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Produção de enzimas do sistema lignolítico 
por fungos filamentosos isolados de locais 

impactados por petroderivados
Production of lignolitic system enzymes by filamentous fungi isolated from 

oilderivatives impacted sites

Fungos isolados de locais impactados por petróleo foram investigados quan-
to à produção de enzimas lignolíticas, utilizando óleo diesel como substrato. 
A produção de polifenoloxidases foi verificada utilizando-se ácido gálico 
(0,5%). Os fungos selecionados foram inoculados em solução de Manachini 
e óleo diesel (1%), incubados a 30ºC por 72 horas, avaliando-se produção 
de biomassa, pH e quantificação de lacase-LaC, lignina-LiP e manganês 
peroxidase-MnP, por meio da oxidação de ABTS, álcool veratrílico e verme-
lho fenol, respectivamente. A produção de biomassa variou entre 10,21 g/L a 
1 g/L, e o pH entre 6,0 e 6,8. A maior produção de LiP ocorreu pela estirpe 
F25 (144 U/L). A maior atividade para MnP foi observada pelas estirpes F4, 
F11 e F25 (correspondendo a 56U/L, 51U/L e 60U/L, nessa ordem), e a maior 
atividade da LaC foi para F33 e F4 (respectivamente, 290U/L e 210U/L). 
As estirpes selecionadas demonstraram ser indicativas para o processo de 
otimização de enzimas lignolíticas, com posterior aplicação biotecnológica.

Palavras-chave: Fungos filamentosos. Lacase. Lignina peroxidase. Manganês 
peroxidase. Óleo diesel. 

Fungal strains isolated from impacted sites by oil were investigated for the 
production of lignolitic enzymes using diesel oil as substrate. The produc-
tion of polyphenoloxydase was detected using gallic acid (0.5%). The se-
lected fungi were inoculated in Manachini solution added with diesel (1%), 
incubated at 300C for 72 hours, to evaluate biomass production, pH and 
of laccase-Lac, lignin-LiP and manganese peroxidase-MnP by ABTS oxida-
tion, veratryl alcohol and red phenol, respectively. The biomass production 
ranged from 10.21 g/L to 1 g/L, and pH between 6.0 to 6.8. The higher 
production of LiP was observed by the strain F25 (144 U/L). The highest 
MnP activity was observed for the strains F4, F11 and F25 (corresponding 
to 56U/L, 51U/L and 60U/L, respectively), and the highest activity of LAC 
was to F33 and F4, respectively (290U/L and 210U/L). The selected strains 
showed to be indicative for the optimization lignolitics enzymes process and 
subsequent biotechnological applications.

Key words: Filamentous fungi. Laccase. Lignin peroxidase. Manganese 
peroxidase. Diesel oil.
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1 	 Introdução

A poluição provocada por acidentes envol-

vendo petróleo e derivados constitui um proble-

ma de escala mundial devido aos impactos cau-

sados ao meio ambiente. Por outro lado, a cada 

ano o acúmulo dos rejeitos emitidos por indústrias 

de diversos ramos, aumenta consideravelmente 

(NITSCHKE; PASTORE, 2002). No Brasil, os 

principais grupos contaminantes são os solven-

tes aromáticos, combustíveis e os hidrocarbone-

tos aromáticos policíclicos, todos provenientes 

da indústria petrolífera (CETESB, 2008). Diante 

dessa problemática, são empregadas estratégicas 

físico-químicas e biológicas que, quando associa-

das, permitem a remoção desses poluentes e con-

sequente remediação do ambiente. 

A biorremediação tem sido apontada como 

uma alternativa viável na descontaminação de lo-

cais impactados, pois direciona o potencial fisio-

lógico de micro-organismos na degradação enzi-

mática dos hidrocarbonetos, devido à utilização 

como fonte de carbono (RAHMAN et al., 2003). 

A utilização de fungos e bactérias isolados de lo-

cais impactados, visando aplicação em processos 

biotecnológicos, tem recebido destaque, sendo 

esses micro-organismos amplamente utilizados 

na remediação de poluentes e locais impactados 

(GOMES et al., 2010).

