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RESUMO 

O processo de tingimento industrial têxtil gera águas residuais contendo moléculas 
tóxicas prejudiciais aos ecossistemas. Os corantes azo encontradas em efluentes de 
têxteis são muito perigosos para saúde dos seres humanos, pois possuem o grupo 
azo (N = N), reativo com ácidos nucleicos da estrutura do DNA. Estes efluentes 
podem ser tratados por métodos físico-químicos e/ou biológicos. No tratamento 
biológico destes efluentes podem ser utilizados os fungos de podridão branca com o 
enfoque em duas vias: a produção de enzimas ligninolíticas (lacase, manganês 
peroxidase e lignina peroxidase) para degradação de moléculas de corantes, e/ou 
pela adsorção destas moléculas à biomassa micelial dos fungos. Neste sentido, o 
alvo desta pesquisa foi a realização de estudos in vivo para seleção de novos fungos 
capazes de realizar a biodegradação de corantes azo. O fungo Trametes cingulata 
JUMAD075 foi selecionado dentre quatro outros, realizada caracterização molecular 
e levado à aprofundamento dos estudos e otimização de condições de cultivo para 
biodegradação. O fungo apresentou atividade de lacase de 10,69 U/mL e 40% de 
descoloração do corante azo Vermelho Reativo 239 (0,2 g/L) em 12 dias. A 
otimização de condições de cultivo do fungo foi realizada através de um 
delineamento experimental multifatorial, para maiores respostas de atividade 
enzimática e descoloração do corante azo. Foi identificada a suplementação ideal de 
sulfato de cobre (2,5 g/L), extrato de levedura (8,5 g/L) e tempo de cultivo (12 dias), 
com produção de 10,290 U/mL de lacase, de 0,016 U/mL de lignina peroxidase, 
0,003 U/mL de manganês peroxidase e descoloração de 64% (m/v) nas condições 
otimizadas.  Foi realizado experimento para análise da eficiência na descoloração 
com pool de enzimas 1% (m/v) (atividade de lacase de 7,332 U/mL) extraídas de 
cultivo otimizado, com diminuição de em média 34% da cor do corante. A biomassa 
do fungo foi analisada por espectroscopia no infravermelho com transformada de 
Fourier, sendo identificada uma possível adsorção de grupos funcionais do corante 
ao micélio fúngico. Em análises de microscopia eletrônica de varredura, foram 
obtidas imagens que permitem diferenciar aspectos que sugerem a via de adsorção. 
Foi possível concluir que o microrganismo T. cingulata JUMAD075 possui 
capacidade de realizar o tratamento de efluentes contendo corantes azo, sendo 
capaz de atuar, por duas vias, a biossorção ao micélio fúngico e a biodegradação 
enzimática.  

Palavras-chave:  Corante azo; Biodegradação; Lacase; Biossorção; Otimização 
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ABSTRACT 

The industrial textile dyeing process generates wastewater containing toxic 
molecules that are harmful to ecosystems. The azo dyes found in textile effluents are 
very dangerous for the health of human beings, as they have the azo group (N = N), 
reactive with nucleic acids of the DNA structure. These effluents can be treated by 
physical-chemical and/or biological methods. In the biological treatment of these 
effluents, white rot fungi can be used with a focus on two ways: the production of 
ligninolytic enzymes (lacase, manganese peroxidase and lignin peroxidase) for the 
degradation of dye molecules, and/or the adsorption of these molecules to the 
biomass fungal mycelium. In this sense, the aim of this research was to carry out in 
vivo studies for the selection of new fungi capable of performing the biodegradation 
of azo dyes. The fungus Trametes cingulata JUMAD075 was selected among four 
others, molecular characterization was carried out and led to further studies and 
optimization of cultivation conditions for biodegradation. The fungus showed laccase 
activity of 10.69 U/mL and 40% decolorization of the azo dye Reactive Red 239 (0.2 
g/L) in 12 days. Optimization of fungus cultivation conditions was carried out through 
a multifactorial experimental design, for greater responses of enzymatic activity and 
azo dye decolorization. The ideal supplementation of copper sulfate (2.5 g/L), yeast 
extract (8.5 g/L) and cultivation time (12 days) was identified, with a production of 
10.290 U/mL of laccase, of 0.016 U/mL of lignin peroxidase, 0.003 U/mL of 
manganese peroxidase and 64% decolorization (w/v) under optimized conditions. An 
experiment was carried out to analyze the efficiency in discoloration with a pool of 
1% (w/v) enzymes (lacase activity of 7.332 U/mL) extracted from optimized 
cultivation, with a decrease of an average of 34% in the color of the dye. The fungal 
biomass was analyzed by Fourier transform infrared spectroscopy, identifying a 
possible adsorption of functional groups of the dye to the fungal mycelium. In 
scanning electron microscopy analyses, images were obtained that allow 
differentiating aspects that suggest the adsorption pathway. It was possible to 
conclude that the microorganism T. cingulata JUMAD075 has the capacity to perform 
the treatment of effluents containing azo dyes, being able to act, by two ways, the 
biosorption to the fungal mycelium and the enzymatic biodegradation. 
 
Keywords: Azo dye; Biodegradation; Laccase; Biosorption; Optimization 
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1 INTRODUÇÃO 

 
As necessidades da atualidade para conservação dos recursos naturais são 

urgentes e todas as ações possíveis devem ser tomadas para minimizar os impactos 

das ações do homem ao ambiente (UNDP, 2020). As diversas fontes de poluentes 

originados da indústria são uma ameaça à saúde humana e ambiental, pois entram 

nas cadeias alimentares efeitos de biomagnificação, afetando diretamente a 

fisiologia dos organismos (ALI et al., 2019). Ainda que demandem responsabilidade 

de suas fontes geradoras, os poluentes industriais continuam sendo os principais 

responsáveis pela deterioração da qualidade dos solos, ar e água.  

Os corantes têxteis utilizados no processo de tingimento de tecidos, são de 

especial importância dentre as fontes industriais de poluição, devido tanto ao grande 

volume produzido (cerca de 7 x 107 de toneladas por ano), quanto ao descarte em 

fontes hídricas de cerca de 10-15% destes corantes presentes em águas residuais 

de tingimento (JAMEE & SIDDIQUE, 2019; KAUSHAL et al., 2021). Estas 

substâncias orgânicas coloridas ou fluorescentes, têm como finalidade transmitir cor 

a um determinado substrato por absorção seletiva de luz (ETAD, 2021).  

Os corantes são classificados conforme suas estruturas moleculares e 

categorias, podendo ser corantes ácidos, corantes azo, corantes básicos, corantes 

dispersos, corantes sulfurados, pigmentos, etc (MENG et al., 2014; YUSUF, 2019). 

Na indústria têxtil, os corantes azo são os mais usados, representando cerca de 

65% (m/v) do total consumido, e isso se justifica, por possuírem um custo-efetivo 

baixo e serem fáceis de manusear (COSSOLIN et al., 2019; BENKHAYA et al., 

2020). Os corantes azo, são particularmente preocupantes devido a interação com 

os ácidos nucleicos do DNA, devido a presença de um ou mais grupos cromóforos 

azo (N = N) (LAWLEY, 1966; FARGHALY e ABDALLAH, 2008; ALI et al., 2019). 

Estratégias de tratamento vêm sendo aplicadas às águas residuárias de 

tingimento, podendo ser usados processos físicos, químicos e/ou biológicos de 

forma associada ou não (PIASKOWSKI et al., 2018). Com o desenvolvimento da 

biotecnologia vem surgindo alternativas para degradação de corantes através da 

aplicação de microrganismos e seus derivados. A utilização de microrganismos para 

a biodegradação é bastante versátil devido as diversas dinâmicas metabólicas 

possíveis, como por exemplo, atividade do maquinário enzimático, que atua na 
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decomposição de maneira não-seletiva (JAMEE e SIDDIQUE, 2019). Deste modo, a 

abordagem biotecnológica é considerada não-perigosa, de baixo custo, mais limpa e 

ambientalmente correta para a redução da poluição ambiental de efluentes 

(GAVRILESCU e GIONFRIDDO, 2005; DORWARD e GILLER, 2022). 

Dentre todos os microrganismos, os fungos de podridão branca são os mais 

eficientes na quebra de corantes sintéticos (PERIASAMY et al., 2019). Este 

diversificado grupo de fungos é compreendido principalmente por fungos do filo 

Basidiomycota, destacando-se dentro da ordem Poriporales, o gênero Trametes sp, 

em estudos de biodegradação de corantes (ERDEN et al., 2011; ZENG et al., 2012; 

LEMUS-GÓMEZ et al., 2018; DIORIO et al., 2021) devido ao mecanismo oxidativo 

de enzimas como as lacases, lignina peroxidases e as manganês peroxidases 

(SOSA-MARTÍNEZ et al., 2020). Frequentemente, o micélio fúngico também é 

utilizado como biosorvente de corantes, devido à sua excelente área superficial 

específica e alta afinidade de componentes da parede celular destes 

microrganismos com grupos funcionais orgânicos (NOURI et al., 2021).  

Dentre os principais desafios, estão os estudos de identificação das 

condições do meio de cultivo que proporcionem maior eficiência na biodegradação. 

O efeito da expressão de enzimas oxiredutases pode ser relacionado a uma série de 

fatores, que vão desde variações nas concentrações da fonte de nitrogênio e 

carbono, até o tempo de cultivo, velocidade de agitação e concentração do corante 

(GALHAUP et al., 2002). Alguns trabalhos comprovam a capacidade de fungos em 

transcrever genes de oxiredutases em diferentes condições, através de diferentes 

rotas genéticas (EL-FAKHARANY et al., 2016; LEGERSKÁ et al., 2018; HUY et al., 

2020).  

Investigar as bases dos de tratamento de efluentes contendo corantes azo, 

buscar por novos microrganismos eficientes e a realizar estudos in vivo para 

identificação dos mecanismos envolvidos na descoloração (biodegradação ou 

biossorção), são formas de contribuir com o desenvolvimento de biotecnologias 

sustentáveis. Sendo levantada as atuais necessidades para o saneamento 

ambiental, o presente estudo pauta-se na identificação da capacidade de 

descoloração de um corante azo por um novo isolado fúngico, podendo gerar 

informações para o desenvolvimento de produtos comerciais a serem utilizados pela 

indústria têxtil no tratamento adequado desta fonte poluente. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Corantes Sintéticos 

Diferentemente da maioria dos outros animais, os humanos têm a 

capacidade de usar e interpretar cores onde não ocorrem naturalmente, imbuindo o 

aspecto colorido a diversos elementos, como vestuário e confecções, papel e 

impressão, arquitetura, fotografia, plástico, body art, veículos, embalagens, 

alimentos e outros (HURLBERT e LING, 2012). O olho identifica estímulos de cores 

de forma conjunta ao cérebro, que por sua vez processa e associa as informações 

que influenciam diretamente no comportamento humano de diferentes formas, como 

produtividade no local de trabalho, interesse por alimentos e até mesmo a escolha 

de parceiros (ROWLAND e BURRISS, 2017). Os diversos processos de tingimento 

industrial utilizados atualmente visam principalmente a publicidade, ou seja, 

aumentar a atratividade de produtos e influenciar diferentes públicos 

(THORSTENSON, 2018).  

De modo geral, os corantes sintéticos são os responsáveis pela maior parte 

dos processos de tingimento industrial, sendo projetados para, quando aplicadas a 

um substrato, transmitirem determinada cor por um processo de fixação. Esta cor 

expressa pela molécula de corante, depende da capacidade de absorver luz na faixa 

visível de radiação eletromagnética (400-700 nm). 

A estrutura majoritariamente responsável pela absorção de luz nas 

moléculas de corante são os grupos cromóforos, frequentemente carregando em 

suas estruturas heteroatomos como, N, O, e S. No entanto, segundo a lei de Witt, o 

que determina a expressão de cor pelo corante é a constituição de um grupo 

cromóforo e um grupo auxocromo. Sendo os cromóforos responsáveis por transmitir 

cor na região visível e os auxocromos por intensificar a cor (BAFANA et al., 2011). O 

grupamento reativo, responsável pela interação significativa, pode variar de acordo 

com o tipo de substrato (Figura 1). As classes de corantes baseando-se em seus 

grupos cromóforos presentes, é mostrada na Tabela 1.  As técnicas de fixação de 

corantes em substratos, seja por adsorção, solubilização ou retenção mecânica, 

ocorre, de modo geral, pela destruição temporária de qualquer estrutura cristalina, o 

que impede ligações químicas iônicas ou covalentes externas e aumenta o tempo de 

ação colorimétrica do produto final (ETAD, 2021). 
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Figura 1 - Estrutura molecular do corante Azul Reativo 4 evidenciando seu grupo cromóforo 

(A), seu grupo reativo (B) e auxocromos (C) 

 

Fonte: Bergamini et al. (2005) 

 

Os corantes sintéticos tomaram espaço importante no mercado e atualmente 

estima-se que existam mais de 100 mil espécies disponíveis comercialmente e que 

mais de 7 milhões de toneladas dessas substâncias são utilizadas por ano no 

mundo (BENKHAYA et al., 2020; TKACZYK et al. 2020). O uso de corantes é 

extensivo em diversos setores da indústria, incluindo têxteis, couro, farmacêutico, 

papel e celulose, impressão, tecnologia de alimentos e cosméticos. O setor têxtil é 

responsável pela maior parte do uso, sendo cerca de 65% do total (ARORA, 2014; 

YUSUF, 2019). 

Estas substâncias solúveis podem ser facilmente adquiridas no Brasil e 

estão disponíveis em diferentes categorias de aplicação: ácido, básico, disperso, 

direto e pigmentos (DE ROSSO e MERCADANTE, 2009; MENG et al., 2014).  
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Tabela 1 - Classificação dos corantes baseado no grupo cromóforo presente 

Classe Cromóforo Exemplo 

Corantes nitro 

 

 

Corantes nitrosos 

 

 

Corantes azo 

 

 

Corantes 
trifenílmetano 

 

 

Corantes Ftaleína 

 

Corantes índigo 

 

 

Corantes 
antraquinona 

 

 

Fonte: Ali (2010) 

 

Os corantes têxteis também podem ser classificados de acordo com sua 

constituição química ou sua aplicação a fibras têxteis e outras aplicações de 

coloração (WALTERS e JOHNSTON, 2005). Os corantes são classificados por seus 

(i) grupos cromóforos em suas estruturas químicas como corantes azo, corantes de 

antraquinona e corantes de ftalocianina, etc. e (ii) seus uso ou métodos de aplicação 

Amarelo Naftol S 

Verde Rápido O 

Laranja de Metila 

Vermelho  
de Cresol 

Verde de Malaquita 

Índigo Carmim 

Azul Reativo 19 
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como, por exemplo, corantes dispersos para poliéster e corantes reativos para 

algodão (SINGH et al., 2012). Azo (monoazo, diazo, triazo e poliazo), antraquinona, 

os corantes triarilmetano e ftalocinina são os grupos de corantes mais utilizados por 

esse setor da indústria.  

