato de malte e pH 6 , 0 e 

o P. sanguineus em cultura agitada; 

c) A ausência de uma fonte de carbono inibiu a 

produção de lacase pelos dois fungos; 

d) Os dois fungos descoraram anilinas em solução 

e em meios solidificados , com o T. versicolor 

apresentando maior eficiência no descaramento; 

e) O grau de descaramento dos corantes não está 

diretamente relacionado com a produção de biomassa pelos 

dois fungos; 

f) O vermelho congo foi mais suscetível à 

atividade dos dois fungos do que o verde malaquita; 

g) As maiores taxas de remoção dos corantes das 

soluções ocorreram nas primeiras 48 horas de incubação . 

r;,· I -it'.· ·,\..rr.~O 

..J. l :.~-:.: ("! ... 
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APÊNDICE I. Abreviaturas utilizadas no texto 

Estirpes de Basidiomycetes 

Códigos Estirpes 1 

P. sangu~neus Pycnoporus sanguineus , estirpe 20 - ICN 

T. versicolor Trametes versicolor, estirpe 74 - ICN 

Meios de cultura líquidos e soluções 

Códigos Meios de cultura 1 

Caldo EM Caldo extrato de malte 

Caldo EMG Caldo extrato de malte + 100 mg L-1 de glicose 

Caldo BH caldo mineral Bushnell-Haas 

Caldo BHG caldo Bushnell-Haas + 100 mg L- 1 de glicose 

SYR-E solução 1 rnM de siringaldazina em etanol 

SYR-M solução 1 mM de siringaldazina em metanol 

TAMPÃO solução tampão citrato-fosfato 0 ,1 M, pH 5,1 

Meios de cultura sólidos 

Códigos Meios de cultura 1 

ágar BD ágar batata dextrose 

ágar BDT ágar batata dextrose com 0,5 % de ácido tânico 

ágar EM ágar extrato de malte 

ágar FT ágar batata dextrose com 6,0 % farelo de trigo 

V. Congo solução 25 mg L-1 de vermelho congo + 2 % ágar 

V Malaquita solução 25 mg L - 1 de .verde malaquita + 2 % ágar 

V.Cristal solução 25 mg L- 1de violeta cristal + 2 % ágar 

A metileno soluçâo 25 mg L - l de azul metileno + 2 % ágar 
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APÊNDICE II. Agar batata d ex t r o se (ágar BD ) 

Ingredientes Concentração (g. L-1 ) 
ágar batata dextrose 39, 0 g 

água destilada 1 000 mL 

Após aquecimento para dissolução do meio 

desidratado, o pH foi ajustado para o valor desejado com 

acréscimo de 0,2 unidades e autoclavado por 15 minutos a 

105 kPa (1210C). O meio ágar batata dextrose utilizado é 

da marca Merck, artigo 10130 . 

Agar extrato de malte (ágar EM) 

Ingredientes Concentração (g. L-1) 
extrato de malte 30,0 g 

peptona 5 , 0 g 

ágar 15, 0 g 

água destilada 1000 mL 

Apó s aquecimento para dissolução dos ingredientes, o 

pH foi ajustado para o valor desejado com acréscimo de 

0,2 unidades e autoclavado por 15 minutos a 105 kPa 

(1210C). O extrato de malte utilizado é da marca Merck, 

artigo 5391, a peptona Oxoid, código 137 , e o ágar Merck, 

artigo 1614 . 
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APÊND I CE III. Agar batata dextrose com ácido tânico 

(ágar BDT) 

Ingredientes Concentração (g L-1 ) 

ágar batata dextrose 39,0 g 

ácido tânico 5,0 g 

água destilada 1000 mL 

Após a mistura dos ingredientes e ajuste do pH no 

valor desejado com acréscimo de 0 , 2 unidades, autoclavar 

por 15 minutos a 105 kPa (1210C) . 

Agar farelo de trigo (ágar FT) 

Ingredientes Concentração (g L- 1) 

farelo de trigo 60 , 0 g 

ágar 20 , 0 g 

água destilada 1000 mL 

Adicionar água ao f arelo de trigo e aquecer durante 

5 minutos em forno de microondas na potência máxima , 

esfriar, ajustar o pH no valor desejado acrescido de 0 , 2 

unidades . adicionar o ága r e autoclavar por 15 minutos a 

105 kPa (12loC) . 
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APÊNDICE IV. Ca ldo de extrato d e malte (c aldo EM ) . 

