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RESUMO

Poluentes emergentes, ou micropoluentes, s&o compostos frequentemente
encontrados em matrizes ambientais, geralmente biologicamente ativos e
potencialmente danosos ndo somente a saude humana mas também aos
ecossistemas como um todo. Dentre estes poluentes encontram-se os disruptores
enddcrinos: sdo compostos que, mesmo em baixissimas concentragdes, podem
interferir nos processos biolégicos do sistema enddcrino — que regula a produgao
hormonal. Os horménios sdo essenciais a saude pois controlam ou fazem parte de
diversos outros processos bioldgicos. O Bisfenol A (BPA), tido pela literatura como
uma substancia disruptiva ao sistema enddcrino, € utilizado amplamente na industria
atual como agente plastificante, estando presente em plasticos policarbonatos,
resinas epoxi, revestimento de embalagens metalicas de alimentos, papéis térmicos,
entre outras fontes de contaminagdo. Como a maior parte dos poluentes emergentes,
a legislacao para limitagdo do uso desta substancia ndo € restritiva, principalmente
nos paises emergentes. Além disso, ndo sao encontradas legislagdes ambientais que
regulamentem concentragdes aceitaveis para o aporte de Bisfenol A em corpos
d’agua. Visto que a tecnologia atual para tratamento de aguas servidas mais utilizada
no Brasil — por lodo ativado - é relativamente ineficiente em relagéo ao tratamento de
diversos micropoluentes, pesquisadores concentram esforgcos em estudar alternativas
para a remediagcdo. Dentre elas, o tratamento enzimatico utilizando fungos
basidiomicetos se mostra uma técnica promissora e versatil. Neste estudo, buscou-se
compreender melhor a atividade enzimatica de lacases e manganés peroxidase,
enzimas ligninoliticas produzidas pelo basidiomiceto Tramentes versicolor, quando
expostas a trés tipos de meio de cultivo: (1) Com BPA solubilizado em acetonitrila ou
tetrahidrofurano; (2) com a presenga apenas de um dos solventes citados; e (3)
auséncia de BPA e solvente. Além disso, realizaram-se analises da remog¢ao do
contaminante e persisténcia em meio sem atividade enzimatica utilizando
cromatografia liquida de alta performance. Como resultado, dados ndao mostram
evidéncias significativas de interferéncia da adicdo de solventes na atividade
enzimatica de lacases. Também, n&o foi encontrada evidéncia de interferéncia na
atividade de manganés peroxidase pela presenga de acetonitrila no meio de cultivo.

Palavras-chave: Bisfenol A, enzimas ligninoliticas, acetonitrila, tetrahidrofurano.



ABSTRACT

Emerging concern pollutants, or micropollutants, are compounds often found in
environmental matrices, generally biologically active and potentially harmful not only
to human health but also to ecosystems. Amongst these pollutants are endocrine
disruptors: they are compounds that, even in very low concentrations, can interfere
with the biological processes of the endocrine system - which regulates hormonal
production. Hormones are essential to health for they control or are part of several
other biological processes. Bisphenol A (BPA), considered by the literature as a
disruptive substance to the endocrine system, is currently widely used in the industry
as a plasticizer, being present in polycarbonate plastics, epoxy resins, coating of
metallic food packaging, thermal papers, amongst other sources contamination. Like
most emerging concern pollutants, legislation to limit the use of this substance is not
restrictive, especially in emerging countries. In addition, there are no environmental
laws that regulate acceptable concentrations for the dumping of Bisphenol A in rivers.
Since the current technology for wastewater treatment most used in Brazil - activated
sludge - is relatively inefficient in relation to the treatment of several micropollutants,
researchers are concentrating efforts on studying alternatives for remediation. Among
them, enzymatic treatment using basidiomycete fungi is a promising and versatile
technique. In this study, we sought to better understand the enzymatic activity of
laccases and manganese peroxidase, ligninolytic enzymes produced by the
basidiomycete Tramentes versicolor, when exposed to three types of culture medium:
(1) With BPA solubilized in acetonitrile or tetrahydrofuran; (2) with the presence of only
one of the solvents mentioned; and (3) absence of BPA and solvent. In addition,
analyzes of contaminant removal and persistence in medium without enzymatic activity
were performed using high performance liquid chromatography. As a result, data do
not show significant evidence of interference from the addition of solvents on the
enzymatic activity of laccases. Also, there was no evidence of interference in the
activity of manganese peroxidase due to the presence of acetonitrile in the culture
medium.