Corantes Reativos, Corantes de Cuba e Corantes Azo são utilizados 

geralmente para o tingimento e impressão em fibras de algodão. Já os corantes 

dispersos constituem o maior mercado com cerca de 21% de participação, seguido 

pelos corantes diretos e reativos com 16% e 11%, respectivamente (SINGH et al., 

2012).  

 

2.1.1 Problemas ambientais e corantes sintéticos 

A diversidade de espécies de corantes, segue em expansão sendo 

constantemente criados para diversos fins e este fato gera muitas incertezas sobre 

os possíveis efeitos destas moléculas nos ecossistemas e no metabolismo de 

organismos vivos. Muitas destas moléculas representam um risco ambiental grave, 

tanto pelo grande volume disperso no ambiente, quanto por muitos apresentarem 

propriedades recalcitrantes, xenobióticas e mutagênicas (ALI, 2010; TKACZYK et al. 

2020). Além, de comprovada contribuição para a eutrofização de ambientes 

aquáticos através da redução da fotossíntese e da concentração de O2 em corpos 

receptores, diminuindo a sobrevivência de embriões da ictiofauna 

(JUNGTANASOMBUT et al., 2014; ABE et al., 2017). 

A contaminação dos seres humanos com corantes já foi registrada através 

de pesquisas de análise de sangue e tecidos, sendo encontrados corantes e seus 

subprodutos metabólicos. Estes eventos podem ser oriundos, tanto do consumo 

direto (ingestão da água), quanto indireto através da irrigação agrícola com as águas 

de rios, afluentes e mananciais (ABE et al., 2017; HASSAAN, EL NEMR e 

HASSAAN, 2017). A ação carcinogênica de corantes já foi comprovada em 

pesquisas, onde, por exemplo a banda -N=N- de corantes azo, são responsáveis 

pela interação direta com o sítio ativo de proteínas (FARGHALY e ABDALLAH, 

2008; MATHUR et al., 2012). Degawa e colaboradores (1978), já relatavam 

importante reatividade eletrofílica de estruturas aromáticas de corantes, e 

apontavam seu risco aos organismos. 
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Além dos problemas a nível individual, os corantes sintéticos afetam a 

ecofisiologia de biomas, através da deposição de águas residuais em cursos d’água 

(Figura 2). Este processo que se dá por lixiviação, leva consequentemente, a 

contaminação dos mares e regiões costeiras, estuários de suma importância 

ecológica para a vida no planeta (ZHOU, 2001). Isto se dá por consequência da 

eutrofização gerada pelo impedimento da entrada de luz solar, ou turvação das 

águas, o que gera diminuição da biodiversidade e mudanças na ecologia dos 

sistemas hídricos (ABE et al., 2017; LEGERSKÁ et al., 2018).  

 

Figura 2 – Fluxograma da utilização de corantes azo pela indústria têxtil 

 

Fonte: Próprio autor 
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2.1.2 Corantes azo 

Os corantes classificados como azo, caracterizam-se pela presença de um 

ou mais pares de aminas diazotizadas, acopladas geralmente por uma amina ou um 

fenol ao grupo reativo da molécula (BENKHAYA et al., 2020) Estes corantes 

geralmente são utilizados para o tingimento e impressão em fibras de algodão e são 

os mais utilizados pela indústria têxtil (COSSOLIN et al., 2019). Os corantes azo 

absorvem luz na região visível porquê de sua estrutura química, que é caracterizada 

por um ou mais ligações azo (-N = N-) (Figura 3) (Chang et al., 2001). 

 

Figura 3 - Estrutura química de corantes monoazo, diazo e triazo 

 

Fonte: Próprio autor 

 

Este tipo específico de corantes é bastante reativo com organismos vivos e 

seu DNA e possuem difícil degradação (SINGH, IYENGAR, PANDEY, 2012). A 

quebra das ligações azo dos corantes em processos biológicos anaeróbicos, pode 

gerar produtos ainda mais tóxicos, como as aminas aromáticas, já citadas, e os 

ácidos benzosulfônicos e seus derivados (GREIM et al., 1994; CHENGALROYEN e 

DABBS, 2013). Esses produtos são apontados como os principais responsáveis pela 

atividade mutagênica e carcinogênica das moléculas de corantes sintéticos 

(CHUNG, 2000). Estudos com o corante Vermelho Congo (diazo), por exemplo, já 

demonstraram que os metabólitos de sua biodegradação, como a benzidina (bifenil-

4,4’-diamina), são extremamente tóxicas para seres vivos, sendo associada com 

desenvolvimento de câncer de bexiga (VICTOR et al., 2020) 
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2.1.2.1 Corante Vermelho Reativo 239 

Os corantes Vermelho Reativo 239 (VR239) (Tabela 2) possui apenas um 

grupo cromóforo azo (monoazo), com presença do grupo reativo monoclorotriazínico 

(derivado da atrazina). O corante VR239 é utilizado industrialmente pelo setor têxtil 

para tingimento de fibras de algodão e poliéster (BROSILLON et al., 2008). Este 

corante possui duas fontes reativas com grupamentos hidroxila presentes nestes 

tipos de materiais, essa reação se dá, seja por adição nucleofílica a uma ligação 

dupla ativada (grupo sulfatoetilsulfona), ou, seja por substituição nucleofílica do 

átomo de cloro reativo (grupo monoclorotriazina) (GÜL, ÖZCAN e ERBATUR, 2008). 

 

Tabela 2. Características de dois corantes azo reativos 

Nome 
Massa 
Molar 

Colour 
Index® 

Fórmula 
Molecular 

Abs. 
Máx. 

Estrutura Molecular 

Vermelho 
Reativo 
239 
 
(VR239) 

1136,3 
g/mol 

C.I.RR239 
 
Monoazo 

C31H19ClN7

Na5O19S6 
542 
nm 

 
 
 
 
 
 

BERGAMINI et al., 2009 

Fonte: Bergamini et al. (2009) 

 

Apesar das qualidades industriais destes corantes, não se deve negligenciar 

seus riscos a vida humana e aquática (GHALY et al., 2014). Jungtanasombut et al. 

(2014) verificaram a toxicidade e efeitos do corante VR239 no desenvolvimento de 

peixe-zebra (Danio rerio). A CL50 para estes organismos foi de 1500 mg/L, o que 

classifica uma baixa toxicidade para organismos aquáticos. No entanto, 

deformações morfológicas nos embriões foram notadas a partir de concentrações de 

500 mg/L, e pode reduzir a capacidade de sobrevivência de peixes. 

Este corante possui elevado consumo em países em desenvolvimento 

(consumo de mais de 500 toneladas por ano na índia) (PATIL e SHUKLA, 2015), 

sendo, que existem poucas pesquisas sobre o tratamento biológico de VR239 

(Shewanella xiamenensis G5-03) (COSSOLIN et al., 2019), porém sem pesquisas 

realizadas utilizando microrganismos fúngicos para esse corante. 
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2.2 Fungos da Podridão Branca 

Os fungos da podridão branca são um grupo heterogêneo de fungos que 

pertencem ao filo dos basidiomicetos (Basidiomycota). Mais de 90% de todos os 

basidiomicetos que apodrecem a madeira são do tipo podridão branca (FARACO et 

al., 2009; SEN et al., 2016). Os fungos de podridão branca são mais comumente 

encontrados colonizando angiospermas do que espécies de árvores gimnospermas 

na natureza, e podem causar apodrecimento não seletivo ou simultâneo, enquanto 

alguns WRF degradam a lignina nas paredes celulares de plantas lenhosas em 

maior extensão do que a celulose, e são chamados de fungos de podridão branca 

seletivos (SEN et al., 2016).  

O complexo ligninolítico produzido por estes basidiomicetos vem sendo 

amplamente estudado, e os resultados mostram que muitas destas espécies são 

capazes de degradar a lignina e suas fortes ligações, bem como a biodegradação de 

corantes (Tabela 3) (LEIDIG et al., 1999 RENGANATHAN et al., 2006; ISROI et al., 

2011;; ANASTASI et al., 2011). As enzimas conhecidas como oxiredutases são 

amplamente estudadas pela bioquímica de microrganismos, sendo as Lacases, 

Lignina Peroxidases e Manganes Peroxidases, o principal foco. As enzimas 

produzidas por fungos podem ser caracterizadas como indutivas, isto é, quando são 

induzidas na análise por algum agente indutor (álcool veratrílico, fosfato de cobre, 

etc.), ou constitutivas, quando não há qualquer indutor (LACERDA, 2015). 

Karimiaae-Hamedaani et al. (2007), estudaram os mecanismos de ação de algumas 

enzimas sobre substratos e constatou a atividade dentro de uma ampla faixa de pH, 

sendo resistentes a vários ciclos de catalise oxidativa. 

 

2.2.1 Enzimas ligninolíticas 

2.2.1.1 Lacase 

As lacases (p-difenol: oxidoredutases de dioxigênio, EC 1.10.3.2) são multi-

cobre oxidases azuis, capazes de catalisar a redução de até quatro elétrons de O2 

em meio líquido, além da oxidação simultânea de substratos e fibras orgânicas 

(KWIATOS et al., 2015). Estas enzimas, são aplicadas em diversas áreas da 

indústria incluindo deslignificação, indústrias de papel, branqueamento de corantes 

têxteis e de corantes, biorremediação e desintoxicação de poluentes aromáticos, 
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produção de etanol de biomassa, tratamento de águas residuais e síntese de 

compostos químicos (KWIATOS et al., 2015; HAUTPHENNE et al., 2016; ARREGUI 

et al., 2019). É amplamente encontrada em plantas superiores, fungos, bactérias e 

insetos, porém, os fungos dos filos Basidiomicota e Ascomicota destacam-se como 

os principais produtores de lacases dentre todos os organismos produtores 

(POLLEGIONI et al., 2015). 

As lacases foram identificadas pela primeira vez em 1896 por Bertrand e 

Laborde, estudando fungos saprófitos (THURSTON, 1994). Desde então, a maior 

parte das lacases identificadas e isoladas são de origem fúngica, dos filos 

Ascomycota, Deutheromycota e Basidiomycota, como Phlebia radiata (SALOHEIMO 

et al., 1991), Trametes versicolor (COLLINS e DOBSON, 1997), Pleurotus ostreatus 

(PALMIERI et al., 2000). Algumas espécies de Thrichoderma sp. também são 

reportadas como excelentes fontes produtoras de lacases como T. harzianum 

(RANIMOL et al., 2018), T. atroviride (CHAKROUN et al., 2010), e T. reesei 

(KIISKINEN et al., 2004). A utilização de cultivos consorciados de Thrichoderma sp. 

pode favorecer interações interespecíficas que aumentam a produção de lacases em 

espécies como P. ostreatus (VELÁZQUEZ-CEDEÑO et al., 2007). 

A rota de degradação de do corante Laranja de Metila pela enzima lacase foi 

estudada por Telke et al. (2010), podendo ser observado na Figura 4 a clivagem do 

grupo azo da molécula e a formação de metabólitos intermediários da 

biodegradação. 

 

Figura 4 - Rota de degradação do corante Laranja de Metila por lacase fúngica 

 

Fonte: Ardila-Leal et al. 2021. 
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2.2.1.2 Lignina Peroxidase 

Esta glicoproteína hémica é produzida principalmente por fungos de 

podridão branca e podridão parda. Acredita-se que a lignina peroxidase (LiP) pode 

ter sido formada durante a evolução dos fungos degradadores de lignina, 

promovendo reações de desaminação de produtos de ácidos aminoaromáticos e 

posteriormente o mecanismo extracelular, com a presença da LiP possibilitou a 

degradação da lignina (MOREIRA NETO, 2006). O interesse sobre esta enzima tem 

aumentado recentemente devido a sua capacidade de catalisar uma ampla 

variedade de compostos fenólicos e não fenólicos (ĐURĐIĆ et al., 2021). 

As LiPs são propicias a oxidação da lignina com a geração de radicais livres 

concomitantemente a oxidação de vários metabólitos secretados, como por exemplo 

o álcool veratrílico. Sendo o álcool veratrílico o estimulante mais efetivo para 

produção de LiPs, sendo este um importante componente na catalise oxidativa 

gerada neste processo metabólico (Figura 5). A LiP é oxidada por H2O2 para formar 

dois intermediadores de elétrons, composto I, que oxida substratos por um elétron 

formando outro componente intermediário ainda mais reduzido, o composto II. O 

composto II pode oxidar substratos por um elétron, retornando a enzima ao estado 

férrico. Entretanto, o composto II é muito reativo com H2O2, o que na presença de 

um substrato pobre e em excesso de H2O2, é convertido na forma inativa da enzima, 

o composto III. Álcool veratrílico, quando presente, é um substrato mais favorável 

para o composto II e tem a função de manter a enzima mais resistente aos radicais 

H2O2 formados, auxiliando no ciclo catalítico (VASINA et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
25 

 

Figura 5 - Ciclo da catálise oxidativa da Lignina Peroxidase (LiP)  

 

Fonte: Vasina et al. (2017). 

 

A Lip foi identificada em estudos de degradação de corantes azo sulfonados 

e não sulfonados, sendo observada formação de CO2, bem como hidroperóxido 

sulfofenóis (moléculas de fácil degradação) (CHIVUKULA, 1995). Estas enzimas se 

caracterizam por serem resistentes a muitos ciclos de reação, persistindo no meio de 

cultivo com atividade comprovada sobre corantes sintéticos em até 10 ciclos de 

renovação do corante. Isto ocorre, pois esta enzima mantem-se ativa mesmo em pH 

muito baixo (FERNÁNDEZ-FUEYO, RUIZ-DUEÑAS e MARTÍNEZ, 2014). 