Dentro do grupo dos fungos degradadores 

de xenobióticos, destacam-se os lignolíticos que 

utilizam o citocromo P-450 monoxigenase e en-

zimas extracelulares lignolíticas, atuantes na de-

gradação da lignina e que conferem uma maior 

tolerância aos poluentes em concentrações que se-

riam tóxicas para outros organismos (VAN DEN 

BRINK et al., 1998). A literatura destaca como as 

maiores famílias de enzimas fúngicas ligninolíti-

cas, os seguintes tipos: lacases, lignina peroxidase 

e manganês peroxidase (D’SOUZA et al., 1999). 

Nessas enzimas falta à especificidade pelo subs-

trato e, com isso, elas são empregadas na degra-

dação de diversos xenobióticos, com aplicação na 

indústria química, alimentícia, agrícola, de papel, 

têxtil, além de setores da indústria de cosméticos 

(BONUGLI-SANTOS et al., 2010; GOMES, E. et 

al., 2009; DE SOUZA; PERALTA, 2003). 

A expressão da produção das enzimas lig-

nolíticas por fungos vem sendo detectada por 

meio do ácido 3,4,5-trihidroxibenzóico, co-

nhecido como ácido gálico, que, sob ação das 

fenoloxidases, forma quinonas indicativas da 

oxidação, resultando em um halo de cor âmbar 

em torno da colônia, comumente chamado de 

“Reação de Bavendamm” (CONCEIÇÃO et al., 

2005). Para quantificação das enzimas lignolíti-

cas, verifica-se a oxidação de diferentes substra-

tos, principalmente de vermelho fenol para man-

ganês peroxidase, álcool veratrílico para lignina 

peroxidase e 2,2-azino-bis-ethylbenthiazolina 

–ABTS para a lacase (ARORA; GILL, 2001; 

BONUGLI-SANTOS et al., 2010).

O uso de enzimas é considerado na atuali-

dade, um dos maiores setores da indústria biotec-

nológica. A exploração vem sendo feita da forma 

bruta, a partir de origem animal e vegetal, ou pelo 

aproveitamento da expressão enzimática decorren-

te do crescimento microbiano sobre determinados 

substratos (COLEN, 2006). Dessa forma, os fun-

gos são considerados maiores produtores das en-

zimas lignolíticas, destacando-se Phanerochaete 

chrysosporium, Penicillium spp., Paecilomyces 

spp., Cunninghamela elegans,Candida spp., 

Torulopsis sp., Rhodotorula sp., Aspergillus scle-

rotium CBMAI84 e Mucor racemosus CBMAI847 

(BOONCHAN et al., 2000; BONUGLI-SANTOS 

et al., 2010). 

Neste trabalho, teve-se como objetivo sele-

cionar fungos filamentosos produtores de polife-

noloxidases, além de avaliar quantitativamente a 

produção de lacase, lignina peroxidase e manga-

nês peroxidase, utilizando óleo diesel como subs-
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trato, com a finalidade de propor aplicação futura 

dessas enzimas na remoção de petroderivados.

2 	 Materiais e métodos

2.1 Materiais
Micro-organismos – foram utilizados para 

realização desse trabalho, 34 fungos filamentosos 

isolados de ambientes poluídos por petroderiva-

dos no Nordeste do Brasil e que se encontram pre-

servados em óleo mineral na Coleção de Culturas 

do Departamento de Antibióticos, Universidade 

Federal de Pernambuco. 

Meio de cultura – para ensaio qualitativo 

para produção de polifenoxidase, foi utilizado 

o meio Agar Malte [(g/L-1) extrato de malte 15 

g; Agar 15 g; água destilada 1000 mL; pH 7,0] 

e acrescido de ácido gálico 0,5% em frasco se-

parado de modo a evitar a hidrólise do ágar. 