Key-words: Bisphenol A, Lininolytic enzymes, acetonitrile, tetrahydrofuran.
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1. INTRODUGAO

Ecossistemas aquaticos sao fundamentais para a sobrevivéncia ndo somente
humana, mas também de outros seres vivos. E de conhecimento comum que a
interferéncia antropoldgica nestes sistemas pode acarretar danos severos a
manutencdo da vida. Recentemente, uma classe de compostos denominados
poluentes emergentes (em inglés, emerging concern pollutants) tem sido alvo de
grande movimento de pesquisa, por seu potencial dano aos seres vivos (CAJTHAML,
2015).

1.1. MICROPOLUENTES E POLUENTES EMERGENTES

Também denominados “micropoluentes”, os poluentes emergentes séao
compostos organicos, em sua grande maioria, que podem ser encontrados em baixas
concentragbes em ecossistemas aquaticos e terrestres, e ali introduzidos devido a
atividade humana. Devido ao seu potencial bioacumulativo, persisténcia ambiental, e
efeitos bioldgicos negativos mesmo a concentragdes infimas (atrelados a diversos
problemas fisioldgicos e até surgimento de cancer), representam um enorme risco a
saude humana e ao meio ambiente (BILAL et al., 2019; GOGOI et al., 2018; MIR-
TUTUSAUS et al., 2018).

Estes compostos sao classificados pela literatura em trés grandes grupos: (1)
Farmacos; (2) Produtos de Cuidado Pessoal; e (3) Desreguladores ou Disruptores
Endécrinos. Por outro lado, estudos recentes tém mostrado que as substancias
classificadas como poluentes emergentes ndo se restringem a estes grupos, como o
caso de nanoplasticos, metabdlitos, drogas ilegais, pesticidas, tinturas téxteis, entre
outros (BILAL et al., 2019; GOGOI et al., 2018).

Existem algumas maneiras pelas quais estes materiais s&do despejados no meio
ambiente: efluentes industriais, efluentes domésticos tratados e néo tratados (GOGOI
et al., 2018). A preocupagédo em relagao a estes contaminantes tem se agradado
devido ao aumento da populagdo mundial, principalmente nos grandes centros
urbanos (MORSI et al., 2020).

1.1.1. DISRUPTORES ENDOCRINOS
Os disruptores enddcrinos (EDCs, do inglés endocrine disrupting compounds)
sdo agentes exdégenos que podem interferir em alguma das atividades que os

horménios naturais de um organismo desempenham, sendo que estes tém como



fungdo manter a reprodugcao, desenvolvimento e comportamento dos seres vivos
(CRISP et al.,, 1998). Os EDCs sao definidos pela EPA (Agencia de Protecao
Ambiental dos Estados Unidos) como substancias exdgenas que interferem na
atividade, produgdo, transporte, metabolismo, ligagdo, acdo ou eliminagdo de
horménios naturais (PONTELLI et al., 2019). De acordo com Bila e Dezotti (2007) os
EDCs sédo uma classe de poluentes ambientais com efeitos conhecidos relativamente
novos, considerando-os como substancias que causam desequilibrio no sistema
endocrino dos seres vivos.