 

2.2.1.3  Manganês Peroxidase 

A MnP é a enzima peroxidase modificadora de lignina mais comumente 

fungos superiores, sendo produzida por quase todos os basidiomicetos 

colonizadores de madeira que causam podridão branca, além de vários outros 

fungos colonizadores de substratos diversos, colonizadores do solo e, também, 

presentes em aterros e lixões (KUMAR e CHANDRA, 2020). 
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Figura 6 - Ciclo da catálise oxidativa da Manganês Peroxidase (MnP)  

 

 

Fonte: Hofrichter et al. (2002). 

 

Preferencialmente a MnP, oxida íons manganês (II) (Mn2+), sempre 

presentes em madeira e solos, na sua forma mais reativa Mn3+, que é estabilizado 

por agentes quelantes fúngicos, como o ácido oxálico, por exemplo. Quelatado o 

Mn3+, por sua vez, com baixo peso molecular, atua como mediador redox difusível 

atacando estruturas fenólicas de compostos orgânicos, o que resulta na formação de 

radicais livres instáveis que tendem a se desintegrar espontaneamente (Figura 6) 

(HOFRICHTER et al., 2002). 

2.3 Biossorção de Corantes por Fungos de Podridão Branca 

A biossorção, isto é, a adsorção de poluentes a um substrato de derivados de 

uma fonte biológica, dentre os diversos métodos para remoção de poluentes 

orgânicos é uma técnica promissora devido ao seu potencial para remoção de 

qualquer classe de elemento tóxico (DHANKHAR e HOODA, 2011) Este processo 

consiste na transferência da massa de moléculas onde há concentração de duas 
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fases, semelhantes ou diferentes e se aderem formando laços físicos ou ligações 

químicas na superfície. A adsorção supera as limitações dos métodos convencionais 

de remoção de corantes em termos de custo, facilidade de operação, com um 

design simples sem demanda de nenhum equipamento especial para o processo 

(KANDISA et al., 2016). Muitos materiais podem ser utilizados como adsorventes de 

baixo custo, incluindo resíduos agroindustriais, subprodutos industriais e materiais 

naturais (YAGUB et al., 2014). 

 

Figura 7 - Esquema estrutural da parede celular fúngica identificado em ressonância 

magnética nuclear (AS = solúveis alcalinos; AI = insolúveis alcalinos) 

 

Fonte: Sintakindi e Ankamwar (2021) 

 

A aplicação de fungos para remoção de poluentes de águas residuárias 

oferece vantagens como, alta área superficial específica, menor formação de lodo, 

produtos finais menos tóxicos, processos ecologicamente adequados, concomitante 

a grande capacidade de degradação enzimática e baixo custo de aplicação. 

Adsorventes fúngicos vem sendo apontados como candidatos úteis para a remoção 

de corantes. Sintakindi e Ankamwar (2021) conduziram uma pesquisa para estudar 
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os mecanismos de adsorçãopem fungos. As interações de adsorção dos corantes às 

paredes celulares dos fungos se dão devido a presença de moléculas como quitina, 

glicoproteínas, lipídios e glucanas (Figura 7). Os diferentes grupos funcionais 

presentes na parede celular dos fungos como ácidos carboxílicos (R-COOH), 

carbonilas (C=O), hidroxilas (OH), amidas (NH2CO) e éster (R-COOR') são 

responsáveis pelas principais interações entre a biomassa fúngica e os poluentes 

orgânicos (PRIGIONE et al., 2008). 

Métodos como espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 

(FT-IR) associados à espectroscopia de ultravioleta e visível (UV-VIS), são eficientes 

para a identificação de atividade de adsorção e descoloração respectivamente. 

Também é possível obter informações através de microanálises e microscopia 

eletrônica de varredura (MEV). Além disso analises de potencial zeta (Malvern 

Zetasizer) que identificam a carga elétrica superficial são considerados um dos 

fatores mais importantes para identificação da biossorção de corantes ´por fungos 

(NOURI et al., 2021). 

 

Figura 8. Micrografia de MEV da biomassa micelial do fungo Trametes versicolor antes (A) e 

após (B) a adsorção do corante azo Vermelho Congo 

 

Fonte: Munagapati et al. (2021) 

 

As análises de MEV são importantes para a identificação de mudanças 

visuais na forma de organização das hifas, como a observação de deformações em 

poros, deposições superficiais de substâncias (corantes, agrotóxicos e outros 

poluentes), além de mudanças em angulações e demais comparações morfológicas 
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que podem ser realizadas entre o controle e os tratamentos (NOURI et al., 2021). A 

Figura 8, obtida no estudo realizado por Munagapati e colaboradores (2021) 

evidencia um número considerável de poros heterogêneos no micélio ante do 

tratamento (Figura 8 A), trazendo a possibilidade do corante ser aprisionado e 

adsorvido nesses poros. Após adsorção (Figura 8 B), a superfície destes poros foi 

coberta com corante, confirmando a adsorção (Figura 2B). 

2.4 Biodegradação de Corantes por Fungos de Podridão Branca 

Para que se comprove que houve biorremediação e que uma solução tóxica 

se tornou atóxica são necessárias análises da composição de espécies moleculares 

presentes nesta solução (Tabela 4). Estas análises podem ser realizadas por 

métodos cromatográficos e espectrométricos, como a cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) acoplada a espectrometria de massas (EM) (CLAE-EM) 

(NAWAHWI, IBRAHIM e YAHYA, 2013).  

 

Tabela 3. Produtos do corante VR239 identificados por CLAE-EM 

Composto 
Fórmula 

molecular 
Massa 
molar 

Número CAS 
Estrutura 
química 

Anilina C6H7N 93,129 62-53-3 

 

Fenol C6H6O 94,113 108-95-2  

Catecol  

C6H6O2 110,112 120-80-9 

 

4-amino-6- cloro-
1,3,5- triazina-2-

ol 
C3H2ClN4O 144,991 

 

38862-29-2 

 

  

Ácido ftálico C8H6O4 166,132 88-99-3 
  

Fonte: Costa Dias (2019) 
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2.5 Tratamento Industrial de Efluentes de Tingimento  

Devido ao grande potencial poluidor de corantes azo, é muito importante que 

as águas residuárias sejam tratadas de modo adequado para remoção destas 

moléculas orgânicas. Os processos de tratamento podem ser físico-químicos ou 

biológicos. 

Os processos físico-químicos, são fundamentais para plantas de tratamento 

de efluentes, sendo responsáveis pela separação de fases através da aplicação de 

forças físicas, como decantação, floculação e filtragem (TOSATO e HALASZ, 2011). 

Dentre os processos físico-químicos utilizados no tratamento de corantes azo, pode-

se ressaltar precipitação química, coagulação e floculação, separação por 

membranas e adsorção. A separação de fases mantém os componentes agregados, 

porém, não elimina ou degrada os poluentes orgânicos, sendo necessária a 

utilização de métodos complementares para maior eficiência no tratamento (TURAN-

ERTAS, 2001). 

Sendo levantada a importância da utilização de métodos de degradação 

efetiva de compostos orgânicos poluentes presentes em águas residuárias, 

destacam-se os processos biológicos, caracterizados pela utilização de organismos 

produtores de enzimas oxidativas, podendo ser bactérias, fungos, algas ou plantas. 

Estes processos se dão com a aplicação direta de enzimas isoladas, organismos 

vivos ou biomassa bruta, podendo ser aeróbicos, quando há presença de oxigênio, 

anóxico, quando há baixos níveis de oxigênio, ou ainda, anaeróbios, quando não há 

presença de oxigênio (GHALY et al., 2014). A maior parte dos tratamentos 

biológicos se concentra na utilização de bactérias e fungos ligninolíticos, devido a 

elevada produção de enzimas, neste sentido, os microrganismos mais importantes 

são os fungos de podridão branca. Ajustes realizados no meio de cultivo destes 

microrganismos ampliam ainda mais sua abrangência e eficiência da detoxificação 

de efluentes industriais (ANASTASI et al., 2011; EL-FAKHARANY et al., 2016; HUY 

et al., 2020). 
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Tabela 4. Tratamento de meio contendo corantes utilizando fungos de podridão branca 

Fungo Reator Corante 
Concent
ração 

Descol
oração 

Mecanismo 
Tem
po 

Referência 

Phanerochaete  
chrysosporium 

Tambor 
rotativo¹ 

Poly R-478  0,1 g/L 19,0% 
Atividade de 
MnP, LiP 

15 d 
Dominguez et 
al., 2001 

Trametes 
versicolor 

Tanque 
agitado² 

Poly R-478 0,2 g/L 80,0% 
Biodegradação 
e Adssorção 

41 d 
Leidig et al., 
1999 

Funalia trogii 
Biomass
a morta³ 

Azul Astrazona 0,05 g/L 48,0% Biossorção 2 h 
Asma et al., 
2006 

Neurospora 
crassa 

Biomass
a morta 

Vermelho 
Ácido 57 

0,1 g/L 98,8% Biossorção 1 h 
Akar et al., 
2006 

Trametes 
versicolor 

Biomass
a morta 

Azul direto 1 0,8 g/L 95,2% Biossorção 6 h 
Bayramoglu e 
Arica, 2007 

Schizophyllum 
commune 

Tanque 
agitado 

Laranja Ácido 7 0,1 g/L 44,2% Biossorção 72 h 
Renganathan 
et al., 2006 

    
Vermelho 
Ácido 18 

0,1 g/L 100,0%       

    Preto Reativo 5 0,1 g/L 100,0%       

Funalia trogii 
Tanque 
agitado 

Azul Reativo 19 0,1 g/L >90% 
Atividade de 
Laccase, MnP 

10 d 
Park et al., 
2007 

    Azul Reativo 49 0,1 g/L         

    
Violeta Ácido 
43 

0,1 g/L         

    Preto Reativo 5 0,1 g/L         

    
Laranja Reativo 
16 

0,1 g/L         

    Preto Reativo 5 0,1 g/L         

Trametes 
hirusta 

Tanque 
agitado 

Azul Brilhante 
Remazol 

0,08 g/L 92,2% 
Biossorção e 
Biodegradação 

7 d 
Zhang et al., 
2007 

Trametes trogii 
Tanque 
agitado 

Azul 
Antraquinona 

0,08 g/L 88,0% 
Atividade de 
Lacase 

4 h 
Levin et al., 
2001 

Pycnoporus 
sanguineus 

Tanque 
agitado 

Preto Coracril 0,08 g/L 67,0% 
Atividade de 
enzimas livres 

    

    Rosa  Coracril 0,08 g/L 64,9%       

    
Vermelho 
Coracril 

0,08 g/L 36,5%       

    
Reactive 
Orange 

0,08 g/L 19,3%       

    
Vermelho 
Reativo 

0,08 g/L 59,2%   6 d 
Chander e 
Arora, 2007 

Pleurotus sajor-
caju 

Tanque 
agitado 

Azul Reativo 
220 

0,05 g/L 100,0% 
Biodegradação 
e adssorção 

11 d 
Munari et al., 
2008 

    
Vermelho 
Reativo 198 

0,05 g/L 100,0%       

    
Amarelo 
Reativo 15 

0,05 g/L 100,0%       

Ganoderma sp. Tanque Laranja de 0,03 g/L 96,7% Biodegradação 3 d Anastasi et 
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agitado Metila al., 2011 

    Cristal Violeta 0,03 g/L 75,0%       

    
Azul 
Bromofenól 

0,03 g/L 90,0%       

    
Verde de 
Malaquíta 

0,03 g/L 91,0%       

Bjerkandera 
adusta 

Tanque 
agitado 

Mistura de 
Amarelo 
Reativo 145, 
Vermelho 
Reativo 195, 
Azul Reativo 
222 e Preto 
Reativo 5 

1,25 g/L 91,0% 
 Biossorção e 
Biodegradação 

10 d 
Anastasi et 
al., 2011 

Phanerochaete 
chrysosporium 

Tanque 
agitado 

Laranja II 0,1 g/L 85,0% Enzima MnP 7 d 
Sharma et al., 
2009 

Phanerochaete 
chrysosporium 

Tanque 
agitado 

Violeta Direto 
51 

0,12 g/L 84,0% Enzima MnP 5 d 
Enayatizamir 
et al., 2010 

    Preto Reativo 5 0,12 g/L 90,0%       

    
Xilidina 
Ponceau 

0,12 g/L 85,0%       

    
Marrom 
Bismark 

0,12 g/L 86,8%       

Trichosporon 
akiyoshidainum 

Tanque 
agitado 

Azul Reativo 
221 

0,2 g/L 65,0% 
 Biossorção e 
Biodegradação 

16 d 
Pajot et al., 
2011 

    
Vermelho 
Reativo 141 

0,2 g/L 98,0%       

    Preto Reativo 5 0,2 g/L 75,0%       

Trametes 
hirsute 

Tambor 
rotativo 

Laranja de 
Metila 

0,2 g/L 81,4% Lacase e MnP 6 d 
Couto et al., 
2006 

    Poly R-478 0,2 g/L 46,9%       
1 Tambor rotativo – Reator rotacionado em tambor contendo os microrganismos e o efluete. 
² Tanque agitado – Reator de tanque agitado por astes em movimento contínuo. 
³ Biomassa morta – Aplicação de biomassa dos microrganismos visando tratamento. 

 

Ainda pode-se destacar a utilização de processos de oxidação avançada, 

ozonação e outros métodos de degradação através de radicais hidroxila (HO•) e 

espécies transitórias oxidativas. Estes métodos são eficientes, porém podem ter 

custo elevado em comparação com métodos biológicos, entre tanto, podem ser 

utilizados em sistemas que visam tratamento de efluentes de difícil degradação 

biológica, ou que afetem negativamente o tratamento biológico (GHALY et al., 2014). 
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2.5.1 Trametes cingulata - potencial para biodegradação de corantes 

Pertencente a Ordem filogenética Polyporales, esta espécie de fungo de 

podridão branca vem sendo estudada desde a década de 1960. T. cingulata é uma 

espécie de grande valor para a área ambiental, pois é uma excelente produtora de 

enzimas extracelulares como proteases, lacases e peroxidases, sendo relatadas 

adaptações metabólicas através de mecanismo complexos de reparação celular 

(MOHAN NAHA, 1960). A capacidade de produzir enzimas em sistemas de 

degradação de organopoluentes eleva o valor biotecnológico deste fungo (TEKERE 

et al., 2010). Além disto, a resistência destas enzimas a acidificação do meio gerada 

pelo metabolismo secundário de T. cingulata durante seu crescimento vegetativo, é 

um fato importante para bioprocessos no saneamento ambiental, pois as mudanças 

de pH do meio podem inibir a atividade de algumas enzimas. Em estudos in vivo de 

despolimerização e polimerização de lignina kraft utilizando T. cingulata, foi 

observado que há uma despolimerização significativa da lignina kraft logo na fase de 

crescimento primário do fungo (NUTSUBIDZE et al., 1998). 