Ingredi e nt es Con centração (g. L-1) 

extrato de malte 30 , 0 g 

peptona 5 ,0 g 

água destil ada 1000 mL 

Após aquecimento para dissolução dos ingredientes, o 

pH f o i ajustado para o valo r desejado com acréscimo de 

0,2 unidades e autoclavado por 15 minuto s a 105 kPa 

Caldo mineral de Bushnell e Haas (caldo BH ) 

Ingredientes Concentração 

(g . L-1) 

sulfato de magnésio (MgS04 ) 

Cloreto de cálcio (CaCl2) 

Fosfato dibásico de Potássio (KH2P04) 

Fosfato monobásico de Potássio (K2HP04) 

Nitrato de amônia (NH4N03) 

Cloreto férrico heptah i dratado (FeCl3.6H20l 

0,20 

0,02 

1,00 

1 , 00 

1,00 

0,05 

Após dissolução dos ingredientes, o pH foi ajustado 

no valor d e sejado acrescido de 0,2 unidades e autoclavado 

por 15 minutos a 105 kPa (121oc) . 

g 

g 

g 

g 

g 

g 
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APÊNDICE V 

- . 
Espe c tro de varredura de uma solução 25 mg L de 
v. malaqu it a e m água destilada. 

~ 

580 590 600 610 620 630 640 650 660 

Comprimento de onda (nm) 

Espectro de varredura de uma s o lução 25 mg L de 
v. congo em água des ti lada . 

o' 00 ,___.__ _ _J__--L _ ____J_J_ _ _L__ _ _.L__----l.. _ ___J,___...L-_---L-_ __J 

420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 

Comprimento de onda (nm) 
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APÊNDICE VI. Soluções 1 mM de si ringalda zina em 

etanol e met a nol (soluções SYR-E e SYR-M) 

Composição solução SYR-E 

Ingredi entes Concentração (g . L-1 ) 

siringaldazina 360,4 mg 

etanol p.a . 1000 mL 

Composição solução SYR-M 

Ingredientes Concentração (g . L-1) 

siringaldazina 360,4 mg 

metanol p.a. 1000 mL 

Conservar ambas as soluções a + 4°C, em frasco 
âmbar . 

So lução tampão cit rato fosfato 1M, pH 5 ,0 ± 0 ,1 . 

Misturar doi s volumes de solução 1 M de fosfato 

monobásico de potássio (K2HP04) com um volume de solução 

1 M de ácido cítrico (192 g de C6Hg07 ou 210 g C6Hs07.H20 

por litro) e ajustar o pH com qualquer uma das soluções 

componentes . 

AOAC, 15a Edição , 1995 . 

-------------------------------------------------------------~~------~ 
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APÊNDICE VII. Origem e denominaçõ es das estirpes de 

Basidiomycetes utilizados na pesquisa . 

Pycnoporus sanguineus (L. ex Fr.) Murr . 

Boletus sanguineus L., Sp. Plant., 2nd. ed., p . 

1646. 1763 . 

Polyporus sanguineus L. ex Fr., Syst. Mycol. 1: 371 . 

1821 . 

Pycnoporus sanguineus (L. ex Fr. ) Murr., Bull . 

Torrey Bot. Club, 31: 421 . 1904 . 

Trametes versicolor (L. ex Fr.) Pilát 

Boletus versicolor L., Sp. Plant., p. 1176. 1753 . 

Polyporus versicolor L. ex fr., Syst. Mycol. 1: 368 . 

1821. 

Coriolus versicolor (L. ex Fr.) Quél., Ench . Fung., 

p. 175. 1886 . 

Silveira e Guerrero (1991) . 

Apêndice 10. Fórmulas para cálculo da atividade da 

enzima 1acase em unidades enzimáticas/3 mL . 

Unidades enzimáticas/3 mL = ~ Abs. x 1.000 

~ Abs. = Absorbância final - Absorbância inicial, 

medida em 525 nm, no 

intervalo de 1 minuto . 
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APÊNDICE VIII . Fórmulas para o cálculo da dispersão 

dos valores dos resultados obtidos com num intervalo de 

confiança de 95 % . 

x = média dos valo res 

s = desvio padrão 

n = número de repetições 

E = erro padrão da média E = s/ ...J n 

Intervalo de confiança 95 % 

X± t 0 , 05 . E 

Coeficiente d e variação 

cv = s/x . 100 

. . 
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APÊNDICE I X: Curvas-padrão da abs o rbâ nci a das 
s ol uçõ e s do v. congo med i da em 48 8nm e do v . ma l aqu i ta, 
med i da e m 617nm. Fo ram reali zada s 3 leituras, obtendo - s e 
um c . v. ~ 8 , 5 f, no v. congo e c . v. ~ 8,1 % par a o v . 
malaquita . 