O sistema enddcrino é um conjunto de glandulas que atuam em conjunto com
o sistema nervoso e € responsavel pela producdo dos hormoénios. Estes sao
secretados pelas glandulas, langados diretamente na corrente sanguinea e percorrem
todo o corpo até chegar nos principais érgéaos em que atuam. As glandulas endocrinas
estado localizadas em diferentes partes do corpo sendo estas responsaveis por tarefas
distintas (DARBRE, 2019). Na figura 1 pode-se visualizar melhor cada parte do
sistema enddcrino. Podem-se destacar (GHISELLI; JARDIM, 2007):

1) Hipdfise: esta localizada no centro da cabega e produz horménios como o do
crescimento, o antidiurético e também estimula o funcionamento de outras
glandulas, como a tireoide e as glandulas sexuais;

2) Tireoide: age sobre a producdo de energia controlando a velocidade do
metabolismo celular, além de ser responsavel pela temperatura corporal, pelo
crescimento e ajuste de reservas de sal e agua no corpo;

3) Paratireoides: distribuem calcio e fosforo no sangue e 0ssos;

4) Timo: principal atuagao no sistema linfatico, responsavel pela distribuicdo dos
nutrientes, pelo transporte dos leucdcitos e por colher dejetos do metabolismo
celular;

5) Glandulas supra renais: responsaveis pela producdo de adrenalina, pelo
equilibrio de agua e sais nos rins (cations Na* e K*), e ajudam na producgao de
horménios sexuais;

6) Pancreas: secreta hormonios de regulagao do metabolismo da glicose (insulina
e glucagon);

7) Glandulas sexuais (ovarios e testiculos): fazem parte do sistema reprodutor e
controlam caracteristicas sexuais - como ciclo menstrual, produgdo de

espermatozoides, desenvolvimento embrionario, etc.
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Figura 1: Sistema endécrino do corpo humano (Reproduzido de: GHISELLI,
JARDIM, 2007)

Por conta do sistema endocrino ser complexo e totalmente interligado com os
outros sistemas do corpo humano, houve um consideravel aumento nas pesquisas
que procuram solugdes que diminuam as concentragées dos EDCs no meio ambiente
ja que a exposi¢ao dos seres humanos a essas substancias pode causar diversos
disturbios ou doengas (VIEIRA et al., 2020).

Os mecanismos de agao disruptiva dos EDCs sdo varios: estes compostos
podem alterar a sintese, o transporte e/ou o metabolismo dos horménios naturais.
Além disso, ha ainda a possibilidade de ligagdo entre os EDCs e os sitios receptores
hormonais das células, onde competem pela interacao. As alteragdes causadas pelos
disruptores endocrinos incluem o aumento da atividade hormonal - mas ndo esta
limitada a isto, abrangendo também a diminui¢do ou inclusive o aparecimento da
atividade hormonal em oportunidades inadequadas ao estado natural do corpo
(VIEIRA et al., 2020).

1.1.1.1. BISFENOL-A (BPA)

O Bisfenol A (BPA, 4,4'-(propane-2,2-diyl)diphenol) (Figura 2) € amplamente
utilizado na industria como agente plastificante e pode ser encontrado em
policarbonatos, polimeros usados na fabricagdo de garrafas e potes plasticos, além
de resinas epoxi e papéis téermicos (WANG; CHEN; BORNEHAG, 2016). Em 2011, a
demanda mundial por BPA foi de 5,5 milhdes de toneladas (FLINT et al., 2012) e néo



obstante, tem aumentado nos ultimos anos, levando a niveis preocupantes de
utilizacdo do composto (CAREGHINI et al., 2015). Além disso, o BPA é muito
comumente encontrado em embalagens metalicas de alimento, como revestimento
interno - estando em constante contato com o material que sera consumido,

permitindo a lixiviagdo da substéncia (RUSSO et al., 2019).

HO OH

Figura 2: Estrutura molecular do Bisfenol A.

