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Introducio

A crescente geracdo de efluentes industriais contendo corantes sintéticos tem
intensificado as preocupagdes com a qualidade dos recursos hidricos, uma vez que esses
compostos apresentam elevada estabilidade quimica, persisténcia ambiental e potencial
toxicidade para organismos aquaticos. Entre os setores industriais, a industria téxtil destaca-se
como uma das principais fontes desses contaminantes, liberando grandes volumes de
efluentes capazes de reduzir a penetragdo de luz nos corpos d'dgua, comprometer a atividade
fotossintética e alterar o equilibrio dos ecossistemas aquaticos (HOLKAR et al., 2016;
PEREIRA et al., 2024; SELLAPPA, 2025; YASEEN e SCHOLZ, 2019).

O Azul de Metileno (MB), pertencente a classe dos corantes tiazinicos, ¢
frequentemente utilizado como molécula modelo em estudos de biorremediac¢do devido a sua
elevada estabilidade e resisténcia a degradagdo. Sua permanéncia no ambiente estd associada
a formagao de subprodutos potencialmente toxicos e a dificuldade de remocao por métodos
convencionais, como coagulagdo-floculagdo, adsorcdo, filtracdo e fotocatalise, que
apresentam limitacdes relacionadas ao elevado custo operacional, a geragdo de residuos
secundarios e a necessidade de infraestrutura especializada (KHAN et al., 2022; PANHWAR
et al., 2024; AHMAD et al., 2022).

Nesse contexto, processos biotecnoldgicos baseados em fungos ligninoliticos tém
despertado interesse como alternativas mais sustentdveis para o tratamento de efluentes,
devido a capacidade desses microrganismos de produzir enzimas oxidativas, especialmente
lacases, capazes de degradar uma ampla variedade de compostos aromaticos presentes em
corantes sintéticos (COSTA et al., 2025; FANG et al., 2025). Entretanto, a aplicacdo de
enzimas purificadas ainda enfrenta limitagdes relacionadas aos custos de producdo, a
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estabilidade operacional e a obtencdo em larga escala (BRUGNARI et al., 2021; YANG et al.,
2017).

Uma estratégia para contornar essas limitagdes consiste na producdo de biomassa
fermentada por fermentacdo em estado solido (FES), utilizando residuos agroindustriais
lignoceluldsicos como substratos. Além de agregar valor a esses residuos, a FES favorece a
obten¢do de sistemas multienzimaticos contendo lacases e outras enzimas ligninoliticas com
potencial para a degradacdo de compostos recalcitrantes (GUTIERREZ-RANGEL,
MAYOLO-DELOISA e TORRES-ACOSTA, 2024; QUINTO et al., 2025). Essa abordagem
tem sido amplamente explorada devido a capacidade dos fungos ligninoliticos, especialmente
espécies do género Pleurotus, de produzir enzimas oxidativas durante o crescimento em
substratos lignocelulosicos, promovendo a bioconversao de residuos agroindustriais (HAN et
al., 2020; BRUGNARI et al., 2021). Entre os residuos disponiveis, a casca de café destaca-se
por sua elevada disponibilidade e composicdo rica em lignina, celulose, hemicelulose e
compostos fenolicos, caracteristicas que favorecem o crescimento de fungos ligninoliticos e a
produgdo de enzimas oxidativas (MURTHY e MADHAVA NAIDU, 2012).

Espécies do género Ganoderma, pertencentes ao grupo dos fungos da podridao branca,
sdo reconhecidas pela elevada capacidade de secretar enzimas ligninoliticas durante o
crescimento em substratos lignocelulésicos, demonstrando potencial para aplicagcdes em
processos de biorremediagdo (HUANG, WANG e LIU, 2023). Além disso, estudos recentes
relatam que extratos multienzimaticos obtidos por fermentacdo em estado solido (FES),
utilizando residuos agroindustriais como substratos, apresentam resultados promissores na
degradacao de diferentes corantes sintéticos, reforgando a viabilidade dessa abordagem para o
tratamento de efluentes contaminados (QUINTO et al., 2025; RUEDA-VILLABONA et al.,
2021).