Para a quantificação das polifenoloxidases, foi 

utilizado inicialmente o meio Batata Dextrose 

Agar [(g/L) 500 mL de infusão de batata; 10 

g de dextrose; Agar 20 g; água destilada 1000 

mL; pH 7,0], em seguida, utilizou-se solução 

de Manachini [(g/l) KH2PO4 2 g; (NH4)2SO4 

1g; MgSO47H2O 0,1 g; Na2HPO4 2H2O 0,9 g; 

Extrato de Levedura 1 g; água destilada 1000 

mL; pH 6,0].

Óleo diesel – as amostras de óleo diesel fo-

ram cedidas pela Transpetro S. A.

2.2 Métodos
Seleção de fungos com capacidade 
de produzir polifenoloxidase
Para verificação da produção da enzima po-

lifenoloxidase foi utilizado o meio de Ágar Malte 

acrescido de ácido gálico 0,5%. Após cinco dias, 

foi observada a formação do halo de cor âm-

bar, característico da “Reação de Bavendamm” 

(VALIEV et al., 2009).

Ensaio em meio líquido para 
quantificação de polifenoloxidase 
Para quantificação da produção das enzimas 

do grupo polifenoloxidase, os fungos seleciona-

dos, previamente, foram cultivados em placas de 

Petri, contendo meio Batata Dextrose-Ágar, por 

sete dias, a 28°C+1, sendo então removidos três 

discos (0,6 mm diâmetro) de cada fungo.

Os discos foram transferidos para frascos 

de Erlenmeyer, contendo 49,5 mL de solução de 

Manachini pH-6,0 e, como substrato indutor, uti-

lizou-se óleo diesel (1%) como substrato (SOUZA 

et al., 2008). Os frascos foram cultivados a 140 

rpm, 30°C, por 72 horas. Após esse período, o 

material foi filtrado com papel de filtro Waltman, 

10 e, a partir da massa micelial retida, com a qual, 

posteriormente, foi realizada a quantificação de 

biomassa, determinada por gravimetria, lavagem 

da biomassa com água destilada, para remoção 

de resíduos de extrato enzimático, seguida de pos-

terior secagem (60ºC/24horas). Utilizando-se o 

líquido filtrado, foi analisado o potencial hidro-

geniônico, obtido com um pHmetro, sendo deter-

minada a produção das enzimas lacase, manganês 

peroxidase e lignina.

Determinação da produção  
de lacase
Para a quantificação da lacase, foi utilizada 

a metodologia descrita por Arora e Gil (2001). 

Utilizou-se 2,2-azino-bis-ethylbenthiazolina 

-ABTS (0,03% v/v), 0,1 mL de tampão acetato de 

sódio e 0,1 mL do extrato enzimático. A oxidação 

do ABTS foi verificada por meio de espectrofotô-

metro (Spectronic/genesis5), pelo monitoramento 

do aumento da absorbância a 420 nm.

Determinação da produção de 
manganês peroxidase
Para quantificação de manganês peroxida-

se, foi verificada a oxidação do vermelho-fenol 
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(0,01% v/v), acrescido de 500µL do extrato enzi-

mático, lactato de sódio (0,25M), albumina bovi-

na (0,5% p/v), MnSO4 (2mM) e H2O2 em tampão 

fosfato citrato (20mM, pH 4,5). A leitura foi feita 

a 610 nm (BONUGLI-SANTOS et al., 2010). 

Determinação da produção  
de lignina peroxidase
Para a enzima lignina peroxidase, observou-

se a oxidação do álcool veratrílico (10 mM), em 

H2O2 (2 mM), 1 mL de tampão fosfato citrato 

(125 mM, pH 3,0) e 500µL do extrato enzimático, 

sendo a oxidação observada a 310 nm (ARORA; 

GILL, 2001).

3 	 Resultados e discussão

3.1 Seleção de fungos produtores 
de polifenoloxidases
Dentre os 34 fungos testados, 12 estirpes 

foram capazes de expressar halos indicativos da 

produção de polifenoloxidases, sendo seleciona-

das, portanto para ensaios subsequentes de quan-

tificação das enzimas (Tabela 1).