O BPA é classificado como disruptor enddcrino: embora sua afinidade aos
receptores localizados nos nucleos celulares seja baixa, ha uma série de outras
maneiras pelas quais a atividade estrogénica pode provocada pelo BPA, comparando-
se a do 17-beta estradiol (E2), um hormonio estrogeno natural. Inclusive, seus
metabdlitos podem possuir maior potencial estrogénico que o préprio BPA
(MICHALOWICZ, 2014; ROCHESTER, 2013). O Bisfenol A pode desencadear a
atividade estrogénica mesmo em concentragdes baixissimas, como 1 ng.L-' (RUSSO
et al., 2019)e estudos demonstram que a exposicdo a esta substancia pode estar
relacionada com a menarca precoce, disfungdes no sistema reprodutivo, obesidade e
até mesmo a carcinogenicidade (MICHALOWICZ, 2014).

1.1.2. LEGISLAGAO REGULATORIA
Varios sao os compostos classificados como disruptores endocrinos e a
legislacdo nos paises pode variar de acordo com a substancia em questéo. Portanto,
no presente trabalho, trazem-se informacdes acerca dos aspectos regulatérios

relacionados ao Bisfenol A.

1.1.1.1. NO BRASIL
A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamenta o uso do
Bisfenol A em territorio nacional, motivada por agéncias regulatérias de outros paises

como os Estados Unidos e Unido Européia (MANDEL et al., 2019). A fabricagao e



importagdo de mamadeiras fabricadas em policarbonato contendo Bisfenol A é
proibida no pais desde 2012, segundo a resolugao RDC n°® 41/2011. Para a fabricagao
de materiais em contato com alimentos, a mesma legislagéo altera o limite de
migragao especifica (LME) para o BPA, descrito na RDC n°® 105/1999: de 3 mg.kg"'
para 0,6 mg.kg™'. Vale ressaltar que ndo existe legislagdo no pais que regulamente o

limite de concentragao para o aporte de BPA em corpos hidricos.

1.1.1.2. EM OUTROS PAISES

Em 2016, Baluka e Rumbeiha fizeram um levantamento das legislagbes
regulatorias referentes ao Bisfenol A de paises desenvolvidos e em processo de
desenvolvimento em relagdo a segurancga alimentar (BALUKA; RUMBEIHA, 2016).
Nos Estados Unidos, a FDA (Food and Drug Administration, agéncia regulatéria
nacional) baniu em 2013 o uso de resinas epOxi no revestimento de embalagens de
alimentos para criangas e mencionou em 2014 que os niveis atuais de exposi¢cao ao
BPA sao seguros a saude humana e que continua monitorando os estudos recentes
para garantir a seguranga dos consumidores (BALUKA; RUMBEIHA, 2016). O
banimento uso do BPA em embalagens infantis pela FDA é devido a questdes de
segurancga ou protecao a saude, e sim em funcao de pedido do Conselho Americano
de Quimica, pois os consumidores evitavam consumir embalagens nas quais a
substancia estava presente. A FDA também mantém o limite de ndo-observagao de
efeitos adversos em 5 mg/kg corpéreo/dia para o BPA (MANDEL et al., 2019).

Na Europa, a EFSA (European Food Safety Authority, autoridade regulatéria
do bloco econémico) mencionou em 2014 que o BPA nao representa risco iminente
em nenhuma faixa etaria e ndo representa preocupacdoes devido a exposicao
agregada - posicionamento muito semelhante ao da FDA. Contraditoriamente, a
mesma agéncia diminuiu o nivel de ingestao diaria toleravel (TDI, do inglés tolerable
daily intake) de 50 ug/kg para 4 pg/kg de peso corporal por dia, € mencionou que a
exposicao diaria direta e indireta (devido ao consumo de alimentos, exposicdo a
poeira, cosméticos e papel térmico) esta abaixo deste limite de tolerancia (BALUKA;
RUMBEIHA, 2016). Em 2018 a mesma agéncia reduziu o limite de migragao
especifica de BPA para plasticos em contato com alimentos para 0,05 mg/kg. No seu
relatério mais recente sobre o assunto, adverte a populagéo a serem precavidos com

relacdo a bebés e criancas, uma vez que estudos vem demonstrando efeitos



toxicolodgicos negativos e apresentado relagdes com danos fisiologicos irreversiveis
(MANDEL et al., 2019).