Diante desse cenario, este trabalho teve como objetivo avaliar a degradac¢ao do corante
Azul de Metileno utilizando extrato enzimatico contendo lacase, obtido a partir da
fermentagdo em estado solido de casca de café por Ganoderma lucidum, monitorando o
processo por espectrofotometria UV-Vis e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Material e Métodos

A casca de café utilizada como substrato foi obtida de produtores rurais do sudoeste da
Bahia, lavada, seca em estufa com circulacdo de ar a 65 °C até massa constante, moida até
granulometria aproximada de 2 mm e armazenada a temperatura ambiente. A linhagem de
Ganoderma lucidum foi mantida em meio agar batata-dextrose (PDA) a 28 °C por 8§ dias.
Discos miceliais de 6 mm, retirados da regido de crescimento ativo da coldnia, foram
utilizados como indculo.



CONGRESSO "Quimica Inteligente e IA:
BRASILEIRO A Nova Formula do Futuro

DE QUIMICA  no Nosso Presente"”

DE 10 A 13 DE NOVEMBRO DE 2026
NOVA PETROPOLIS - RS

A fermenta¢do em estado soélido foi conduzida em frascos Erlenmeyer de 125 mL
contendo 5 g de casca de café, com umidade inicial ajustada para 70%. Apos a esterilizagdo e
o resfriamento do substrato, os frascos foram inoculados e incubados a 28 °C por 144 h. Ao
término da fermentagdo, foram adicionados 50 mL de 4gua destilada estéril a cada frasco,
seguidos de agitacdo orbital a 200 rpm por 30 min, prensagem mecanica e centrifugacdo a
4.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi utilizado como extrato enzimético bruto.

A atividade de lacase foi determinada por espectrofotometria, utilizando guaiacol
como substrato. A mistura reacional foi composta por 0,75 mL de tampao acetato de sodio
100 mmol L, pH 5,0, 0,50 mL do extrato enzimatico e 0,75 mL de guaiacol 100 mmol L. A
reacdo foi mantida a 28 °C por 30 min e a absorbancia medida a 470 nm, conforme Umar e
Ahmed (2022). Uma unidade de atividade enzimdtica foi definida como a quantidade de
enzima capaz de oxidar 1 pmol de guaiacol por minuto, sendo os resultados expressos em
U/mL.

Os ensaios de tratamento foram realizados com solu¢do de azul de metileno
inicialmente preparada a 20 mg L', combinada ao extrato enzimatico na propor¢ao
volumétrica de 1:1. Os sistemas, juntamente com os controles sem adicdo do extrato
enzimatico, foram incubados em agitador orbital a 30 °C e 150 rpm, em triplicata. Aliquotas
foram coletadas nos tempos 0, 30, 60, 120, 180, 240, 360 e 520 min, centrifugadas a 4.000
rpm por 10 min e analisadas por espectrofotometria UV-Vis e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

A varredura espectral foi realizada entre 190 e 1.100 nm, e o monitoramento
espectrofotométrico ocorreu a 662 nm. Para a CLAE, utilizou-se sistema LC-20A equipado
com coluna Zorbax Eclipse XDB-C18 e detector UV-Vis. A fase movel foi constituida por
metanol:agua (90:10, v/v), acidificada com 0,1% de acido féormico, com fluxo de 0,4 mL
min ! e volume de inje¢ao de 20 pL. O azul de metileno foi monitorado a 665 nm, e a reducao
percentual foi calculada em relagdo ao sinal cromatografico obtido no tempo inicial.

Resultados e Discussao

O extrato enzimatico bruto contendo lacase, obtido por fermentagdo em estado sélido
da casca de café com Ganoderma lucidum, apresentou capacidade de atuar sobre o azul de
metileno durante o periodo experimental. A concentracdao calculada do corante diminuiu de
5,5268 mg L' no tempo inicial para 4,0838 mg L' apdés 520 min de tratamento,
correspondendo a uma reducdo acumulada de 26,1%. Esse resultado demonstra que o sistema
enzimatico produzido a partir da biomassa residual permaneceu ativo durante o
monitoramento e promoveu reducdo mensuravel do composto presente no meio reacional
(LOZANO PEREZ; LOZADA CASTRO; GUERRERO FAJARDO, 2024; LIU et al., 2013).
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Figura 1 — Monitoramento do azul de metileno durante o tratamento com extrato enzimatico
bruto obtido de Ganoderma Ilucidum: (A) cromatogramas obtidos por CLAE a 665 nm; e (B)
concentragdo remanescente do corante ao longo de 520 min. O ensaio foi realizado na
proporc¢ao volumétrica extrato:corante de 1:1, a 30 °C e 150 rpm. Os valores correspondem as
médias dos ensaios realizados em triplicata.
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A andlise do perfil cinético demonstrou que a atuag¢do do extrato ocorreu desde os
primeiros periodos do tratamento. Ap6s 30 min, a concentracdo do azul de metileno diminuiu
para 5,0579 mg L', correspondendo a uma redu¢ao de aproximadamente 8,5% em relagdo ao
valor inicial. Aos 60 min, foi determinada concentracdo de 5,0074 mg L™, mantendo a
progressao da resposta observada no inicio do processo.

A redugdo tornou-se mais evidente com o aumento do tempo de contato. Aos 120 min,
a concentragao atingiu 4,6105 mg L', equivalente a uma reducdo acumulada de
aproximadamente 16,6%. Apos 180 min, o valor diminuiu para 4,5552 mg L! e, aos 240 min,
alcancou 4,2498 mg L. Assim, nas primeiras quatro horas de tratamento, o sistema ja havia
promovido redu¢do de aproximadamente 23,1% da concentragdo inicialmente determinada.

Entre 240 e 360 min, os valores permaneceram em uma faixa préxima, com
concentragdes de 4,2498 ¢ 4,2810 mg L', respectivamente. Posteriormente, foi observada
nova diminuicdo, alcancando 4,0838 mg L' aos 520 min, menor concentragdo registrada
durante todo o monitoramento. O perfil obtido demonstra uma atua¢do mais expressiva nas
primeiras horas, seguida pela manutengdo da resposta e pela continuidade da redugdo até o
periodo final analisado. Os cromatogramas obtidos por CLAE complementam a andlise da
concentragdo do azul de metileno. A area do pico correspondente ao azul de metileno foi
reduzida de 1.746 no tempo inicial para 1.146 apds 520 min, representando uma diminui¢ao
de aproximadamente 34,4% da resposta cromatografica. A atenuacdo do pico ao longo do

4



CONGRESSO "Quimica Inteligente e IA:
BRASILEIRO A Nova Formula do Futuro

DE QUIMICA  no Nosso Presente"”

DE 10 A 13 DE NOVEMBRO DE 2026
NOVA PETROPOLIS - RS

tratamento acompanha a diminui¢do da concentracdo calculada, indicando a reducao da
concentragdo do azul de metileno detectado ao longo do tratamento com o extrato enzimatico.

A apresentacao conjunta dos cromatogramas e do grafico de concentragao fortalece a
interpretacdo dos resultados. Enquanto os cromatogramas demonstram visualmente a reducao
da intensidade e da area do pico analitico, o grafico evidencia a evolugdo quantitativa do
processo ao longo do tempo. Dessa forma, as duas representagdes sdo complementares e
permitem visualizar tanto a alteracdo do sinal cromatografico quanto o comportamento
cinético do tratamento.

A reducdo observada estd associada ao potencial oxidativo da lacase produzida por G.
lucidum durante a fermentacdo. As lacases sdo enzimas multicobre capazes de catalisar a
oxidacdo de diferentes compostos aromaticos, utilizando o oxigénio molecular como aceptor
final de elétrons. Esse mecanismo permite sua atuagdo sobre estruturas quimicas presentes em
corantes sintéticos, incluindo grupos cromoforos responsaveis pela absorcao de luz e pela
coloragdo intensa dessas moléculas (JANUSZ et al., 2020; JEYABALAN et al., 2023).

O azul de metileno apresenta uma estrutura aromatica heterociclica pertencente a
classe dos corantes tiazinicos e elevada estabilidade em solug¢do aquosa. Essas caracteristicas
contribuem para sua persisténcia e justificam sua utilizagdo como composto modelo em
estudos de tratamento. A resposta obtida demonstra que o extrato produzido foi capaz de
promover a reducdo da concentragdo do azul de metileno nas condi¢cdes avaliadas,
evidenciando sua atuac¢do sobre um corante reconhecido por sua elevada estabilidade quimica
(KHAN et al., 2022). A determinagdo prévia da atividade de lacase com guaiacol evidenciou a
produgdo da enzima durante o cultivo de G. lucidum na casca de café. A utilizagdo do
guaiacol como substrato permite monitorar sua oxidacao pela enzima e verificar a presenca de
atividade catalitica no extrato obtido apds a fermentacao. Dessa forma, a atividade enzimatica
determinada ¢ consistente com a resposta observada durante o tratamento do azul de metileno
(UMAR; AHMED, 2022).

A casca de café possui composi¢dao lignoceluldsica constituida principalmente por
celulose, hemicelulose, lignina e compostos fendlicos. Essas caracteristicas tornam o residuo
adequado ao crescimento de fungos ligninoliticos e a obten¢do de enzimas oxidativas por
fermentacdo em estado solido. A utilizacdo desse material como substrato amplia sua
possibilidade de aproveitamento biotecnologico e reduz a dependéncia de meios de cultivo
formulados com matérias-primas de maior custo (MURTHY; MADHAVA NAIDU, 2012).

A fermentacdo em estado solido também apresenta vantagens para a producgdo
enzimdtica por utilizar matrizes com baixa disponibilidade de agua livre e condig¢des
semelhantes a0 ambiente natural de crescimento de fungos filamentosos. Nesse processo, o
residuo atua simultaneamente como suporte fisico e fonte de nutrientes para o microrganismo,
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favorecendo a obteng¢do de biocatalisadores a partir de matérias-primas agroindustriais
(GUTIERREZ-RANGEL; MAYOLO-DELOISA; TORRES-ACOSTA, 2024).

Outro aspecto relevante foi a aplicagdo direta do extrato enzimatico bruto. A auséncia
de etapas de purificacdo simplifica sua obten¢do, reduz o nimero de operagdes € mantém no
sobrenadante os componentes soliveis produzidos durante a fermentagdo. Essa abordagem ¢
especialmente importante para aplicacdes ambientais, nas quais a viabilidade do processo
depende ndo apenas da atividade catalitica, mas também da simplicidade de produgdo e
aplicag¢do do biocatalisador (BRUGNARI et al., 2021; QUINTO et al., 2025).

A reducdo de 26,1% alcangada apos 520 min evidencia o potencial do sistema
desenvolvido, principalmente por ter sido obtido a partir da fermentacdo da casca de café e
aplicado diretamente na forma de extrato bruto. O resultado integra a valorizacdo da casca de
café, a produgdo de uma enzima oxidativa por fermentagao em estado so6lido e sua aplicagdo
no tratamento de um corante sintético de elevada estabilidade.

Em conjunto, os resultados demonstram que o cultivo de G. lucidum em casca de café
permitiu a obtencao de um extrato enzimatico ativo, capaz de promover reducao progressiva
do azul de metileno. A diminui¢do simultinea da concentracao calculada e do sinal
cromatografico confirma o desempenho do sistema durante o periodo avaliado e reforca a
utilizacdo de residuos lignoceluldsicos como matérias-primas para a producdo de
biocatalisadores destinados a processos de biorremediacao.

Conclusoes

O presente estudo demonstrou o potencial da utilizacdo da casca de café como
substrato agroindustrial para a produ¢do de enzimas oxidativas por fermentagdo em estado
solido utilizando Ganoderma lucidum. O extrato enzimatico bruto obtido apresentou atividade
catalitica capaz de promover a reducdo do azul de metileno em solugdo aquosa, evidenciando
a produgdo de enzimas ativas com potencial para aplicagdo em processos de biorremediacao.

A concentracao do corante foi reduzida de 5,5268 para 4,0838 mg L™ ap6s 520 min de
tratamento, correspondendo a uma remog¢do de 26,1%. Os resultados obtidos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia confirmaram a diminuicao do sinal cromatografico do
azul de metileno, corroborando os dados obtidos por espectrofotometria.

A atividade observada esta relacionada a produgdo de lacases por G. lucidum,
previamente confirmada pelo ensaio com guaiacol, indicando que o sistema enzimatico
produzido apresentou capacidade oxidativa suficiente para atuar sobre um corante de elevada
estabilidade quimica.
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Além da eficiéncia na degradag¢do do corante a utlhzagao da casca de café como
substrato representa uma alternativa sustentavel para a valorizagao de residuos agroindustriais
e para a produ¢do de enzimas de interesse biotecnoldgico. O emprego do extrato bruto, sem
etapas de purificagdo, torna o processo mais simples e economicamente atrativo.

Assim, conclui-se que o cultivo de Ganoderma lucidum em casca de café permitiu a
obtencdo de um extrato enzimatico com potencial para aplicacdo no tratamento de efluentes
contendo corantes sintéticos. Os resultados reforcam a viabilidade dessa estratégia e indicam
que futuras otimizagdes das condigdes de cultivo e reagdo poderdo aumentar a eficiéncia do
processo, ampliando suas perspectivas de aplicacdo ambiental e industrial.
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