Alguns estudos de filogenética evolutiva concluem que o DNA mitocondrial 

deste fungo possui um clado políporo (agrupamento que inclui um ancestral comum 

e todos os descendentes) com espécies bastante importantes para usos industriais, 

como Phanerochete chrisosporium, Moniliophthora perniciosa e Pleurotus ostreatus 

(HARIDAS e GANTT, 2010). 

Alguns trabalhos evidenciam o potencial deste gênero de fungos na 

degradação de compostos aromáticos complexos, como a lignina kraft (ORTH, 

ROYSE e TIEN, 1993; NUTSUBIDZE et al., 1998; KNEŽEVIĆ et al., 2013), corantes 

sintéticos (TEKERE et al., 2001; CHENG et al., 2013) e outros organopoluentes 

(TEKERE, READ e MATTIASSON, 2010). Dayaram e Dasgupta (2008), relataram a 

descoloração completa de Vermelho Congo e Preto Remazol (0,1 g/L) em 5 dias. No 

entanto ainda é escassa a literatura sobre o tratamento de corantes por fungos da 

espécie T. cingulata. 
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2.6 OBJETIVOS 

2.7 Objetivos Gerais 

Esta pesquisa teve como objetivo selecionar um basidiomiceto e realizar 

estudos de sua capacidade de descoloração do corante azo VR239 e produção de 

enzimas ligninolíticas. 

2.8 Objetivos específicos 

• Selecionar um fungo dentre 4 com potencial para biodegradação de corantes 
através de testes em meio sólido; 

• Avaliar o fungo selecionado quanto a atividade de enzimas ligninolíticas, 
capacidade de descoloração em meio líquido; 

• Identificar condições de suplementação de cultivo do fungo selecionado para 
otimização da atividade de enzimas ligninolíticas e capacidade de 
descoloração pelo isolado; 

• Verificar a capacidade de descoloração do corante por extrato livre de 
enzimas extracelulares produzidas pelo fungo selecionado; 

• Analisar a biossorção do corante a biomassa micelial do selecionado por FT-
IR e MEV; 

• Realizar análise do meio de cultura e controle contendo corantes por CLAE 
para identificação de possíveis metabólitos da biodegradação. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Corante sintético e reagentes utilizados 

Os diversos reagentes utilizados são de propriedade da UTFPR e estão 

alocados sob a responsabilidade do Quimibio Lab (Laboratório de Química de 

Microorganismos e Bioatividade) (Bloco L, sala 001 - Campus Londrina). Os 

corantes obtidos para uso nesta pesquisa foram gentilmente doados pela empresa 

Golden Technology LTDA. É um corante da classe monoazo, identificado no Color 

Index® pelo código C.I.RR239 (CAS No. 89157-03-9).  

3.2 Obtenção das cepas fúngicas 

As cepas UNI001 (Laetiporus sulphureous) e UNI002 (Picnoporus 

coccineous) foram identificadas e fornecidas por parceiros da Universidade Estadual 

de Campinas, São Paulo, Brasil (UNICAMP). A cepa JUMAD053 (Fusarium 

oxysporum), isolada de tronco de árvore em decomposição, foi identificada em 

pesquisas recentes e é pertencente à coleção microbiológica do Quimibio Lab 

(Figura 9) (SHIRAISHI, 2019). 

 

Figura 9 - Cultivo das cepas em meio BDA: (A) UNI001 frente; (B) UNI001 verso; (C) 

JUMAD053 frente; (D) JUMAD053 verso; (E) JUMAD075 frente; (F) JUMAD075 verso; (G) 

UNI002 frente; (H) UNI002 verso 

 

Fonte: Próprio autor 
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O basidiocarpo bastante desenvolvido de um fungo de podridão branca foi 

coletado em um quintal urbano na Região Leste de Londrina, Paraná (Brasil) nas 

coordenadas geográficas 23º 19’ 32’’S com 51º 07’ 37’’O aos 554 metros de altitude 

colonizando um tronco (25 cm Ø) de cedro (gênero Cedrela sp.) (Figura 10). A peça 

do basídio foi retirada com auxílio de uma lâmina de aço inoxidável e alocada em 

saco plástico hermeticamente fechado. Então, em câmara de fluxo laminar foi 

realizada assepsia externa da peça por imersão por 20 segundos em solução de 

hipoclorito de sódio 2%. Para isolamento, a amostra foi cortada ao meio com um 

bisturi estéril e retirado um fragmento interno do micélio estrutural e depositado 

sobre meio de cultivo BDA (Batata cozida: 20%, Dextrose: 2%, e Ágar: 2%), sendo 

realizada sucessiva purificação do cultivo até tornar-se axênico.  

A cepa isolada e purificada foi denominada JUMAD075. Todas as cepas 

foram conservadas ativas em água destilada estéril, usando a técnica de Castellani 

(água destilada estéril) (URDANETA et al., 1965). 

 

Figura 10 - Fotos do basidiocarpo do isolado JUMAD075 

 

Fonte: Próprio autor 

3.2.1  Identificação do fungo Trametes cingulata JUMAD075 

A cepa fúngica foi pré-identificada usando a metodologia de Loguercio-Leite 

(1993), analisando aspectos macro e microscópicos básicos para caracterização 

morfológica. Foi observada a cor do basidioma, topografia da superfície e contagem 

de poros por mm (LOGUERCIO-LEITE, 1993). Para analise microscópica foi usado 

disco de micélio retirado da cultura isolada do fungo, realizado preparo das lâminas 

corando o micélio com violeta cristal, visando a identificação de himênios: basídios, 

basidiolas e basidiósporos, hifas generativas, hifas ligadoras e hifas esqueletais.  
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Foi realizada comparação de sequencias dos espaçadores internos 

transcritos 1 e 4 (ITS 1-4) para identificação da linhagem filogenética da espécie à 

nível molecular pela empresa Go Genetics, Brasil (MANTER e VIVANCO, 2007; 

WELTI et al., 2012). 

 

3.3 Métodos de determinação da atividade enzimática 

Foram realizados sistemas de incubação com substratos indicadores, cujas 

enzimas são sensíveis inferindo atividades de enzimas específicas. Todas as 

reações foram analisadas em espectrofotômetro UV-VIS (S60 Libra Biochrom) e 

realizadas sempre em duplicata. Foi feita a verificação paralela da absorbância dos 

controles da amostra (C1 = reações sem substrato indicador) e dos controles do 

substrato indicador (C2 = reações sem amostra). A leitura da absorbância das 

reações foi mantida sempre entre 300-700 nm, ou menor quando não diluído. A 

oxidação de um µmol de substrato indicador por minúto em um mililitro, a 25ºC 

(U/mL) define uma unidade enzimática, sendo este valor obtido por leituras 

espectrofotométricas (NC-IUB, 1979).  

 Para os procedimentos utilizados, verifica-se a conversão do substrato 

indicador pelas enzimas (Lac, LiP e MnP), em condições fixas de pH e temperatura, 

assim, U/mL pode determinada a partir da Eq. 1 (SACCHETTO et al., 2018): 

 

                        (1) 
 

 

Onde:  

U/mL: unidade enzimática por mL de solução de enzima;  

AT: absorbância da reação;  

AC1: absorbância de C1;  

AC2: absorbância de C2;  

t: tempo de incubação (em minutos);  

V: volume de enzima empregado nos ensaios;  

Fd: fator de diluição da solução enzimática quando necessário; e  

ԑ: coeficiente de extinção molar do substrato. 

 

𝑈

𝑚𝐿
=

𝐴𝑇 − (𝐴𝐶1 + 𝐴𝐶2)

𝜀
×

1

𝑉
× 𝐹𝑑 ×

1

𝑡
× 1000 
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3.3.1 Atividade de lacase (Lac) 

A atividade de Lac foi determinada de acordo com a metodologia de 

Sacchetto e colaboradores (2011), utilizando como substrato indicador o ácido 2,2'-

azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico), o ABTS em sistema de incubação da 

tabela 5. Foi realizado procedimento em tubos de ensaio, adicionando 775 µL de 

água destilada, 50 µL do substrato ABTS (0,05 M), 150 µL de solução tampão 

citrato-fosfato pH 3 (0,25 M) e 25 µL de extrato bruto de enzimas totalizando 1000 µL 

totais. A solução será aquecida em banho-maria a 50°C por 5 minutos e, 

posteriormente, feita a leitura da absorbância a 420 nm (ԑ = 36.000 mol-1 cm-1) 

(BOURBONNAIS; PAICE, 1990). 

 

Tabela 5 - Sistema de incubação para determinação da atividade de Lac com ABTS 

 Reação 1 Reação 2 C1 C2 

Substrato ABTS 50 µL 50 µL 0 µL 50 µL 

Tampão Citrato 150 µL 150 µL 150 µL 150 µL 

Água (q.s.p.) 775 µL 775 µL 825 µL 800 µL 

Enzima 25 µL 25 µL 25 µL 0 µL 

 

3.3.2 Atividade de Manganês Peroxidase (MnP) 

A atividade da enzima MnP foi determinada utilizando como substrato o 

sulfato de manganês (MnSO4), de acordo com método de Wariishi, Valli e Gold 

(1992) adaptado (Tabela 6). O sistema de incubação foi composto por 200 µL de 

MnSO4 (0,1 mM) em 1400 µL de tampão malonato (50 mM, pH 4,5), 200 µL mL de 

peróxido de hidrogênio 75 µM e 200 µL de extrato bruto. A formação do complexo de 

Mn (III)-malonato aconteceu a 40ºC, por 5 min, realizada leitura da absorbância a 

270 nm (ε = 11590 M-1 cm-1). 
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Tabela 6 - Sistema de incubação para determinação da atividade de MnP com sulfato de 

manganês 

 Reação 1 Reação 2 C1 C2 

Substrato Sulfato 

de manganês 
200 µL 200 µL 0 µL 200 µL 

Tampão Malonato 1400 µL 1400 µL 1600 µL 1600 µL 

H2O2 200 µL 200 µL 200 µL 200 µL 

Enzima 200 µL 200 µL 200 µL 0 µL 

 

3.3.3 Atividade de Lignina Peroxidase (LiP) 

A atividade de LiP foi determinada pelo método de Tien e Kirk (1984) 

adaptado, através da oxidação do álcool veratrílico a veratrilaldeido (3,4 

dimetoxibenzaldeido). O sistema de incubação para reação foi composto por 1700 

µL de solução de álcool veratrílico (8,0 mM) em tampão tartarato (0,1M, pH 3,0), 100 

µL de peróxido de hidrogênio (0,2 mM) e 200 µL de extrato bruto (Tabela 7). A 

reação aconteceu em banho maria a 30 ºC e leitura por 310 nm (ε = 9300 M-1cm-1).  

Tabela 7 - Sistema de incubação para determinação da atividade de LiP com álcool 

veratrílico 

 Reação 1 Reação 2 C1 C2 

Substrato álcool 

veratrílico em 

tampão tartarato 

1700 µL 1700 µL 1800 µL 1800 µL 

H2O2 100 µL 100 µL 0 µL 200 µL 

Enzima 200 µL 200 µL 200 µL 0 µL 

 

3.4 Avaliação da descoloração dos corantes meio líquido 

O corante VR239 foi utilizado para investigação da habilidade de 

descoloração pelo fungo selecionado em 25 mL de meio mínimo de VOGEL (1956) 

suplementado com 0,2 g/L do corante.  
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A investigação da descoloração do meio de cultivo contendo corante foi 

realizado de acordo com a metodologia de Huy e colaboradores (2020). Foi 

analisado por espectrofotometria em um espectrofotômetro UV-VIS (S60 Libra, da 

Biochrom) para a leitura em triplicata da absorbância do meio de cultura puro e sem 

diluições. Foi usado como base a absorbância máxima (λmáx) do controle sem 

fungo para o VR239 (545 nm), descontando a absorbância do meio de cultivo como 

branco (sem corante ou fungo). Foi identificada a porcentagem de descoloração em 

relação ao controle abiótico através da Eq. 2. 

 

𝐷𝑒𝑠𝑐𝑜𝑙𝑜𝑟𝑎çã𝑜 (%) =
(𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙)−(𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙)

(𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙)
× 100%       (2) 

 

Para a identificação da concentração (g/L) de VR239, foi realizada a 

construção de curva padrão com cinco concentrações do corante (1:0,012; 2:0,014; 

3:0,016; 4:0,018; e 5:0,02 g/L) e leitura da absorbância de cada ponto em 

espectrofotômetro UV-VIS (S60 Libra, da Biochrom) no comprimento de onda de 545 

nm. Foi obtido coeficiente de determinação (R2) de 99,77%, indicando que o modelo 

explica a variabilidade dos dados de resposta ao redor da média. De acordo com a 

Lei de Lambert-Beer, a relação entre absorbância (A) e a concentração é linear 

crescente, definida pela Equação 3. 

 

𝐴 = 𝑘′. 𝑐 + 𝑏                                            (3) 

 

Onde:  

A = absorbância 

k’ = coeficiente de extinção k corrigido pelo caminho óptico (l) (constante); 

c = concentração da solução; 

b = fator de correção. 

 

 A Equação 4 é a equação da reta obtida pela curva de calibração: 

 

y= 15,65x  + 0,0261                                                                (4) 
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3.5 Seleção do microrganismo para estudo 

3.5.1 Triagem em meio sólido 

Foi realizada triagem em meio sólido visando selecionar um dentre quatro 

fungos testados quanto a produção de peroxidases e quanto a descoloração visual 

do corante (XU et al., 2015). Previamente, as cepas UNI001, UNI002, JUMAD053 e 

JUMAD075 foram reativadas por 10 dias em meio BDA em temperatura constante 

de 28ºC e usadas para os testes. 

O experimento em meio sólido foi realizado em triplicata para cada fungo, 

sendo mantidos em incubadora sob condições controladas de temperatura (28ºC). 

As cepas reativadas foram inoculadas em meio BDA contendo 0,2 g/L do corante 

VR239, através da retirada de um disco (5 mm Ø) central do meio sólido e 

substituição por um disco (5 mm Ø) coberto por micélio dos fungos nos ensaios 

(meio + corante + fungo) e controle biótico (meio + fungo), com exceção do controle 

abiótico (meio + corante), onde não há inoculação. 