Vermelho congo 

0.18 ,--------,-------------,--------,-------.-- --- --,. .. 

E 0.16 +------+-------+-------+------4----111!::....-~ 

~ 0.14 +------+-----~-------+-----""-~----~ 
co 
~ 0.12 +------+-----~------~~~~---+-----~ 
E 
Ql 0.1 
~ 
'õ 0.08 +------+-----~---:::;oo,.r:::.~--~--------1------~ 
c 
~ 0.06 +------+-----,,r:;.--1-------+--------1------~ ... 
o 
] 0.04 +------+---:.~=-----~-------+------l--------1 

< 0.02 +-------,~.-.:::...-+-----~-----~------+-----~ 

o~=-------+-----~-------+------l--------1 

O.Omg 0.5 mg 1.0 mg 1.5 mg 2.0 rng 2.5 mg 

concentração da solução (mg/1 00 ml) 

Verde malaquita 

0.4 ~-----~----------,-----~-----~------. 

~ 0.35 +------+---- ---1------+---- ---+---- -----,,...-. 
O) <D 0,3 +------+-------+------+------""'""~=-----------1 
.-
~ 025 ~-----+-----~------+~~~---+------~ E . 
: 0.2 +------+-------+------::::;_,...:::::._-+-------+---- - -----1 
'(j 
c 0.15 +------+-- - -----::.A=------+- ------+---- ------1 
'"' .c o 0,1 ~-----+-~~=----~------+------+------~ 

11'1 

=i 0.05 ~----:::::;;;o,.,.=--+-----~------+------+-------1 

o ~~----~----~-------+------+----------

000 mg 0.5 mg 1.0 mg 1.5 mg 2.0mg 2.5mg 

concentração da solução (mg/1 00 ml) 
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Apêndice X: Análise de variância dos valo r es da 
concentração do vermelho con go nas so luçõe s 
inocul adas com P. sangui neus em função do pH, 
meio de cultura e período d e incubação . 

Fontes de G.L . S . Q. Q. M. F Prob . >F 
variação 

PH 1 0 , 52873E - 02 0 , 52873E- 02 18 , 853 0 , 0000 

Meio 1 0 , 21252E - 01 0 , 21252E- 01 75 , 78 1 0 , 0000 

Período 5 0 , 13206 0 , 264 12E- 01 94 , 182 0 , 0000 

PH*me i o 1 0 , 22333E- 02 0 , 22333E- 02 7, 96 4 0 , 006 4 

Resídu o 63 0 , 17668E- 01 0 , 2804 4E-03 

TOTAL 71 0 , 178500 

-Medla geral 0 , 072292 -Coe flc l e n te de var l açao 23 ,1 7% 

Apêndice XI: Análise de variânc i a dos valo r es d a 
concent ração do vermelho congo na s so l uções 
inoculada s com T. versicolor em função do pH, 

'me io de cultu r a e pe r íodo d e incubação . 
Fontes de G. L . S . Q. Q. M. F Prob. >F 
v a r i ação 

PH 1 0 , 9893E- 02 0 , 9893E- 02 74 , 477 0 , 0000 

Me io 1 0 , 6722E-03 0 , 6722 E- 03 5 , 060 0 , 0287 

Pe r íodo 5 0 , 18880 0 , 3776E- 01 284 , 259 0 , 0000 

PH * me io 1 0 , 7220E - 03 0 , 7220E- 03 5 , 435 0 , 0236 

PH * pe r í odo 5 0 ,41 52E- 03 0 , 830 5E- 0 4 0 , 625 ****** 

Mei o*período 5 0 , 8 522E- 03 0 ,1 70 4E- 03 1, 283 0 , 28 50 

Resíduo 53 0 , 70 40E-0 2 0 , 1328E- 03 

TOTAL 71 0 , 38 47 46 

Médla geral = 0 , 059 000 -Coeflc l ent e de varl açao 1 9, 53 % 
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Apêndice XII: Análise de variância dos valores da 
concentração do verde malaquita nas soluções 
inoculadas com P . sanguineus em função do pH , 
meio de c ultura e período de incubação . 

Fontes de G. L . s . Q. Q. M. F Prob . >F 
variaçâo 

PH 1 0 , 2838 0 , 2838 296 , 315 0 , 0000 

Meio 1 0 , 1425E- 01 0 , 1425E- 01 14 , 877 0 , 0003 

Período 5 0 , 5064E-01 0 , 1012E- 01 10 , 573 0 , 0000 

PH*meio 1 0 , 3240E- 02 0 , 32 40E-02 3 , 382 0,0706 

resíduo 63 0 , 6035E- 01 0 , 9580E- 03 

TOTAL 71 0 , 41228 

, 
Med1a geral 0 , 232764 -Coef1c1ente de var1açao 13, 30 % 

Apêndice XIII: Análise de variãnc i a dos v alores d a 
concentração do verde malaquita nas soluções 
inoculadas com T. versicolor em função do pH , 
meio de cultura e período de incubação . 