3.2 Produção de biomassa pelos 
fungos selecionados
A produção de biomassa pelos 12 fungos 

selecionados no ensaio de produção da enzima 

polifenoloxidase revelou maior formação de bio-

massa para a amostra F9 que produziu 10,21 g/L 

+ 0,2, seguido de F29 (7,95 g/L + 0,4) (Figura 

1). Resultados inferiores foram obtidos por 

Quarantino et al. (2008), que demonstraram uma 

produção de biomassa de 1,8 g/L em ensaios de 

produção de lacase por Panus tigrinus. Téllez-

Téllez (2008) observou 55 g/L de biomassa, utili-

zando glicose como fonte de carbono para a pro-

dução de lacase por Pleurotus ostreaus. 

O pH dos meios apresentou um discreto au-

mento variando de 6,0 a 6,8, o que caracteriza 

um potencial hidrogeniônico próximo da neu-

tralidade (Figura 1). Os fungos filamentosos são 

mais tolerantes as condições ácidas, os valores 

de pH podem variar de 6,0 + 0,08 e 8,0 + 0,05, 

sendo os mais favoráveis à ação degradadora de 

hidrocarbonetos. Nesse pH, observa-se um maior 

crescimento dos microrganismos, aumento da ve-

locidade de degradação e, de acordo com vários 

autores, a acidez do meio em processo de degra-

Tabela1: Micro-organismos produtores de 
polifenoloxidases e sua identificação

Identificação Identificação Local de 
isolamento

F1 Aspergillus tamarii Lagoa 
da Barra, 

Suape (PE)
F3 Penicillium aurantiogriseum

F4 Curvularia lunata

F9 Aspergillusi sp.

Mangue 
Branco 

(BA)

F10 Aspergillus sp.

F11 Paecilomyces sp.

F16 Penicillium sp.

F21 Penicillium sp.

F24 Penicillium sp.

F25 Penicillium sp

F29 Penicillum sp.

F33 Penicillium sp.

Fonte: os autores.

Figura 1: Biomassa (g/L) produzida por fungos 
filamentosos e pH quando crescidos em óleo diesel 
como uma única fonte de carbono, por 72 horas. 
Valores expressos em média + desvio-padrão
Fonte: os autores.
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dação é indicativa da produção de ácidos inter-

mediários, como o ácido oxálico (CERNIGLIA; 

SUTHERLAND, 2001; ALEXANDER, 1999; 

LEAHY; COLWELL, 1990).

A quantificação das enzimas está apresentada 

na Figura 2. Observou-se que a produção de lacase 

pelos fungos F33-Penicillium sp. (290U/L + 28) e 

F4-Curvularia lunata (210U/L+ 17), destacando-

se estatisticamente em comparação à produção da 

mesma enzima pelos demais fungos. Segundo Kim 

et al. (1998), quando foram utilizados fenantreno e 

antraceno como substratos ocorreu a produção de 

lignina peroxidase por Phanerochaete chrysospo-

rium e P. ostreatus, respectivamente. Resultados 

similares foram observados utilizando óleo die-

sel. Para Quarantino et al. (2008), a produção de 

lacase por Panus trigrinus (linhagem 577.79) va-

riou de 0,024 U/mL e 2,04 U/mL, corroborando 

resultados obtidos neste trabalho. Téllez-Téllez et 

al. (2008), em ensaios de produção de lacase por 

Pleurotus ostreatus, obteve 162U/mg de proteína. 

A melhor produção de lacase em atividade espe-

cífica foi produzida por F10, 193,9 U/mg de pro-

teína, contudo os resultados aqui descritos foram 

superiores (Tabela 2).

O destaque na produção de manganês peroxi-

dase foi: 60U/L + 8 produzidos por F25-Penicillium 

sp., cerca de 56U/L + 6 gerados por F4-Curvularia 

lunata e 51 U/L + 4 por F11-Paecilomyces sp. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Gomes 

et al. (2009), realizando descoloração de corantes, 

utilizando arroz como substrato, obtiveram 0,6 U/

mL de manganês peroxidase. Contudo, resultados 

superiores foram observados por Anastasi et al. 