A taxa de inibição foi verificada com Eq. 5 (TARIQ et al, 2010), através dos 

dados de acompanhado do crescimento do diâmetro micelial, obtidos pela medida 

com régua em seis diferentes direções. Foram utilizados controles bióticos (apenas 

o fungo) e controles abióticos (sem o fungo) e realizado registro fotográfico dos 

tratamentos e testes de peroxidase total para exposição da comparação visual. 

                                                                                                                                  

                  𝑇𝑎𝑥𝑎 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 = (1 −
∅ 𝑚𝑖𝑐𝑒𝑙𝑖𝑎𝑙 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜

∅ 𝑚𝑖𝑐𝑒𝑙𝑖𝑎𝑙 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
) 𝑥 100                        (5) 

 

O teste de peroxidases totais foi realizado com utilização do indicador 

guaiacol a 1% (m/v) em meio BDA em comparação aos controles sem guaiacol, 

podendo ser confirmada a atividade positiva através da observação de um halo 

marrom-avermelhado ao redor do micélio (XU et al., 2015).  

 

3.5.2 Ensaio em meio líquido para avaliação do potencial de descoloração do fungo 

O cultivo do microrganismo selecionado para o estudo, foi realizado através 

da reativação em placas de Petri contendo meio BDA durante 7 dias, a 28ºC. 

Posteriormente, três discos (5 mm Ø) cobertos por micélio, foram transferidos para 
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frascos Erlenmeyer de 125 mL. Cada frasco continha 25 mL de meio mínimo de 

Vogel (VOGEL, 1956), dextrose a 1% (m/v) adicionada após autoclavagem, extrato 

de levedura a 2% (m/v) e corante VR239 com concentração de 0,2 g/L. Os cultivos 

foram mantidos sob agitação a 180 rpm, 28ºC, por três tempos diferentes (6, 9 e 12 

dias). Após a interrupção e retirada dos frascos da incubadora nos tempos 

estabelecidos, seguiu-se para peneiramento (0,05 mm), recolhida a biomassa 

micelial fresca e realizada a pesagem em balança de precisão analítica, secagem e 

para obtenção da porcentagem de biomassa seca. O líquido percolado do 

peneiramento foi armazenado em tubos de plástico de 50 mL à 4ºC até analise, 

todos foram previamente centrifugados à 6.000 rpm por 10 minutos. Foi colhido o 

sobrenadante e medido o potencial hidrogeniônico em peagâmetro digital 

previamente as análises. 

Sob as mesmas condições, foi realizado ensaio com diferentes concentrações 

do corante VR239 (0,1, 1,05 e 2 g/L) em diferentes tempos de cultivo (6, 12 e 18 

dias), para identificação da concentração ideal para máxima descoloração. As 

concentrações foram definidas de acordo com a metodologia de XU et al. (2015). 

 

3.6 Otimização da atividade enzimática e descoloração – Delineamento Box-
Behken e metodologia de superfície de resposta 

A cepa JUMAD075 em estudo, foi reativada em meio BDA (20% Batata 

cozida, 2% de ágar e 1% de glicose) durante 10 dias, a 28º C. Então, três discos (5 

mm Ø) cobertos por micélio do fungo foram transferidos para frascos de Erlenmeyer 

de 125 mL contendo 25 mL de meio mínimo de Vogel com glicose 1% (m/v) 

adicionada após autoclavagem, e corante VR239 a 0,1 g/L. As condições variáveis 

foram as concentrações de extrato de levedura (3, 14 e 25 g/L), de sulfato de cobre 

(1, 1,75 e 2,5 g/L), mantidos em diferentes tempos (8, 16 e 24 dias). Os cultivos 

permaneceram a 28º C sob agitação a 180 rpm. 

Variáveis independentes, X1, X2 e X3 codificadas respectivamente em três 

níveis apresentam-se em delineamento experimental Box-Behnken na tabela 8, 

definindo 15 ensaios realizados em três repetições das diferentes combinações de 

condições de cultivo. Foram analisadas quatro respostas Y1, Y2 e Y3, atividade de 

Lac (Item 4.3.1), descoloração (Item 4.4) e atividade de LiP (Item 4.3.3), 

respectivamente, e também atividade de MnP (Item 4.3.2). Para análise de variância 
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(ANOVA), análise de superfície de resposta e plotagem de gráfico de Pareto foi 

utilizado o software Statistica 9.0.  

 

Tabela 8 - Delineamento experimental Box-Behken para três fatores em três níveis 

Ensaio 
Fatores 

X1 X2 X3 

1 -1 -1 0 

2 1 -1 0 

3 -1 1 0 

4 1 1 0 

5 -1 0 -1 

6 1 0 -1 

7 -1 0 1 

8 1 0 1 

9 0 -1 -1 

10 0 1 -1 

11 0 -1 1 

12 0 1 1 

13 0 0 0 

14 0 0 0 

15 0 0 0 

Fatores 
Valores reais 

-1 0 -1 

X1= tempo (dias) 8 16 24 

X2= sulfato de cobre (g/L) 1 1,75 2,5 

X3= extrato de levedura (g/L) 3 14 25 

 

 

Com o intuito de maximizar a otimização, as respostas foram analisadas de 

maneira conjunta com base na associação de efeitos lineares, quadráticos e 

interações binárias entre as variáveis sobre as respostas (Figura 9). 
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Figura 9 - Distribuição dos pontos experimentais no delineamento experimental Box-Behken 

para três fatores em três níveis 

Fonte: Fang et al. (2021) 

 

Os ensaios foram acondicionados e analisados de acordo com processo 

descrito no item 4.5.2. Além disso, a parte líquida e sólida de todos os ensaios foram 

submetidas a análise de FT-IR e de % de massa seca (item 4.8) e a parte líquida a 

análise de CLAE (item 4,.7).  

 

3.7 Análises por CLAE 

As amostras obtidas dos cultivos foram centrifugados e extraídos com 25 mL 

de diclorometano contra 25 mL de amostra (1:1) e separados em funil de separação 

de 125mL, evaporado solvente em evaporador rotativo e secos em temperatura 

ambiente. Em seguida foram ressuspensas em diluente composto por 250 µL de 

água ultrapura e 750 µL de metanol (1:3), mantidos em sonicador por 20 segundos e 

filtrado em filtros de membrana (porosidade de 0,45 µm) acoplados a seringa e por 

fim, realizada diluição de 250 µL do filtrado em 750 µL do mesmo diluente (1:3) e 

acomodados em frasco (Vail) para análise.  

Amostras foram analisadas no Departamento de Química da UTFPR 

utilizando cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) em um equipamento 

UHPLC UltiMate 3000 (Thermo Scientific), e interpretado em software Chromeleon 
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7.2. Foi utilizada coluna cromatográfica C18 Phenomenex de fase reversa, com 

dimensões internas de 250 x 4,6 mm. A injeção da amostra foi de 5 µL, no tempo de 

corrida de 20 min ao fluxo de 0,25mL/min, sem controle da temperatura e o eluente 

foi monitorado no comprimento de onda 254nm. A fase móvel consistiu em uma 

parte de água ultra pura contendo ácido tricloroacético (TFA) a 0,1% e três partes de 

metanol em uma proporção 1:3. 

Não foram utilizados padrões analíticos, para quantificar compostos, porém 

os cromatogramas foram utilizados para análise de possíveis separações entre 

picos, bem como, diferenças entre os meios tratados biologicamente e controles não 

tratados. 

 

3.8 Análise da biossorção do corante ao micélio 

3.8.1 Preparação da biomassa para FTIR 

Após o procedimento de otimização descrito na seção 4.6, a parte líquida do 

meio de cultivo foi separada da biomassa micelial em suspensão dos ensaios em 

uma peneira de aço inoxidável (0,5mm) (NO, acomodada em placa de petri, pesada 

fresca em balança de precisão, desidratada em estufa à temperatura de 45ºC por 

24h e por fim pesada novamente (NOURI et al., 2021). A obtenção da porcentagem 

de massa seca (MS%) das amostras foi dada através da equação 6. As amostras de 

biomassa seca obtidas foram congeladas a -20ºC por 24h e então submetidas a 

secagem por sublimação em um liofilizador de bancada Alpha 1-2 LDplusa (Martin 

Christ), trituradas em cadinho e mantidas em temperatura ambiente sob abrigo da 

luz até análise de FT-IR. 

 

% Massa seca = (𝑀𝐹 − 𝑀𝑆)/𝑀𝑆) x 100                                             (6) 

 

A parte líquida obtida do procedimento de filtragem descrito acima foi 

acomodada em tubos de 50mL armazenada à 4 ºC e utilizadas nas demais analises. 

3.8.2 Caracterização dos grupos funcionais do corante e controles por FTIR 

A presença de grupos funcionais do corante RR239 adsorvidos a biomassa 

micelial do fungo anates e após o tratamento foram identificados através de análise 
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por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) de acordo 

com a metodologia descrita por Nouri et al. (2021). As amostras foram tratadas e 

liofilizadas conforme descrito por Mota e colaboradores (2015). Para a análise, 

pellets compostos de mistura da amostra com brometo de potássio (1:20; 0,02 g de 

amostra e 0,4 g de KBr) foram preparados a uma pressão de 1 Mpa. Pellets 

confeccionados foram levados a leitura para obtenção das bandas de transmitância 

na região entre 400 e 4000 cm−1 em um espectrômetro FT-IR Spectrum Two 

(Perkin-Elmer) (Figura 10). As analises foram realizadas em triplicata, sempre 

descontando o espectro do KBr puro da amostra. Os espectros obtidos graficamente 

pelo software Spectrum (Perkin-Elmer) foram interpretados de acordo com a chave 

de Lopes e Facio (2004) e material disponibilizado pela indústria química Merck. 

 

Figura 10 - Espectrômetro FT-IR Spectrum Two (Perkin-Elmer)  

 

Fonte: Website Perkin-Elmer 

3.8.3 Análise micrográfica por microscopia eletrônica de varredura 

A biomassa do fungo T. cingulata JUMAD075 in natura após o tratamento do 

corante e o controle sem corante foi deixada de molho em solução salina por 24h. 

Para caracterização por microscopia eletrônica de varredura (MEV) a amostra foi 

previamente fixado com 2,5% de glutaraldeido em 0,1 M de tampão fosfato (pH 7,2) 

a 4ºC por 12h. A amostra foi delicadamente lavada com tampão fosfato-sódio por 1 

h, e levada a desidratação gradual em etanol (70, 80, 90 e 100%), então seca ao 

ponto crítico (CPD 030 Critical Point BALTEC Dryer, Leica Microsystems, 

Liechtenstein). Após a secagem, as amostras foram coladas em stubs usando fita de 

carbono e revestidas com camada fina de ouro sob pressão (Revestidor de 

Pulverização BALTEC SDC 050, Leica Microsystems, Liechtenstein). A biomassa 
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micelial foi observada e comparada entre controle (sem corante) e tratamento (com 

0,1g/L de corante VR239) em equipamento de MEV (VEGA 4º generation, software 

Essence™, TESCAN).  

3.9 Ensaio descoloração com concentrado de enzimas 

Os cultivos para produção de enzimas foram desenvolvidos de acordo com a 

metodologia de Vasconcelos e colaboradores (2000) adaptada. Em 9 frascos de 125 

mL, contendo 25 mL de meio mínimo de Vogel com concentrações de glicose a 1% 

(m/v), 2,5 g/L de sulfato de cobre, 8,5 g/L de extrato de levedura foram compostos 

os meios de cultuivo. A cepa JUMAD075 foi reativada em meio BDA por 10 dias, a 

28ºC e então inoculados três discos (5 mm Ø) totalmente cobertos por micélio em 

cada frasco de cultivo para produção de enzimas mantidos por 12 dias em 

incubadora sob agitação de 180 rpm e temperatura de 28ºC. Os cultivos, então, 

foram interrompidos e peneirados e o conteúdo líquido de cada frasco foi coletado 

em banho de gelo. O conteúdo líquido foi acondicionado em saco de papel celofane 

para processo de dialise contra água ultrapura a em geladeira a 4ºC e agitação de 

80 rpm por 48h, renovando a totalidade da água ultrapura cada 6 horas. A solução 

de enzimas separadas por dialise foi congelada a -20ºC e então, seca por 

sublimação através de liofilização e depositada em frasco único e pesada. As 

enzimas foram ressuspensas em tampão citrato (pH 3) em concentração de 1% 

(m/v) e mantidas a 4ºC até início do ensaio (cerca de 3 h) obtendo assim o 

concentrado enzimático (CE). 

 

Tabela 9 - Composição do sistema de descoloração com CE 

Componente Volume 

Concentrado enzimático (CE) (1%) 0,2 mL 

Tampão citrato pH 6,5 2,0 mL 

Solução de corante (0,1%) 1,0 mL 

Água ultra pura 6,8 mL 
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Tabela 10 - Composição do sistema para controle e comparação com CE 

Componente Volume 

Tampão citrato pH 6,5 2,0 mL 

Solução de corante (0,1%) 1,0 mL 

Água ultra pura 7,0 mL 

 

O ensaio de descoloração com CE foi conduzido em 4 repetições em frascos 

de 125 mL contendo 25 mL de solução aquosa do corante VR239 a 0,1 g/L (m/v) e 

1% (m/v) de solução de enzimas por 24h dias. O ensaio foi analisado quanto a 

descoloração (item 4.4) com leitura da absorbância inicial e final (λ=545 nm) e 

atividade de enzimas peroxidases (Lac, MnP e LiP) (item 4.3). A composição do 

sistema de biodegradação/descoloração com CE extraído do microrganismo 

Trametes cingulata JUMAD075 está detalhada na tabela 10, bem como o controle 

na tabela 11. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Caracterização do isolado JUMAD075 

4.1.1 Caracterização morfológica 

O basidiocarpo é pileado, dimidiado e flabeliforme levemente concavo, 

fusionado lateralmente com outro basídio lateral, com cerca de 6,5 cm de largura por 

12 cm de comprimento, com 14 mm de espessura próxima da base, consistência 

flexível. Superfície superior do basídio (Figura 11 A) levemente estrigosa, zonada de 

forma concêntrica, com cores levemente amarelas e amarelo pálido, castanho, com 

margens delgadas com ondulações. Basídios mais velhos apresentam coloração 

castanho escura evidenciados poros angulares de 1-3 por mm² (Figura 11 D). De 

acordo com Loguercio-Leite (1993), as características do basidiocarpo identificado 

se enquadram no gênero Trametes sp.. 

