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ACAO DA LACASE DE TRAMETES SP. NA BIODEGRADACAO DO
PARACETAMOL IN VIVO E IN VITRO
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Resumo:

Fungos da podriddao branca da madeira produzem enzimas que atuam
principalmente sobre a lignina tornando a madeira sobre a qual crescem de
aparéncia amorfa e esbranquicada. Sao produtores de duas principais
classes de enzimas, as lacases e as manganés peroxidases. O consumo de
farmacos tem aumentado no mundo todo e entre eles os analgésicos e
antibidticos sdo os mais utilizados. Os mesmos tém sido encontrados nas
aguas superficiais, mostrando que os tratamentos de esgoto ndo sao
suficientes para remové-los. O paracetamol € um dos farmacos mais
utilizados no mundo. A biodegradacao tem sido considerada uma alternativa
mais barata e mais amiga do meio ambiente. O isolado Trametes sp. C3 foi
cultivado em meio de sais suplementado com glicose em condigoes
estaticas na presenca e na auséncia de paracetamol. A enzima lacase foi
encontrada em maior quantidade (158 U/L) no cultivo contendo paracetamol.
A enzima manganés peroxidase ndo foi encontrada nas condicbes
estudadas. Na remocéo in vitro o extrato bruto enzimatico foi capaz de
remover o farmaco em 76% apos 90 minutos. Os dados mostram que a
lacase de Trametes sp. C3 tem potencial de remocéo do farmaco avaliado.

Introducéo

Os fungos da podriddo branca recebem este nome devido a degradacao da
lignina, promovida pela agdo de suas enzimas sobre a madeira em
decomposicéo, fazendo com que esta adquira um aspecto esbranquicado.
As enzimas modificadoras de lignina compreendem as fenoloxidases e as
peroxidases (JANUSZ et al., 2017). Lacases tém merecido destaque quanto
a sua aplicacdo na biorremediacdo de pesticidas, corantes, hormonios e
farmacos. Estes Ultimos séo substancias de estrutura quimica conhecida que
possuem acédo farmacoldgica e que tém a funcéo de prevenir, curar e tratar
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doencas (JELIC et al., 2010). Entre os mais consumidos estdo o0s
analgésicos, anti-inflamatoérios e antibiéticos. O paracetamol € o analgésico e
antipirético mais prescrito no mundo todo, mas sua venda ndo tem
necessidade de receituario médico sendo considerado a principal causa de
intoxicacdo por farmacos. Uma superdosagem pode apresentar efeitos
adversos ja que metabdlitos toxicos sdo gerados quando ele é oxidado por
espécies reativas de oxigénio (EROS) (ABDULLAH et al., 2016; ZAVALA,;
ESTRADA, 2016). Diversas substancias quimicas sdo encontradas em
aguas residuais e a principal forma de tratamento € a oxidacdo quimica,
porém, o alto custo e a formacdo de produtos secundarios toxicos indicam
gue meétodos de biodegradacdo podem ser uma alternativa para diminuicéo
dos custos operacionais e desenvolvimento de metodologias mais
adequadas ao meio ambiente (WU et al., 2012). Este estudo teve como
objetivo, avaliar o envolvimento da lacase de Trametes sp. C3 na
degradacao do paracetamol in vivo e in vitro.

Materiais e métodos

Fungo: Trametes sp. C3, da cole¢cdo de culturas do Laboratorio de
Bioguimica de Microrganismos e Alimentos da UEM.

Farmaco: adquirido em uma farmacia da cidade de Maringad — PR.
Condicdes de cultivo: o fungo foi cultivado em meio mineral com glicose a
1%. Trés discos de micélio (& 2 cm) foram inoculados em frascos de 125 mL
contendo 25 mL de meio. Todos os materiais utilizados passaram por
esterilizacdo a 121 °C e 1 atm por 20 minutos antes do uso. Os cultivos
foram deixados em condigdo estatica, a 28 + 2 °C por no maximo 10 dias.
ApoOs o periodo de crescimento, os cultivos foram filtrados. A biomassa foi
seca em estufa a 50 °C, pesada até peso constante e o filtrado armazenado
em congelador para a andlise da atividade enzimatica e paracetamol
residual. Os cultivos foram realizados em duplicata, acompanhados de
controle abidtico. Foram realizados cultivos sem e com paracetamol (35
pMg/mL) nas condicdes descritas acima.

Atividade enzimatica: a atividade de lacase (EC 1.10.3.2) foi medida com
ABTS em tamp&o acetato de sédio 0,05 M (pH 5) a 40 °C (PELAEZ et al.,
1995). A oxidacdo do ABTS foi determinada pelo aumento na absorbancia a
420 nm (g = 36.000 M™* cm™). Uma unidade de enzima foi definida como a
guantidade de enzima necessaria para produzir 1 ymol de produto por
minuto e expressa como UJ/L.

Biodegradacao in vitro: extrato bruto de lacase foi utilizado (40 U/L). O
farmaco foi diluido em agua destilada para alcancar a concentracéo final de
60 pg/mL, e volume final de 5 mL. A mistura foi incubada a 37 °C no escuro
e, em intervalos, aliquotas foram coletadas e inativadas por fervura. Para o
controle negativo a enzima foi inativada por fervura. O valor do paracetamol
residual foi obtido por subtracdo da concentracao inicial.

Paracetamol residual: uma curva padrao do paracetamol foi realizada em
concentragbes de 5, 10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL. HCI (0,008M), nitrito de
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sodio (0,07M) e NaOH (8M) foram acrescidos ao padrdo. As absorbancias
foram lidas no espectrofotometro no comprimento de onda de 430 nm.
Acucares redutores e proteinas totais: foram avaliados pelo método do 3,5
dinitrosalicilico (DNS) e de Bradford, utilizando glicose e albumina como
padrdo, respectivamente.
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Resultados e Discussao

Biodegradacao do paracetamol in vivo: A atividade da lacase foi encontrada
ao longo do tempo de crescimento (figura 1). Nos cultivos sem paracetamol
a atividade da lacase foi um pouco menor (127,7 U/L) que nos cultivos
contendo o farmaco (158 U/mL) e o pico foi atingido entre o quarto e o sexto
dia de cultivo no experimento com paracetamol e no quarto dia no
experimento sem paracetamol. A maior quantidade de proteina foi
encontrada ao final do cultivo em ambas as condi¢cdes, sendo maior no
cultivo com paracetamol. Nao houve prejuizo a producédo da biomassa nos
cultivos com o farmaco, mas o fungo cresceu mais no cultivo sem
paracetamol. A lacase foi secretada principalmente quando a fonte de
carbono diminuiu em ambos os cultivos. A concentracdo de paracetamol
encontrada no meio de cultura foi menor que a inicial, representando uma
reducédo de 38,6% do farmaco em solucéo.
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Figura 1 - Curva de crescimento do Trametes sp. (C3) sem (A) e com paracetamol (B):
lacase (®); proteina soltuvel (#); biomassa (m); paracetamol (O); agucar redutor (v).

Biodegradacdo do paracetamol in vitro: os resultados de remocao do
paracetamol de uma solugcdo aguosa podem ser vistos na tabela 1. Lacase
foi capaz de diminuir em 76% a concentracao do farmaco apos 90 minutos.
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Tabela 1 — A¢do da lacase na remocao do paracetamol in vitro

Tempo Concentracéo de Taxa de remogéao
(minutos) paracetamol (pug/mL) (%)
Controle 62,86 £ 0,56 -

0 64,11 + 0,16 0

30 30,47 £1,37 52

60 23,33+ 0,50 63

90 15,65 + 0,00 76

Conclusbtes

Os dados mostram que a lacase de Trametes sp. C3 tem grande potencial
de remocédo do paracetamol, tanto in vitro como in vivo, podendo ser
utilizado em processos de biorremediacéo de aguas residuais.
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