Fontes de G. L . S . Q. Q.M. F Prob.>F 
variação 

PH 1 0 , 18798 0 , 18798 51 , 659 0 , 0000 

Meio 1 0 , 50 16E- 02 0 , 5016E- 02 1 , 379 0 , 2456 

Período 5 0 , 41300 0 , 8260E-0 1 22,699 0 , 0000 

PH*meio 1 0 , 1739E- 01 0 , 1739E-01 4 , 779 0 , 0332 

PH*período 5 0 , 9564E- 02 0 , 1912E-02 0 , 526 ****** 

Meio*período 5 0 , 2544E- 02 0 , 5088E- 03 0 , 140 ****** 

res íduo 53 0 , 19286 0 , 36389 

TOTAL 71 0 , 87 3498 

Média geral 0 ,1 27486 Coeficiente de var1ação 47, 32 % 
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Apêndice XIV: Análise de variância dos valo res do pH das 
soluções em função dos fungos, corantes e 
período de incubação . 

Fontes de G. L . S . Q. Q.M . F Prob . >F 
variação 

Fungo 1 0 , 248645 0 , 248645 18 , 702 0 ,0124 

Corante 1 0 , 218405 0,218405 16,428 0 , 0154 

Período 4 1 , 146220 0 , 286555 21 , 554 0 , 0057 

Fungo* corante 1 0 , 47045E- 01 0 , 47045E-01 3 , 539 0 , 1331 

Fungo*per íodo 4 0 , 1591800 0 , 39 795E- 01 2 , 993 0 , 1567 

Corante*perío 4 0 , 50420E- 01 0 , 12605E-01 0 , 948 ****** 
Resíduo 4 0 , 53180E- 01 0 , 13295E- 01 

TOTAL 19 1 , 923095 
/ Medla geral 6 , 2005 -Coeflclente de var1açao 1 , 86 % 

Apêndice XV: Análise de var1ancia dos valores do pH das 
soluções com pH 5 , 0 em função dos fungos , meios 
de cultura , corantes e período de incubação . 

Fontes de G. L . S . Q. Q. M. F Prob . >F 
variação 

Fungo 1 0,267008 0 , 267008 5 , 098 0 ,0 301 

Corante 1 0 , 99008E- 0 1 0 , 99008E-01 1,890 0 ,1 777 

Período 5 3 , 506025 0 , 70 12050 13,387 0,0000 

Meio 1 6 , 26 4075 6 , 264075 119 , 59 0 , 0000 

Fungo* corante 1 0 ,40 333E- 02 0 , 40333E- 02 0 , 077 ****** 

Fungo*meio 1 0 , 10800E-01 0 , 10800E-01 0 , 206 ****** 

Meio*Corante 1 0 , 1323000 0 , 1323000 2 , 526 0,1207 

Resíduo 36 1, 8856 50 0 , 52379E-01 

TOTAL 47 12 , 168899 

Média geral 4 , 8725 -Coef1c1ente de var1açao = 4,70 % 
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Apêndice XVI: Análise de variân cia dos valo r es do p H d a s 
soluções com pH 6 , 0 em função dos fungos , meio 
de cultura , c orantes e período de i ncubac ão . -

Fontes de G. L . s . Q. Q. M. F Prob . >F 
variação 

Fungo 1 2 , 2 53333 2 , 253333 28 , 172 0 , 0000 

Corante 1 0 , 16333E- 02 0 , 16333E- 02 0 , 020 ****** 

Período 5 4 , 006 717 0 , 8013433 10 , 019 0 , 0000 

Me i o 1 7 , 145633 7 , 145633 8 9 , 337 0 , 0000 

Fungo* co r ante 1 0 , 40833E - 03 0 , 40833E - 03 0 , 005 ****** 

Fungo*me io 1 1 , 353408 1 , 353408 16 , 921 0 , 0002 

Meio* Corante 1 0 , 1474083 0 , 1474083 1 , 843 0 ,1 83 1 

Re s íduo 36 2 , 879450 0 , 79984E- 01 

TOTAL 47 17 , 7 87990 

Mé dl a geral 5 , 590417 Coeflclente de v a rlação 5 , 06 % 
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