 

Figura 11 - Observação morfológica das características macroscópicas do isolado T. 

cingulata JUMAD075: Face superior basidiocarpo (A); Face inferior basidiocarpo (B); 

Inserção dos basidiocarpos no substrato de origem (C); Composição dos poros (D) 

 

 O substrato lenhoso onde o fungo encontrava-se fixado, apresentava 

características do gênero Cedrella sp. (árvores conhecidas popularmente como 

cedros) sendo este um gênero tropical de densidade do lenho média de 0,41 g/cm3, 

comumente preferíveis por fungos de podridão branca, como pode ser observado 
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efeito de indução da produção de Lac em pesquisas recentes (BERTRAND et al., 

2014; FERNANDES, VALLE e CALDERON, 2017). Muitas espécies de árvores 

naturalmente produzem substâncias antifúngicas, no entanto os fungos 

degradadores de madeira possuem mecanismos de tolerância e resistência a estas 

substâncias e evoluíram para realizar a digestão extracelular (YU et al., 2008).  

As hifas ligadoras (Figura 12 C) foram identificadas e realizada a identificação 

taxonômica segundo a chave proposta por Loguercio-Leite (1993). O sistema hifal foi 

identificado como trimítico, com hifas generativas (Figura 12 A) de paredes delgadas 

e hialinas, hifas esqueletáis (Figura 12 B) predominantes hialinas e de paredes mais 

grossas e sólidas. Ausência de cistídios e elementos himeniais, também não 

identificados. Basidióporos oblongos à cilíndricos, ligeiramente curvados, paredes 

delgadas, lisas de cerca de 3 µm, inamilóides e indextrinoides. 

 

Figura 12 - Imagens de análise de microscopia óptica e identificação de hifas generativas 

(A), hifas esqueletais (B) e hifas ligadoras (C) 

 

 

A análise microscopia óptica da cepa se deu pela fixação e tingimento da 

massa micelial de um cultivo de 7 dias. Uma alíquota do micélio foi delicadamente 

colhida com pinça e depositada em placa de vidro, lavada com solução salina e 

mergulhada em solução de corante cristal violeta por 10 segundos, em seguida 

depositada em lâmina de vidro, recoberta por lamínula e lavada pela lateral com 

água destilada.  

4.1.2 Caracterização molecular 

A identificação molecular do fungo foi realizada pelo serviço terceirizado da 

empresa Go Genétics de Curitiba. Foram analisadas as regiões ITS1 e ITS2 visando 

a identificação filogenética do isolado fúngico. O fungo foi identificado com 99% de 
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confiabilidade como Tametes cingulata. A árvore filogenética foi obtida pelo software 

MEGA 11. 

A identificação de fungos de podridão branca, como T. cingula JUMAD075, 

com elevado potencial de ligninolítico evidencia a grande diversidade de 

microrganismos fúngicos disponíveis que podem ser explorados pela indústria de 

saneamento de corantes sintéticos oriundos da Floresta Atlântica brasileira e áreas 

remanescentes ou sobrepostas por centros urbanos (LYRA et al., 2009). O trabalho 

realizado por Cruz-Morató (2013) evidenciou a presença de fungos de podridão 

branca (em especial Trametes versicolor) dentro do ambiente urbano, e seu elevado 

potencial para o tratamento de águas residuais contendo moléculas polifenólicas 

complexas. 

4.2 Seleção do microrganismo para estudo 

4.2.1 Testes em meio sólido 

O microrganismo T. cingulata JUMAD075 foi selecionado dentre outros três 

testados em meio sólido (L. sulfureous UNI001, P. sanguineus UNI002, F. 

oxysporum JUMAD053). No teste de crescimento micelial ao longo de 6 dias houve 

crescimento abundante do micélio em meio sólido contendo 0,6 g/L de corantes azo. 

O crescimento dos fungos T. cingulata JUMAD075 e P. sanguineus UNI002 não se 

alterou ao longo dos dias, no entanto, os fungos L. sulphureous UNI001 e F. 

oxysporum JUMAD053 sofreram, respectivamente redução de crescimento de 10% 

e 7% em meio contendo o corante VR239 em comparação com controle sem 

corante (Figura 13).  

 

Figura 13 - Taxas médias de inibição do crescimento micelial pelo corante VR239 das cepas 

estudadas 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

T. cingulata
JUMAD075

L. sulphureous
UNI001

P. coccineous
UNI002

F. oxysporum
JUMAD053

T
a

x
a

 d
e
 

C
re

s
c
im

e
n
to



 
52 

 

 

Comparando com a pesquisa realizada por Bibi & Asgher (2011), a inibição do 

crescimento de P. chrisosporium pelo corante verde de malaquita ocorreu em 

concentrações de 0,5 g/L, o que indica uma baixa toxicidade do corante VR239 em 

comparação ao corante verde de malaquita, bastante tóxico para bactérias e fungos 

(PAPINUTTI e FORCHIASSIN; 2004). A CL50 do corante VR239 para o peixe-zebra 

foi de 1,5 g/L (JUNGTANASOMBUT et al., 2014) a inibição de até 10 % do 

crescimento micelial para concentração de 0,6 g/L deste corante azo, reforça a 

resistência de fungos na presença de compostos tóxicos. Como pode ser observado 

na pesquisa de Jebapriya e Gnanadoss (2013), que relataram desenvolvimento de 

fungos de podridão branca na presença de alguns corantes azo reativos, como o 

VR239. 

Além do crescimento micelial, as características do desenvolvimento do micélio 

em meio sólido contendo 0,6 g/L de corante foram analisadas quanto a descoloração 

visual ao longo de 6 dias, com as cepas P. sanguineus UNI002, F. oxysporum 

JUMAD053 e T. cingulata JUMAD075 apresentando resultado positivo para 

descoloração (Figura 16). É conhecida a capacidade destas espécies em descolorir 

outros corantes azo (POINTING e VRIJMOED, 2000; GAJERA et al., 2015; 

DAYARAM e DASGUPTA; 2008), bem como a relação entre a descoloração e a sua 

elevada atividade de enzimas oxidativas.  

Pôde ser observado na Figura 16 que o microrganismo que obteve maior área e 

tonalidade de descoloração em comparação com o controle foi a cepa T. cingulata 

JUMAD075. 

 

Figura 16 - Ensaio de descoloração em meio sólido para o corante VR239 para três cepas 

testadas e controle 

 

 



 
53 

 

O teste de oxidação do guaiacol é uma forma rápida de averiguar a presença de 

enzimas oxidativas, devido a sensibilidade deste composto a oxidação a 

tetraguaiacol, formando um halo marrom avermelhado no micélio quando positivo 

(VISWANATH et al, 2008). Neste sentido, o teste de oxidação do guaiacol 1% (m/v), 

foi positivo paras as cepas P. sanguineus UNI002 e T. cingulata JUMAD075 (Figura 

17). Este resultado pode ser observado para P. sanguineus (DANTÁN-GONZÁLEZ, 

2008) e T. cingulata (NYANHONGO et al, 2007) em pesquisas realizadas 

anteriormente. 

 

Figura 17 - Teste de oxidação do guaiacol para quatro cepas e formação de halo marrom 

avermelhado para positivo (+) e ausência de halo marrom avermelhado para negativo (-) 

 

 

 

 Desta forma foi tomado como critério para seleção da cepa T. cingulata 

JUMAD075 a ausência de inibição do crescimento micelial pelos corantes testados, 

destaque na descoloração visual dos corantes dentre os demais microrganismos e 

teste de oxidação do guaiacol positivo. 

 

4.2.2 Ensaios preliminares em meio líquido com o microrganismo selecionado T. 
cingulata JUMAD075 

A cepa T. cingulata JUMAD075 foi submetida a ensaio em meio líquido ao 

longo de 12 dias para investigação do potencial de descoloração dos corantes 

VR239 e AR145 na concentração de 0,2 g/L, produção de lacase e peso da matéria 

seca do micélio. Foi possível observar um efeito de descoloração de 40% e 50% 
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respectivamente para o corante VR239 e AR145 em 12 dias (Tabela 12). Através da 

Lei de Lambert & Beer (SWINEHART, 1962) foi possível utilizar a curva padrão 

realizada para identificar os valores de concentração em g/L, sendo observado 

decaimento de 0,07 g/L do corante VR239 em 12 dias em relação a concentração 

inicial (0,2 g/L). A concentração inicial de corante livre nos ensaios com a cepa T. 

cingulata JUMAD075 diminuiuem comparação ao controle ao longo dos dias do 

experimento (Figura 15). Este fato mostra a capacidade do fungo T. cingulata 

JUMAD075 em de descolorir os corantes testados em meio líquido com agitação de 

180 rpm e a 28ºC. 

Tabela 11 - Descoloração e concentração ao longo de 12 dias para os corantes VR239 com 

concentração inicial de 0,2 g/L 

  3 dias 6 dias 9 dias 12 dias 

Descoloração VR239  5% 6% 14% 40% 
Concentração de VR239 (g/L) 0,19 0,19 0,18 0,13 
Controle VR239 (g/L) 0,20 0,20 0,20 0,20 
Decaimento VR239 (g/L) 0,01 0,01 0,02 0,07 

 

A concentração de 0,2 g/L utilizada no presente estudo não impediu o 

desenvolvimento do fungo T. cingulata JUMAD075, gerando efeitos esperados de 

descoloração do meio. Entretanto, comparativamente a concentração do corante azo 

verde de malaquita (0,5 g/L) para o fungo P. chrisosporium testado por Bibi e Asgher 

(2011), inibiu os efeitos de descoloração do fungo. Outro trabalho de descoloração 

de corantes têxteis por T. cingulata, realizado por Dayaram e Dasgupta (2008), 

testou diversos corantes em diversas concentrações de 0,1 a 1 g/L. No caso dos 

corantes azo reativos, como Laranja Reativo, Preto Remazol e Azul Reativo na 

concentração de 0,1 g/L, a cor remanescente nos tratamentos, também esteve entre 

40 e 50 %, bem como foi observado no ensaio realizado com a cepa T. cingulata 

JUMAD075 com o corante azo VR239 a 0,2 g/L. 

Figura 14 - Porcentagem de descoloração e decaimento da concentração (g/L) de corante 

VR239 nos ensaios realizados ao longo de 12 dias 
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A atividade de Lac nos quatro tempos testados foi crescente, observando-se 

uma maior atividade aos 12 dias de cultivo, com máximo de 10,7 U/mL para o teste 

contendo corante VR239 (0,2 g/L), ambos resultados superiores ao controle sem 

corante. Também, foi possível observar o crescimento concomitante da 

descoloração e da atividade de Lac em ambos corantes testados (Figura 17). A 

expressão de Lac pode ser influenciada por diversos parâmetros, incluindo fonte de 

nitrogênio, limitações de carbono e tipos de cultivo (NILADEVI e PREMA, 2008). No 

entanto, culturas de Trametes versicolor já demonstraram que a presença de 

compostos xenobióticos como a xilidina e a lignina podem estimular a expressão de 

lacases (BOLLAG e LEONOWICZ, 1984). Neste caso, ainda em comparação com o 

estudo de Dayaram e Dasgupta (2008), a atividade de lacase da cepa de T. 

cingulata estudada, também foi similar, sendo obtida atividade máxima de Lac de 

11,5 U/mL. 

Figura 15 - Relação da atividade da de Lac e descoloração pela cepa T. cingulata 

JUMAD075 na presença do corante VR239 e controle sem corante em diferentes tempos de 

cultivo 
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 Quanto as mudanças de pH do meio de cultivo contendo o corante VR239, foi 

observada acidificação de em média 1,1 graus entre 3 e 12 dias de cultivo (Tabela 

14). Esta diminuição observada do pH pode ser atribuída à produção de ácidos 

orgânicos durante o metabolismo secundário do fungo (KUHAD, SINGH & 

ERIKSSON, 2006). O fungo T. cingulata obteve melhores resultados de 

descoloração em condições mais ácidas de pH (de 6,0 a 4,5) em outros estudos 

com corantes azo (TEKERE et al., 2001). 

 

Tabela 12 - Média do pH dos meios de cultivo contendo corantes azo e controle abiótico ao 

longo de 12 dias 

 3 dias 6 dias 9 dias 12 dias 

pH VR239 7,0 6,4 6,1 6,1 
Controle sem corante 7,2 6,4 6,2 6,0 

 

A habilidade de descoloração da cepa T. cingulata JUMAD075 frente três 

diferentes concentrações do corante VR239 (0,1, 1,05 e 2 g/L) em três diferentes 

tempos (6, 12 e 18 dias), foi testada em um experimento paralelo com intuito de 

identificar a concentração indicada para iniciar-se a otimização das condições de 

cultivo (sessão 5.3). Os resultados estão apresentados graficamente abaixo (Figura 

16). Pode-se observar que na concentração de 0,1 g/L o fungo obteve maiores 

porcentagens de descoloração do corante em relação a controle, chegando a 96% 

em 18 dias de cultivo em meio líquido agitado (180 rpm e 25ºC), enquanto no 

mesmo tempo decorrido a concentração de 2 g/L obteve apenas 43%. 
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Figura 16 - Descoloração em três diferentes tempos em relação a diferentes concentrações 

do corante VR239 

 

A concentração do corante no meio influencia diretamente o fator 

descoloração, sendo está uma relação inversamente proporcional (SI et al., 2011). É 

esperado neste caso que quanto mais alta a concentração do corante no meio, 

menor seja sua taxa de descoloração em relação ao controle. Deste modo, foi 

determinado que a concentração de 0,1 g/L (A) deu melhores condições para 

descoloração do corante VR239 pela cepa T. cingulata JUMAD075, sendo esta 

escolhida para ser fixada no experimento de otimização devido a maior porcentagem 

de descoloração obtida no experimento realizado. 