Em 2010 a agéncia regulatéria para Australia e Nova Zelandia (Food Standards
Authority for Australia & Zealand) revisitou uma série de estudos e concluiu que a
exposigao ao BPA n&o representa um risco de saude a nenhum grupo etario (incluindo
criangas). Ja o Japao conduziu, em 2011, uma avaliagédo de riscos e concluiu que a
exposigao atual ao BPA representa um risco muito pequeno, embora os fabricantes
de produtos alimenticios tenham excluido o BPA da formula¢do das embalagens.

Na Coréia, Africa do Sul e Coldmbia, o BPA & de uso restrito e proibido em
produtos para armazenamento de alimentos infantis - assim como no Brasil. Outros
paises presentes do estudo de Baluka e Humbeiha (2016), como india, Uganda,
Nigéria, Camardes, Gana, Nepal, Republica Popular do Kampuchea e Vietna, nao
apresentam legislagdes que regulamentem o uso do BPA em nenhum caso, bem
como algum posicionamento de suas agéncias regulatorias a respeito.

Fica evidente, entdo que as legislagbes regulatérias séo presentes em poucos
paises, enquanto isso o BPA é de uso irrestrito em muitas nagdes (BALUKA;
RUMBEIHA, 2016). Nao foram encontradas legislagbes que definam os limites de

aporte deste poluente em ecossistemas aquaticos.

1.2. TRATAMENTO ENZIMATICO DO BISFENOL A

Diversos estudos apontam que Bisfenol A pode ser encontrado em
ecossistemas aquaticos e nos animais que neles vivem - nos sedimentos destes
ambientes, a concentracdo de BPA ¢é ainda maior (LIU et al., 2021). Altas
concentragbes sao encontradas em esgotos industriais e aguas de estagbes de
tratamento (CAREGHINI et al.,, 2015; MICHALOWICZ, 2014). Estudos também
apontam a presenga ndo somente do BPA mas também dos seus analogos
(substancias com semelhanga estrutural ao BPA, como o Bisfenol S) em diversas
embalagens de produtos alimenticios. A atividade humana € a unica forma pela qual
o Bisfenol A pode ser langado ao meio ambiente e as aguas tratadas séo a principal
fonte de contaminacdo da natureza. O sistema de tratamento por lodo ativado,
usualmente empregado no Brasil e em outros paises €, dentre os processos de
tratamento atuais, o mais eficaz em termos remocédo do BPA - média de 74,7% de
remogao. Entretanto, dada a quantia consideravel do contaminante langcada aos

esgotos e, corroborado pela determinagao frequente do composto em corpos d’agua



em diversos estudos pelo mundo, percebe-se que mesmo assim a tecnologia €
relativamente ineficiente (WANG et al., 2019).

Existe entdo uma urgéncia por inovagdes em sistemas de tratamento de
efluentes que permitam maior eficiéncia no tratamento de efluentes. Podem ser
destacadas algumas técnicas muito eficazes, como ozondlise, oxidagéo fotocatalitica
e oxidagao ultrassonica (HUSAIN; QAYYUM, 2013). Entretanto, o tratamento
enzimatico dos EDCs tém se mostrado uma técnica potencialmente eficaz de
degradacéo por diversos estudos cientificos: Trata-se se uma alternativa mais verde,
com melhor custo-beneficio e que dispensa a utilizagédo de solventes toxicos ou etapas
intermediarias de reacdo (BARRIOS-ESTRADA et al., 2018; BILAL; IQBAL;
BARCELO, 2019; MIR-TUTUSAUS et al., 2018; MORSI et al., 2020). Além disso, pode
operar em em elevadas ou baixissimas concentragdes de poluentes, ao contrario das
bactérias, por exemplo, que operam apenas elevadas concentragdes; a tecnologia
gera menos lodo; pode operar de forma catalitica (enzimas podem ser “recuperadas”
ao final do processo); € aplicavel a uma grande variedade de poluentes; entre outros
aspectos positivos (MORSI et al., 2020).

Os chamados “fungos de podridao branca”, em inglés white-rot fungi (WRF),
representam um grupo de fungos majoritariamente basidiomicetos (que pertencem ao
filo Basidiomycota) capazes de degradar a lignina presente em estruturas celulares
de arvores e plantas. Eles recebem este nome pois a madeira atingida adquire
coloragcdo esbranquicada. As espécies Pleurotus ostreatus, Phanerochaete
chrysosporium, Trametes villosa, Trametes versicolor estao entre as mais estudadas
devido ao seu potencial de utilizacdo em processos de biodegradacédo de poluentes
(CAJTHAML, 2015; MIR-TUTUSAUS et al., 2018).

A lignina é um biopolimero extenso e complexo e ndo pode ser internalizado
pelas células dos fungos para ser metabolisada. Como alternativa, os s&o produzidas
enzimas extracelulares capazes de catalisar as reacdes de oxidacdo do polimero.
Estas enzimas, denominadas “modificadoras de lignina” (LME, do inglés lignin
modifying enzymes) ou ligninoliticas, possuem pouca especificidade ao substrato,
podendo ser entdo empregadas em processos de degradagdo de uma série de
micropoluentes, dentre eles os EDCs — além de reduzir sua atividade estrogénica
(GASSARA et al., 2013; KRESINOVA et al., 2018; MIR-TUTUSAUS et al., 2018;
SHREVE et al., 2016). Sao exemplos de LMEs as lacases, manganés peroxidases,
lignina peroxidases, entre outras (BILAL et al., 2019; NGUYEN et al., 2013).



As limitagcbes e oportunidades de uso dos WRFs e das LMEs na
biorremediagao e biodegradagao de micropoluentes sao extensamente discutidos na
literatura: alguns problemas podem estar associados ao tratamento enzimatico com
fungos, tais como a competigao por crescimento em um meio n&o estéril, estabilidade
das enzimas durante o processo de degradagcdo em uma matriz complexa, entre
outros. As enzimas podem ser acopladas em outras estruturas como zedlitos ou
encapsuladas para estender sua utilidade e resisténcia, garantindo sua integridade e
atividade frente a diversas condicdes quimicas e fisicas (BILAL; IQBAL; BARCELO,
2019; MIR-TUTUSAUS et al.,, 2018). Deste estas técnicas esta a utilizagdo de
capsulas de microgéis poliméricos, como a poliacrilamida associada a pectina (um
polimero natural encontrado em plantas), cuja eficiéncia de degradagao tém se
mostrado consideravelmente elevada por diversos estudos (GASSARA et al., 2013).

A literatura acerca dos produtos de degradagédo do BPA por LMEs oriundas de
diversas espécies de fungos, bem como os mecanismos envolvidos no processo é
extensa e inconclusiva. Varios estudos mais recentes mostram a formagao de dimeros
de BPA por meio de ligagcées C-C e C-O através da atividade catalitica das lacases,
podendo gerar oligbmeros de maior peso molecular e menor solubilidade no meio,
além de outros subprodutos de menor peso molecular que podem ser oxidados, como
o 4-isopropenil-fenol (BECK et al., 2018; BILAL; IQBAL; BARCELO, 2019;
CAJTHAML, 2015). Enquanto isso algumas referéncias sugerem uma completa
mineralizacao do BPA, ou formacéo apenas de compostos de menor peso molecular
(DAASSI et al., 2016; HIRANO et al., 2000; HONGYAN et al., 2019). Cajthaml (2015)
propde em seu trabalho algumas rotas de degradacao para EDCs, incluindo o BPA,
mostrando os mecanismos de degradacdo pela atividade das enzimas citadas
anteriormente, entre outras. Neste mesmo estudo, é ressaltado o potencial das LMEs

de remover a atividade estrogénica do BPA durante o processo de degradacgéo.

1.2.1. LACASES (EC 1.10.3.2)

As lacases (p-difenol: dioxido oxidoredutases) sao enzimas oxidases
multicopidas produzidas por uma série de seres vivos: plantas, bactérias, fungos e
insetos, participando de diversos processos bioquimicos. Mais de 100 lacases foram
isoladas de fungos ascomicetos e basidiomicetos, estes ultimos extensivamente
estudados por sua eficiéncia em degradar lignina e celulose em gas carbdnico
(RIVERA-HOYOS et al., 2013).



Embora as lacases possuam menor carater oxidante que outras enzimas, sao
alvo de grande parte dos estudos em degradagao por sua capacidade de catalisar
reacdes de oxidacdo de uma grande variedade de compostos orgéanicos
(BOURBONNAIS; PAICE, 1990) — em sua maioria compostos fendlicos, entretanto
sua utilizacdo pode ser estendida a compostos nao fendlicos por meio da adicéo de
mediadores, como o ABTS (acido 2,2’-azino-di-3-etil-benzotiazolino-(6)-sulfénico)
(RIVERA-HOYOS et al., 2013). A utilizacdo de fungos para o tratamento de poluentes
€ extremamente vantajosa uma vez que as enzimas ligninoliticas atuam de maneira
extracelular, ou seja, em contato direto com o composto que se quer degradar,
dispensando etapas de lise celular ou extracdo (BARRIOS-ESTRADA et al., 2018).

Como mencionado, as lacases catalisam a reacédo de oxidagdo de compostos
fendlicos, possuindo radicais livres como produtos de reagao. Estas enzimas possuem
pelo menos um cobre tipo-1 (T1), um tipo-2 (T2) e dois tipo-3 (T3) em sua estrutura.
O substrato é entao oxidado no T1 e os elétrons sao transferidos por meio de uma
sequéncia tripeptidica Hys-Cys-His para os sitios em T2 e T3, onde a redugao do
oxigénio em agua acontece (CATHERINE; PENNINCKX; FREDERIC, 2016). Nota-se
entdo que a capacidade catalitica destas enzimas € diretamente correlacionada com
o potencial redox (E°) do cobre T1. Estudos apontam que lacases de fungos possuem
maior E° (préximo de + 800 mV) quando comparadas com as oriundas de outros
microrganismos e esta diferengca se deve ao elevado grau de conservagao das
geometrias dos sitios de coordenagao do cobre T1 (RIVERA-HOYOS et al., 2013).

OH o
lacases (4 ")

Oy 2 H,O
substrato substrato oxidado

Figura 3: representacéo da reacgéo catalisada pelas enzimas lacases (Adaptado de
CATHERINE; PENNINCKX; FREDERIC, 2016).

1.2.2. MANGANES PEROXIDASE (EC 1.11.1.13)
A Manganés Peroxidase (MnP; Mn(ll): hidrogenoperdxido oxirredutase),

também conhecida como peroxidase dependente do manganés, é uma enzima capaz



de modificar a lignina considerada uma das primeiras a ser utilizadas na degradagao
de poluentes (BILAL et al., 2019). Esta hemoproteina é capaz de oxidar o Mn (1) em
Mn (lll) na presenca de peroxido de hidrogénio no meio. O ion Mn(lll) é entdo
estabilizado por acidos organicos como o oxalato, e atua como um agente mediador
de reacdes redox, pode se difundir pela membrana celular e ataca moléculas
organicas de maneira nao especifica, retirando um elétron e um atomo de hidrogénio
das estruturas moleculares (HOFRICHTER, 2002). E importante mencionar que o

ciclo catalitico € dependente da presenga de perdxido de hidrogénio no meio.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem por objetivo geral elucidar o impacto da presenca de
solventes organicos amplamente empregados em laboratérios de quimica: acetonitrila
(ACN) e tetrahidrofurano (THF), na atividade enzimatica de lacases e manganés
peroxidase, quando sao utilizados no preparo de solu¢des-padréao de Bisfenol A para
estudos de degradacao utilizando o fungo basidiomiceto Trametes versicolor.

Como objetivo especifico, busca-se corroborar os estudos recentes no que
tange a diminuicdo de concentracdo de Bisfenol A devido a agdo de enzimas
ligninoliticas frente a diferentes estagios de crescimento fungico, elencando possiveis
interferentes organicos no processo de biorremediacdo atrelados a variagdo de

atividade enzimatica.



3. METODOLOGIA

No presente trabalho, foi adotada a metodologia descrita abaixo.

3.1. REAGENTES E SOLUGCOES
Todos os materiais utilizados no preparo das solugdes foram de grau analitico
ou superior, com excecao dos compostos-base dos meios de cultura (extrato de malte,

peptona bacteriana e agar). A agua utilizada em todos os sistemas obedeceu os
padrdes classificatorios ASTM Tipo 1 (18.0 MQ.cm de resistividade elétrica, maximo
de 50 ug.L" de carbono organico total, maximo de 1 ug.L"" de sédio, cloretos e 3 ug.L-

' de silicatos totais).

3.1.1. SOLUGOES PADRAO
Os materiais utilizados o preparo de solugdes padrao foram de elevado grau
de pureza (maior que 99%). Os solventes organicos utilizados tanto no estudo quanto

no preparo de fase mével foram de grau HPLC.

3.2. INOCULAGAO E INCUBAGAO

A cepa de Trametes versicolor foi adquirida na Colegao de Cultura de Algas,
Cianobactérias e Fungos do Instituto de Boténica de SdoPaulo (CCIBt) e mantido em
Malt Extract Agar 2% (MEA 2%; 20g de extrato de malte, 20g dextrose anidra, 1g de
peptona bacteriana, 7,59 de agar bacteriolégico em 1L de agua destilada; esterilizado
em autoclave a 1 atm, 121°C por 20 min) a 4°C. O inéculo fungico foi crescido em
placa de Petri contendo MEA 2% por 7 dias, a 28°C, em incubadora. Assepticamente,
10 discos de meio MEA de 5 mm de didmetro contendo micélio crescido foram
inoculados em frascos tipo erlenmeyer contendo 100 mL de meio enriquecido (ME;
extrato de malte 2%, CuSO4 0,0049%, K2HPO4 0,02%, MgSO4 0,005%, MnSO4
0,0016%, sacarose 1,2%, oxalato de amédnio 0,1%), incubados por 7 ou 14 dias a
28°C.

3.3. ENSAIO UTILIZANDO ACETONITRILA (ACN)

O bisfenol-A, padréo analitico (Sigma-Aldrich), foi solubilizado em acetonitrila
(ACN, grau HPLC) até concentragdo 1000 mg.L"'. Apds 7 dias ou 14 dias de
crescimento fungico, de maneira asséptica os frascos erlenmeyer contendo o meio

enriquecido inoculado receberam 100uL da solugdo de BPA preparada e foram



denominados sistemas de tratamento (TR). Como controle abiolégico (CA) foram
utilizados frascos com o mesmo meio enriquecido sem inoculagdo 100 pL de solugao
de BPA e como controle biolégico (CB), frascos inoculados sem adi¢ao de solugéo de
BPA. Também foram inoculados controles biolégicos com solvente (CBX), onde foram
adicionados 100 pL de ACN ao meio enriquecido inoculado, com finalidade de
comparagao de atividade enzimatica com os frascos CB. Todo o experimento foi
realizado em replicata, para tratamento estatistico dos dados. Os erlenmeyers foram
incubados por mais 48 horas sob as mesmas condigdes de temperatura. Para os
monitoramentos da degradacgéo e atividade enzimatica, retiraram-se aliquotas logo
apos adicdo do padrdo, 24 h e 48h apds isto. As aliquotas foram estocadas em
congelador até que fossem realizadas as andlises de atividade enzimatica ou de

degradagao.

3.3.1. ENSAIO UTILIZANDO TETRAHIDROFURANO (THF)
Foi repetido o procedimento adotado no item 3.2.1, porém solubilizou-se o BPA
em tetrahidrofurano (THF). