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RESUMO

Neste trabalho, uma lacase de Oudemansiella canarii foi utilizada na degradacdo do
corante azo vermelho do Congo. Andlise por espectrometria de massa permitiu concluir que a
lacase atuou ndo apenas no grupo cromoforo do corante, mas também clivando diferentes
ligagbes covalentes, causando uma fragmentacdo efetiva da molécula, com producdo de varios
metabolitos. A acdo da lacase causou uma reducdo significativa na toxicidade, conforme
indicado pelo teste Microtox. Em conclusdo, a lacase O. canarii pode ser util em futuras
estratégias biologicas visando a degradagdo de corantes azo.
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INTRODUGAO

Os corantes azo sao amplamente utilizados na industria téxtil. Eles possuem um ou mais
ligacdbes azo (N=N) entre compostos de diazOnio e anilina, fenol ou outros compostos
aromaticos. Uma parte consideravel, em torno de 10 a 15%, dos corantes azo é liberada como
efluente nas correntes abertas, apresentando perigo ecotdxico (PRASAD & RAO, 2013). A
poluicao da agua com corante é claramente visivel e, obviamente, impede a penetragdo de luz
na agua, o que interfere diretamente na sobrevivéncia de organismos aquaticos. O azo corante
vermelho do Congo (C.I. No. 22120, Direct Red 28) é abundante nos efluentes das industrias
téxtil e do papel e tem sido relatado como sendo extremamente carcinogénico e tdxico tanto
para o ambiente como para os seres humanos (CHUNG, 2016). Todos esses fatos tornam sua
degradacao e desintoxicacdo altamente desejaveis. Entre varios métodos fisicos, quimicos e
bioldgicos para a degradacao do vermelho do Congo, métodos utilizando a enzima lacase
(oxiredutase de oxigénio de benzenodiol, EC 1.10.3.2) tem se mostrado atraente pela eficiéncia
e baixo impacto ambiental. Até agora, as lacases mais frequentemente utilizadas na degradacao
e desintoxicacdo de corantes sintéticos, incluindo o Vermelho do Congo, sdo as obtidas dos
fungos Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus, Ganoderma lucidum e Picnoporus sanguineus
(PERALTA et al., 2017). Oudemansiella canarij, um cogumelo comestivel da ordem Agaricales, é
comum em varios biomas brasileiros, incluindo a Mata Atlantica, a Amazbnia e o Pantanal.
Estudos prévios realizados em nosso laboratdrio tem demonstrado sua habilidade em produzir
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lacase capaz de descolorir eficientemente o vermelho do Congo. O objetivo do presente estudo
foi identificar os metabdlitos resultantes da acao da lacase de O. Canarii sobre o vermelho do
Congo e avaliar a toxicidade destes metabdlitos.

MATERIAL E METODOS

Oudemansiella canarii foi identificado e gentiimente cedido pela Embrapa-Floresta,
Colombo, PR. O fungo foi mantido em laboratdrio através de repiques sucessivos em agar-
batata-dextrose. Para a producdo de lacase, discos miceliais de O. canarii (didmetro de 10 mm)
foram transferidos para frascos Erlenmeyer (0,25 L) contendo uma mistura de 2,5 g de bagaco
de cana e 2,5 g de farelo de trigo como substrato e 15 mL de solugao mineral. Os cultivos foram
mantidos por 14 dias a 28 ° C na auséncia de luz. Lacase foi extraida pela adicao de agua aos
cultivos. Apds centrifugacdao o extrato enzimatico foi dialisado contra agua destilada e
concentrada por liofilizagao.

Os ensaios de descoloragao foram conduzidos em tampao acetato 50 mM (pH 5,5) em
frascos Erlenmeyer de 250 mL, com volume total de 50 mL contendo 50 mg/L de vermelho
Congo e 5 U de lacase. As misturas foram incubadas a 30 °C no escuro num agitador rotativo a
100 rpm. Apds 24 h de incubagdo, os espectros de absorcdo foram registrados sobre a faixa de
luz visivel (400-800 nm). Os valores de absorbancia a 497 nm foram utilizados para avaliar a
descoloracao em termos de porcentagem.

As amostras antes e apds a acdo da lacase foram submetidas a analise por
espectrometria de massas para avaliacdo dos metabdlitos produzidos. Para analise da toxicidade
dos metabodlitos, foi utilizado um teste comercial de bioensaio (kit de teste Microtox), baseado
na inibicao da luz emitida pela Vibrio fischeri (bioluminescéncia), de acordo com o protocolo ISO
11348-3: 2007.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A lacase de O. canarii foi eficiente na descoloracao do vermelho do Congo, ficando a
solucdo corante gradativamente incolor em funcdao do tempo de incubacdo. Apds 24 h de
incubacdo, a absorbancia inicial a 497 nm foi reduzida em torno de 80%.

Para se avaliar as transformagoes do vermelho do Congo catalisada pela lacase, utilizou-
se como ferramenta a espectrometria de massa. A maior parte dos dados de espectrometria de
massa indica que uma clivagem assimétrica da ligacdo azo ocorreu durante o processo de
degradacao, promovendo o aparecimento de varios produtos de degradacdao (Fig. 1).
Consistente com uma clivagem assimétrica da ligacdao azo e em paralelo com a oxidagao do
terceiro grupo NH, e oxigenagdo € o aparecimento de dois compostos com valores m/z de
447,12 e 339,21. E também provavel que a molécula vermelha do Congo tenha sido oxidada,
levando a espécies com uma nitrificacdo do grupo NH; e uma perda do grupo SO;. Os derivados
naftaleno liberados com os menores valores de m/z, ou seja, 311.21 (CioHeN30O;S™), 297,16
(C10HsN20,57) e 283,25 (CioHsN206S7), que sdo nitrificados e/ou espécies hidroxiladas, podem
ser atribuidos a oxidacdo dos grupos amina presentes no vermelho do Congo e os outros
intermediarios. Finalmente, na Ultima etapa da degradacao, o anel de benzeno foi aberto e um
composto totalmente oxigenado foi formado, com um valor de m/z de 255,23 (CsH3N;Og7).
Metabdlitos similares do vermelho do Congo foram obtidos em estudos anteriores usando
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células de Aspergillus niger (ASSES et al., 2018) e uma lacase de Ganoderma lucidum (MOTA et
al., 2015).

Como varios intermediarios foram acumulados durante a degradacdo do vermelho do
Congo pela lacase, torna-se necessario descobrir se os produtos de degradacao formados sao
mais toxicos do que o vermelho parental do Congo. A Fig. 2 apresenta a toxicidade relativa dos
sistemas de incubagao contendo vermelho do Congo antes e depois de um tratamento de 24 h
com lacase e com uma forma desnaturada de lacase. O ensaio Microtox detectou uma
diminuicdo da toxicidade de 92,5% em relacdo a inicial apés 24 horas de degradacdo do
vermelho do Congo pela lacase nativa de O. canarii. Os resultados indicam que a toxicidade
estava intimamente associada com a presenca do vermelho do Congo, uma vez que foi
praticamente removido em paralelo a remocgao do vermelho do Congo da incubacgdo. Além disso,
estes resultados sugerem que os produtos de degradacao do vermelho do Congo sdao muito
menos téxicos do que o composto original. Também é interessante notar que, quando se
utilizou lacase desnaturada, nao foi observada redugao significativa na toxicidade (p=0,05). Este
fato reforca a ideia de que a degradacao do vermelho do Congo e a diminuicao da toxicidade
sao fendomenos ligados a atividade da lacase.
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Figura 1. Metabdlitos com os menores valores de m/z formados na degradacdo do vermelho do Congo
pela lacase de O. «canarii m/z311,21 (CiwoHeN307S™), m/2297,16  (CioHsN20757), mj/z 283,25
(C10H7N206S™) e 255,23 (CgH3N20s").
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Figura 2. Mudancas na inibigdo da luminescéncia Vibrio fischeri causada pelo vermelho do Congo tratado
por 0 e 24 h com lacase nativa e desnaturada de O. canarii.

CONCLUSOES
A lacase de O. canarii foi eficiente na degradagdo do vermelho do Congo. A
degradacgao efetiva foi confirmada por espectrometria de massa. E importante enfatizar que
conseguimos identificar os produtos de degradacao do vermelho do Congo e que uma redugao
na toxicidade foi encontrada em conseqiiéncia da acdo da lacase. Em conclusao, a lacase O.
canarii pode ser usada em estratégias de biorremediacao de azo corante.
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