 

4.3 Otmização das condições de cultivo para três fatores 

A otimização da atividade das enzimas Lac (Y1) e LiP (Y3), concomitante à 

descoloração (Y2), foi realizada com base nos dados obtidos em gráficos de Pareto 

e metodologia de superfície de resposta, com base na influência das variáveis tempo 

(X1), concentração de sulfato de cobre (X2) e concentração de extrato de levedura 

(X3). O corante escolhido para dar sequência ao experimento de otimização foi o 

VR239 com a concentração de 0,1 g/L. 
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Tabela 13 - Delineamento experimental Box-Behken para três fatores em três níveis e 

respostas obtidas com respectivos desvios padrão  

Ensaio 
Fatores Respostas 

X1 X2 X3 
Atividade Lac¹ 

(Y1) 
Descoloração² 

(Y2) 
Atividade LiP¹ 

(Y3) 

1 -1 -1 0 4,022 ± 0,286 68 ± 6,28 0,000 ± 0,000 
2 1 -1 0 11,583 ± 1,155 66 ± 3,12 0,002 ± 0,000 
3 -1 1 0 8,708 ± 0,665 96 ± 0,41 0,033 ± 0,003 
4 1 1 0 9,975 ± 0,343 80 ± 0,14 0,005 ± 0,001 
5 -1 0 -1 8,221 ± 0,657 94 ± 5,00 0,005 ± 0,001 
6 1 0 -1 6,759 ± 0,758 60 ± 0,22 0,001 ± 0,001 
7 -1 0 1 1,607 ± 0,281 47 ± 5,06 0,000 ± 0,000 
8 1 0 1 9,929 ± 0,830 43 ± 2,27 0,012 ± 0,002 
9 0 -1 -1 8,418 ± 0,499 79 ± 5,22 0,029 ± 0,002 
10 0 1 -1 7,723 ± 0,398 100 ± 0,43 0,013 ± 0,001 
11 0 -1 1 8,281 ± 0,263 53 ± 3,69 0,029 ± 0,002 
12 0 1 1 12,447 ± 0,498 57 ± 5,62 0,014 ± 0,001 
13 0 0 0 11,183 ± 0,828 66 ± 3,22 0,021 ± 0,002 
14 0 0 0 11,044 ± 0,650 63 ± 2,67 0,022 ± 0,002 
15 0 0 0 9,691 ± 0,520 78 ± 0,14 0,020 ± 0,001 

Fatores 
Valores reais    

-1 0 1    

X1= tempo 
(dias) 

8 16 24 
   

X2= sulfato 
de cobre³  

1 1,75 2,5 
   

X3= extrato 
de levedura³  

3 14 25 
   

¹ Expresso em U/mL; ² Expresso em %; ³ Expresso em g/L 

 

Os dados obtidos deste planejamento fatorial (Tabela 13), foram ajustados 

pelo modelo quadrático com interações lineares, no software Statistica 9.0, 

apresentando coeficiente de correlação (R²) de 0,90262 para o fator atividade da Lac 

(Y1), 0,93957 para o fator descoloração (Y2), e 0,96107 para o fator atividade de LiP 

(Y3). É possível neste sentido, obter as informações de condições ideais de 

suplementação de sulfato de cobre e extrato de levedura, além do tempo de cultivo 

para maximização da atividade das três respostas combinadamente. As análises de 

variância indicaram que os modelos foram significativos num nível de 5% de 

confiança, pois os termos F calculados foram maiores que os valores de F tabelados 

para os graus de liberdade de cada modelo definido. 

Através da análise dos gráficos de superfície de resposta obtidos para 

determinação das três respostas ótimas em relação aos fatores testados, o resultado 

para máxima atividade de Lac (12,447 U/mL) foi obtida no ensaio de nº 12, sob as 

seguintes condições: 2,5 g/L de sulfato de cobre, 25 g/L de extrato de levedura e 16 

dias de cultivo. Para a máxima atividade de LiP (0,033 U/mL) obtida no ensaio nº 3, 
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as condições foram: 2,5 g/L de sulfato de cobre 14 g/L de extrato de levedura e 8 

dias de cultivo. E para a resposta máxima de descoloração o ensaio nº 10 obteve a 

melhor média (100% ± 0,43%) sob as seguintes condições: 2,5 g/L de sulfato de 

cobre 3 g/L de extrato de levedura e 16 dias de cultivo.  

A partir dos resultados apresentados no gráfico de Pareto para a atividade 

de Lac (Y1) (Figura 17) foi possível observar que os fatores que exerceram maior 

efeito para esta resposta foi a interação entre tempo e extrato de levedura (X1X3 = 

5,658). No gráfico x os efeitos de maior relevância estão ordenados de forma 

decrescente, sendo a linha de divisão vermelha (p = 0,05) utilizada para representar 

fatores que resultam em efeitos significativos na produção desta enzima, sendo 

efeitos lineares apresentados como Xn e XnXm (quando há interação entre duas 

variáveis) e Xn (variável isolada), e os efeitos quadráticos representados por Xn
2.  

Neste caso, dentre as interações relevantes, a variável menos importante 

para a atividade de Lac (Y1), foi a concentração de sulfato de cobre (X2 = 3,475) e a 

mais relevante a interação entre tempo e concentração de extrato de levedura (X1X3 

= 5,658). No entanto, a variável concentração de sulfato de cobre (X2) foi fixada com 

valor máximo, devido a seu efeito positivo observado em outros trabalhos (LEVIN, 

HERRMANN e PAPINUTTI, 2008), e sua comprovada atividade na catalise oxidativa 

de compostos (SALEM, 2000; YE et al., 2021). A tecnologia baseada no radical 

sulfato (SO4•−) vem sendo bastante estudada devido ao potencial no campo de 

saneamento de águas residuárias de tingimento (YE et al, 2021). O sulfato de cobre 

pode agir na catalise através de mecanismo de troca iônica simples, onde há 

liberação de sulfato (SO4•−), sendo que no trabalho de Dhale e Mahajani (2000) este 

mecanismo capaz reduzir até 75% da demanda química de oxigênio (DQO) e 

remover até 99% da cor do corante azo Azul Disperso em meio líquido agitado. 

Os resultados apresentados no gráfico de Pareto para a descoloração (Y2) 

(Figura 18) evidenciam que o fator que exerceu maiores efeitos para esta resposta 

foi, principalmente a concentração de extrato de levedura (X3). Neste caso, a 

correlação deste fator com a descoloração, especificamente, pode testar ligada a 

preferência de fungos de podridão branca em utilizar fontes orgânicas de nitrogênio 

para ampliação da rede micelial, elevando o aumento da biomassa do espécime, e 

consequentemente de sua área superficial de biossorção do corante ao micélio, por 

exemplo (KIRSCH, MACEDO e TEIXEIRA, 2016). 
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Para a resposta atividade de LiP (Y3), a partir das superfícies de resposta 

apresentadas, vê-se que as melhores respostas foram obtidas em tempos nos níveis 

intermediários e inferiores. Desta forma, a superfície de resposta para a LiP (Y3) 

(Figura 19) foi obtida fixando-se o tempo de cultivo em 10 dias, que representa um 

tempo entre o valor limite inferior e o central. 

A atividade de LiP (Y3) foi influenciada majoritariamente pela interação entre 

tempo e concentração de sulfato de cobre (X1X2 = -21,868), sendo a variável 

relevante menos significativa a concentração do extrato de levedura (X3 = 5,905), 

porém essa variável se mostrou importante para as respostas de atividade lacase 

(Y1) e descoloração (Y2). A influência de complexos de cobre sobre a atividade de 

enzimas peroxidases de fungos do gênero Trametes sp. e outros fungos de podridão 

branca já foi amplamente estudada (VRSANSKA et al. 2016). Complexos metálicos, 

bem como compostos halogênios podem alterar a dinâmica de funcionamento da 

LiP, através da saturação de bases metálicas e disponibilização de substrato 

enzimático (JING, 2010).   

Sendo está uma otimização realizada para três fatores e três respostas, 

através das sobreposições das curvas de resposta, pode-se obter graficamente o 

ponto ótimo de cada fator para máximas respostas levando em consideração as 

demais respostas plotadas (Figura 20). Através desta metodologia, foi possível 

determinar que a condição de cultivo adequada para maximização das três 

respostas concomitantemente de acordo com o modelo proposto foi: 2,5 g/L de 

sulfato de cobre 8,5 g/L de extrato de levedura e 12 dias de cultivo. Bem como com 

com estes parâmetros são previstas as respostas ótimas de atividade de Lac (Y1) de 

10,492 U/mL, descoloração (Y2) de 100% e atividade de LiP (Y3) de 0,0259 U/mL. 
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Figura 19 - Curvas de resposta as três variáveis analisadas, considerando os fatores tempo 

(X1), concentração de sulfato de cobre (X2) e concentração de extrato de levedura (X3) 

 

 

 

Ainda, visando confirmar a aplicabilidade deste modelo obtido, foram 

realizados experimentos de validação com as condições de cultivo combinadas para 

as três respostas. A atividade de Lac obtida pelo ensaio de validação, foi de 10,302 

U/mL e não diferiu significativamente do valor previsto pelo modelo (10,290 U/mL), 

bem como se aproximou de resultados da literatura para Trametes sp. (LI et al, 

2008). A atividade de LiP obtida no ensaio de validação da otimização, foi de 0,0168 

U/mL, e também, não diferiu significativamente do valor previsto pelo modelo 

(0,0259 U/mL). No entanto, a descoloração obtida no ensaio foi de 63%, sendo 

diferente do valor previsto pelo modelo (100%). Também, foi medida atividade da 

enzima MnP pelo fungo T. cingulata JUMAD075 nas condições otimizadas, sendo o 

valor obtido de 0,003 U/mL, majoritariamente superior ao obtido por outras cepas do 

gênero Trametes sp. testadas por Vrsanska e colaboradores (2016) em condições 

suplementadas de sulfato de cobre, como pode-se observar na Tabela 14. 

O fato de a descoloração não ter sido validada mesmo seguindo os 

parâmetros do ensaio biológico em condições otimizadas, pode estar relacionado a 
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um possível efeito antagônico entre as variáveis validadas com os parâmetros 

encontrados (Atividade de Lac e Atividade de LiP) e a variável descoloração. Em 

muitos casos as interações entre variáveis podem potencializar o efeito de 

otimização, no entanto neste em específico, pode-se observar uma falta de efeito 

sinérgico (melhora as condições de ambos) entre a descoloração e as demais 

respostas. Ainda, pode-se levantar com este resultado, que o efeito de descoloração 

pode estar relacionado a outro fator, ainda não identificado, como a biossorção, por 

exemplo. 

 

Tabela 14 - Comparação dos resultados obtidos pelo fungo T. cingulata JUMAD075 para a 

atividade enzimática de Lac, LiP e MnP (U/mL) em condições otimizadas e outras espécies 

do gênero Trametes sp. testadas em condições otimizadas por Vrsanska et al. (2016) 

  U/mL   
  Lac LiP MnP Referência 

Trametes versicolor 1,29170 0,00181 0,00009 
VRSANSKA et al, 

2016 
Trametes suaveolens 1,29170 0,00181 0,00009 

Trametes gibbosa 0,15690 0,00030 0,00025 

Trametes cingulata JUMAD075 10,29000 0,01600 0,00300 Presente estudo 

 

As amostras passaram por analises de CLAE e FT-IR, com finalidade de 

gerar um estudo aprofundado do processo de otimização, através da identificação 

de pistas de possíveis interferências das variáveis e efeitos em respostas 

bioquímicas relacionadas à biodegradação/biossorção do corante pelo isolado 

selecionado. 

 

4.4 Análise de possíveis produtos da biodegradação 

As amostras obtidas dos ensaios e repetições realizadas no experimento de 

otimização, bem como os controles, foram extraídas com diclorometano (1:1), 

ressuspensas em metanol e água (1:3) e acidificados para CLAE com ácido 

tricloroacético 0,1% ao pH 2. As análises de CLAE foram realizadas para cada 

extrato e obtidos os cromatogramas. Não foi possível identificar modificações 

mensuráveis entre os cromatogramas dos ensaios e seus respectivos controles, pois 

não foram utilizados padrões moleculares ou curva padrão. No entanto, foi 

observada diferença relevante entre o número de picos de alguns cromatogramas de 
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ensaios de tratamento biológico contendo o corante VR239 e controles com cultivo 

da cepa sem a presença do corante. 

 Pode-se observar na Figura 21 o cromatograma do controle (corante + meio, 

8 dias), obtido da leitura no cumprimento de onda 254 nm, onde aos 5,04 min há um 

pico de 29,64 mAU. Na mesma figura, o cromatograma do ensaio nº3 (8 dias), no 

mesmo cumprimento de onda, foi onservado aos 5,05 min um pico de 24,39 mAU e 

abertura de um novo pico. 

Figura 20 - Cromatograma obtido por análise de CLAE do controle (sem tratamento) e do 

tratamento por 8 dias com a cepa T. cingulata JUMAD075 

 

Figura 21 - Cromatograma obtido por análise de CLAE do controle (corante + meio) e do 

tratamento por 8 dias com a cepa T. cingulata JUMAD075 

 

 

Na Figura 22, o cromatograma de CLAE aos 16 dias do ensaio nº12 evidencia 

o pico semelhante entre controle e tratamento com decaimento ainda maior, de 

28,93 mAU para 14,81 mAU, levando a indicação de possíveis modificações nas 

Ensaio nº3  
(sem tratamento) 

8 dias 

Ensaio nº3  
(com tratamento) 

8 dias 

Ensaio nº12  
(sem tratamento) 

16 dias 

Ensaio nº 12  
(com tratamento) 

16 dias 
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estruturas moleculares, que poderiam ser identificadas por espectroscopia de 

massas em trabalhos futuros. 

4.5 Análise da biossorção do corante ao micélio 

4.5.1 Análise da biomassa 

Visando identificar um possível efeito de adsorção do corante ao micélio 

fúngico, foi realizado um estudo da biomassa obtida do experimento de otimização 

através de IV-FT e MEV. 

A média da biomassa produzida pela cepa T. cingulata JUMAD075, em cada 

um dos ensaios do experimento de otimização, bem como o controle (fungo + meio) 

foram separadas do meio líquido e determinadas respectivas porcentagens de MS 

de acordo com a metodologia descrita na sessão 4.8.1. As porcentagens de 

descoloração e de MS foram expressas de acordo com as especificações de cada 

ensaio junto de seus respectivos desvios padrão na Tabela 15.  

Tabela 15 - Porcentagens de matéria seca por ensaio em comparação com a porcentagem 

de descoloração respectiva 

Ensaio CuS04 Ext. Lev. Dias Descoloração (%) MS (%) 

1 1 14 8 68 ± 6,28 4,08 ± 0,37 
2 1 14 24 66 ± 3,12 5,8 ± 2,47 
3 2,5 14 8 96 ± 0,41 4,12 ± 0,62 
4 2,5 14 24 80 ± 0,14 4,88 ± 0,94 
5 1,75 3 8 94 ± 5,00 3,22 ± 0,39 
6 1,75 3 24 60 ± 0,22 3,29 ± 0,08 
7 1,75 25 8 47 ± 5,06 3,91 ± 0,48 
8 1,75 25 24 43 ± 2,27 5,20 ± 0,19 
9 1 3 16 79 ± 5,22 2,64 ± 0,37 

10 2,5 3 16 100 ± 0,43 4,83 ± 0,70 
11 1 25 16 53 ± 3,69 4,46 ± 0,50 
12 2,5 25 16 57 ± 5,62 4,05 ± 1,40 
13 1,75 14 16 66 ± 3,22 2,39 ± 2,07 
14 1,75 14 16 63 ± 2,67 3,58 ± 0,10 
15 1,75 14 16 78 ± 0,14 2,97 ± 0,34 

 

A adsorção é um fator diretamente relacionado a área superficial do 

substrato adsorvente, isto é, neste caso a área superficial da biomassa micelial 

produzida pelo fungo. Logo quanto maior a produção de biomassa do fungo, maior a 

superfície adsorvente do tratamento e maiores as chances de haver biossorção e, 

consequentemente, o efeito de descoloração (HAMZEH et al., 2012; NOURI et al., 
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2021). No entanto, este fato não pôde ser observado de forma clara neste 

experimento, não sendo encontrada relação estatística entre as duas respostas.  

4.5.2 Análise da biomassa por FT-IR 

O espectro de FT-IR foi obtido na região de 500-4000 cm-1, e as distintas 

bandas do infravermelho exibidas pela adsorção do corante VR239, foram 

analisadas comparativamente de acordo com a metodologia estabelecida e 

expressas graficamente por espectros de transmitância no IR. O espectro do corante 

VR239 (Figura 23) foi utilizado como referência para identificação de picos de 

grupos funcionais ligados ao micélio. Foram escolhidos os espectros vibracionais da 

biomassa dos ensaios nº 3 (8 dias), nº 15 (16 dias) e nº 4 (24 dias) (Tabela 16 e 

Figura 24, Tabela 17 e Figura 25 e Tabela 18 e Figura 26, respectivamente) como 

padrão para analises comparativas dos grupos funcionais de acordo com o tempo de 

cultivo de cada ensaio. 

Figura 22 - Gráfico das bandas de transmitância no infravermelho para a molécula do 

corante VR239 puro 

 

 

A elevada área superficial do micélio dos fungos e a presença de uma alta 

variedade de grupos adsorventes, como lipídios, proteínas e carboidratos, faz destes 

microrganismos os sorvetes biológicos de maior potencial para a indústria (GODAGE 

e GIONFRIDDO 2020). As Figuras 23, 24 e 25 exibem os espectros vibracionais da 

biomassa micelial do fungo T. cingulata JUMAD075 após contato com o corante 

VR239 e comparação com controle e corante puro em três diferentes tempos. O 

espectro FT-IR mostrou maior intensidade de bandas entre 1600-1000 cm-1. As 
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mudanças observadas nas posições das bandas, no número de ondas e as 

mudanças nos grupos funcionais do FT-IR são demonstradas para 8, 16 e 24 dias 

na Tabela 18. Para identificação das frequências das bandas e correlação com seus 

respectivos grupos funcionais, foi usada como referência a tabela disponibilizada 

pela Merk (KGAA, 2020).  

 

Figura 23. Espectro vibracional da biomassa do fungo T. cingulata JUMAD075 antes (linha 
cinza) e após 8 dias (ensaio nº3) de contato com corante VR239 e corante puro 

 

Tabela 16 - Posição da banda dos grupos funcionais antes da adsorção e após 8 dias 

(ensaio nº3) de contato com corante VR239 e controle corante puro 
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Figura 24 - Espectro vibracional da biomassa do fungo T. cingulata JUMAD075 antes (linha 
cinza) e após 16 dias (ensaio nº15) de contato com corante VR239 em comparação com 
corante puro 

 

Tabela 17 - Posição da banda dos grupos funcionais antes da adsorção e após 16 dias 
(ensaio nº15) de contato com corante VR239 e controle corante puro 
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Figura 25 - Espectro vibracional da biomassa do fungo T. cingulata JUMAD075 antes (linha 
cinza) e após 16 dias (ensaio nº15) de contato com corante VR239 em comparação com 
corante puro 

 

Tabela 18 - Posição da banda dos grupos funcionais antes da adsorção e após 24 dias (ensaio 
nº4) de contato com corante VR239 e controle corante puro 
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O surgimento de picos atribuídos a grupamentos sulfonados nos tratamentos 

no alongamento S=O (1350-1300 cm-1) de sulfônas e ácidos sulfônicos também 

foram identificados, o que sugere que estes grupos também são possíveis pontes de 

adsorção do corante ao micélio (BIRELLER et al., 2012).  

Figura 26 - Espectro vibracional da biomassa da cepa JUMAD075 antes (linha cinza) e após 

8 dias (linha azul), após 16 dias (linha laranja) e 24 dias (linha verde) de contato com 

corante VR239 

 

 

Entre os grupos funcionais identificados na análise de FT-IR do ensaio nº 3 

(8 dias) comparados com antes da adsorção e depois da adsorção, as frequências 

tiveram deslocamento de -14 cm-1 na banda de alongamento O-H e/ou N–H, de -4 

cm-1 no alongamento de C-H, -5 cm-1 nas bandas de N–H de aminas primárias, -19 

cm-1 nas bandas de C-H ou alongamento de C-C e de -10 cm-1 na banda C-N de 

aminas alifáticas, além do surgimento do alongamento C=C de anéis aromáticos. 

Uma vez que um deslocamento de posição de banda de mais de 4 cm-1 é 

considerado significativo, essas mudanças listadas podem ter contribuído para 

adsorção do corante nesses grupos de superfície envolvidos na biossorção 

(BAIRAGI et al., 2011). Além disso, nestes quatro grupos a intensidade dos picos foi 

menor na amostra de tratamento com corantes (Figura 27), o que pode ser um sinal 

relacionado com a adsorção nestes sítios (NOURI et al., 2021). 
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Diferentes estudos confirmam uma variedade de grupos funcionais 

envolvidos na adsorção e que podem estar relacionados a estrutura química dos 

corantes e, também, ao tipo de adsorvente e seus grupos de superfície. Entre os 

grupos de superfície mais importantes envolvidos na biossorção estão as hidroxilas 

e as aminas, presentes em biopolímeros como a quitina (Ch), polissacarídeos como 

a galactosaminogalactana (GAG) e a galactomanana (GM), β-1,3-glucanas e α-1,3-

glucanas, além de proteínas e outros componentes da estrutura celular fúngica 

(RINAUDO, 2006; CHAKRABORTY et al., 2021). 

4.5.3 Análise por Microscopia Eletrônica de Varredura 

Com intuito de caracterizar morfologia de superfícies de biosorventes, a 

MEV é uma técnica bastante eficiente, sendo possível determinar a estrutura porosa 

da biomassa e diferenciar tratamentos (DOTTO et al., 2012 apud SI, YUAN e CUI, 

2015). As amostras de biomassa obtidas da validação da otimização foram 

analisadas em MEV. As imagens obtidas apresentaram algumas modificações 

morfológicas entre amostra antes do tratamento (A1, A2 e A3) e após o tratamento 

(B1, B2 e B3). Além da coloração visivelmente relacionada ao efeito de tingimento 

do micélio, foi possível notar a superfície da biomassa da amostra antes do 

tratamento (A1, A2 e A3) como uma rede polimérica enrugada (SI, YUAN e CUI, 

2015), com números consideráveis de poros irregulares e presença de estruturas 

esféricas difusas (Figura 28).  
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Figura 27. Análises de MEV para biomassa antes do tratamento (A1, A2 e A3) e após o 
tratamento (B1, B2 e B3) em três diferentes escalas de aumento 

 

 

 

A perda de cor na superfície celular foi observada bem como indicações da 

precipitação do VR239 na superfície do T. cingulata JUMAD075. Nouri e 

colaboradores (2021) realizaram estudos com a biossorção de corantes azo à 

levedura Sarocladium sp. e relatou precipitação semelhante na amostra tratada. A 

analise realizada sugere que a área superficial externa do micélio foi recoberta pelo 

corante. 

Para melhor caracterização deste material biosorvente é necessário que haja 

identificação do Potencial Zeta da superfície do micélio adsorvente. Esta informação 

é muito importante para que seja possível conhecer as cargas da superfície exterior 

de materiais adsorventes. Este é um forte indicador de capacidade de floculação de 

suspenções, por exemplo (KLIS et al., 2002). Nouri e colaboradores (2021) 

utilizaram esta analise sendo possível qualificar o alto potencial de adsorção da 

biomassa fúngica. Em seu estudo, verificou-se a diferença do potencial de carga de -

12,7 mV antes do tratamento e -15,9 mV após o tratamento, sendo a mudança 

relacionada a saturação da superfície externa do micélio pelo corante. 
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4.6 Analise da descoloração do corante por concentrado de enzimas 
produzidas pelo isolado T. cingulata JUMAD075 

O concentrado de enzimas obtido por diálise (Figura 29) foi utilizado na 

concentração de 1% (m/v) em solução contendo corante VR239 (0,1g/L) foi mantido 

sob agitação constante por 24h obtendo a atividade média de Lac de 7,332 U/mL, 

não diferindo significativamente da solução controle sem corante que atingiu 7,617 

U/mL. Concomitantemente as análises de atividade de Lac, foi realizada analise da 

descoloração do meio, com máximo de 36% de descoloração e redução de 0,024 

g/L na concentração do corante VR239 livre em relação ao controle sem CE. 

 

Figura 28 - Processo de extração de enzimas através de dialise 
 

 

 

Tabela 19 - Resultados em triplicata de porcentagem de descoloração do corante VR239 e 

atividade de Lac em meio contendo CE a 1 % (m/v), controle sem CE (CA) e controle sem 

corante (CB) 

Nome Lac U/mL VR239 g/L Abs. λ=545nm Descoloração 

ELE1 7,048 0,080 0,694 30% 
ELE2 7,978 0,077 0,652 35% 
ELE3 6,969 0,076 0,634 36% 

Me  7,332 0,077 0,660 34% 

CA1 - 0,1 0,995 - 
CA2 - 0,1 1,004 - 
CA3 - 0,1 1,000 - 
CB1 8,081 - - - 
CB2 7,733 - - - 
CB3 7,036 - - - 

Me CB 7,617 - - - 

 

 Esta investigação identifica a ação específica do ELE obtido do cultivo 

otimizado da cepa T. cingulata JUMAD075 sobre a descoloração e redução do 
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corante no meio líquido. Sendo anteriormente determinada que a descoloração do 

corante sob a faixa média de atividade de Lac de 7,332 U/mL. 

 

5 CONCLUSÃO 

O microrganismo selecionado foi identificado como Trametes cingulata 

JUMAD075, caracterizado macro e microscopicamente, além de confirmação por 

sequenciamento e análise molecular. Esta espécie foi analisada quanto ao seu 

potencial para tratamento de corantes azo. Pôde-se observar efeitos visuais de 

descoloração do corante em meio sólido e teste positivo para peroxidases totais 

(guaiacol). Em meio líquido na concentração de 0,2 g/L o fungo foi capaz de realizar 

até 50% de descoloração para corante azo VR239 em 12 dias. Foi determinada a 

concentração de corante VR239 ideal para otimização de 0,1 g/L. O fungo foi capaz 

de atingir a atividade de Lac de 10,69 U/mL em 12 dias. 

Foi realizada otimização de condições de cultivo do fungo em meio líquido 

através de um delineamento multifatorial, visando atingir a máxima produção 

enzimática e descoloração do corante VR239. Foi identificada a suplementação ideal 

de sulfato de cobre (2,5 g/L), extrato de levedura (8,5 g/L) e tempo de cultivo (12 

dias), com a validação das condições de cultivo mantendo 10,290 U/mL de atividade 

de Lac, de 0,016 U/mL de LiP, 0,003 U/mL de MnP e descoloração de 64%. No 

entanto, no experimento de otimização, a máxima atividade de Lac (12,447 U/mL) foi 

obtida no ensaio de nº 12 (2,5 g/L de sulfato de cobre, 25 g/L de extrato de levedura 

e 16 dias de cultivo), a máxima atividade de LiP (0,033 U/mL) obtida no ensaio nº 3 

(2,5 g/L de sulfato de cobre 14 g/L de extrato de levedura e 8 dias de cultivo), e a 

resposta máxima de descoloração o ensaio nº 10 obteve a melhor média (100% ± 

0,43 (2,5 g/L de sulfato de cobre 3 g/L de extrato de levedura e 16 dias de cultivo). 

Sobre a analise por CLAE, ainda que pouco conclusivos, os resultados 

obtidos indicam que há decaimento da absorbância do corante em comparação com 

controle. Na análise do ensaio nº12 (16 dias) evidencia o pico semelhante entre 

controle e tratamento com decaimento ainda maior, de 28,93 mAU para 14,81 mAU, 

levando a indicação de possíveis modificações nas estruturas moleculares, que 

poderiam ser identificadas por espectroscopia de massas em trabalhos futuros. 
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Quanto a análise de biossorção, em ambos os estudos realizados, foram 

identificados indicativos de biossorção do corante VR239 ao micélio do fungo. Em 

análise de FT-IR, o deslocamento gradual da posição de banda superior a 4 cm-1, 

em grupos de superfície envolvidos na biossorção, sugere de fato há este efeito 

ocorrendo nos tratamentos analisados. Em analise de MEV, também foram 

observados fatos relevantes que indicam o efeito de biossorção, como a superfície 

da amostra antes do tratamento como uma rede polimérica enrugada, com números 

consideráveis de poros irregulares e presença de estruturas esféricas difusas. 

A descoloração do corante VR239, também foi testada em experimento com 

ELE, sendo observada atividade média de 7,332 U/mL (ELE 1%) e descoloração de 

em média 34%. Pode-se concluir que a presença de enzimas dentro deste pool 

extraído do cultivo do fungo T. cingulata JUMAD075, contribuíram para a 

descoloração do corante azo. 

Deste modo, foi possível concluir que o microrganismo T. cingulata 

JUMAD075 possui alta capacidade de realizar o tratamento de corantes azo, sendo 

capaz de atuar por duas vias de tratamento, a biossorção ao micélio fúngico, e a 

biodegradação por enzimas ligninolíticas. 
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