(2009) em testes de degradação usando basidio-

micetos em que houve produção de MnP em torno 

de 124 U/L.

Os resultados obtidos, estatisticamente se-

melhantes para produção de lignina peroxidase, 

foram os seguintes: F11-Paecilomyces sp. (94 U/L 

+9), F21-Penicillium sp. (100 U/L + 22), F24-

Aspergillus sp. (100 U/L + 14) e F25-Penicillium sp. 

Figura 2: Atividade total (U/L-1) de lacase, 
manganês peroxidase e lignina peroxidase 
produzidas pelos fungos filamentosos. Valores 
foram expressos em média + desvio-padrão
Fonte: os autores.

Tabela 2: Produção das enzimas lacase, lignina peroxidase e manganês peroxidase pelos fungos 
selecionados, isolados de ambientes impactados por petroderivados

Micro-organismos  
selecionados

Atividade total (U/L) Atividade específica (U/mg proteína)

Lacase Lignina 
peroxidase

Manganês 
peroxidase Lacase Lignina 

peroxidase
Manganês 
peroxidase

Aspergillus tamarii (F1) 150 96 7 20.2 12.9 0.9

Curvularia lunata (F4) 210 62 56 62.2 18.3 16.6

Paecilomyces sp. (F11) 170 94 51 36 19.8 10.7

Penicillium sp. (F21) 90 100 30 14.8 16.4 4.9

Aspergillus sp. (F24) 170 100 15 22.8 13.4 2

Penicillium sp. (F25) 140 144 60 12.4 12.8 5.3

Penicillium sp.(F33) 290 56 14 36.3 7 1.7

Fonte: os autores.
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(144 U/L +13). Gomes et al. (2009), em processos 

de descoloração de corantes, obtiveram 9 U/mL de 

lignina peroxidase, após cinco semanas de incuba-

ção. Anastasi et al. (2009), em seu estudo, obser-

varam uma produção de LiP por Basidiomycetes 

em torno de 19 U/L. Dessa forma, os resultados 

obtidos neste trabalho para Penicillium sp. (F25), 

Penicillium sp (F21) e Aspergillus sp (F24) de-

monstraram ser superiores aos da literatura.

Os resultados obtidos são comparáveis ou su-

periores aos encontrados por Narkhede e Vidhale 

(2005) que observaram produção de polifenolo-

xidases por Curvularia lunata LW6 isolada de 

efluente industrial. Espécies de Paecilomyces têm 

sido relatadas na literatura como degradadoras de 

substratos lignolíticos, havendo produção de po-

lifenoloxidase (KLUCZEK-TURPEINEM et al., 

2003). De acordo com Kluczek-Turpeinem et al. 

(2007), a secreção de enzimas degradadores de lig-

nina constitui uma etapa central no metabolismo 

do carbono por Paecilomyces spp., representando 

um potencial importante para detecção dos níveis 

de expressão dessas enzimas. 

4 	 Conclusões

Os fungos isolados de área contaminada por 

petroderivados com maior potencial biotecnoló-

gico foram Aspergillus sp., Curvularia lunata, 

Paecilomyces sp., e Penicillium sp., considerando 

a produção de enzimas do sistema lignolíticos. 

Dentre as enzimas estudadas, destacam-se as estir-

pes Curvularia lunata, Paecilomyces, consideran-

do a maior atividade específica para lacase, ligni-

na peroxidase e manganês peroxidase, sugerindo 

grande potencial para aplicação em processos de 

biorremediação. Nesse contexto, sugere-se ainda, 

que o potencial biotecnológico foi mediado pela 

presença de xenobióticos, induzindo a expressão 

das enzimas do sistema lignolítico por fungos fila-

mentosos adaptados a ambiente contaminado por 

petroderivado.
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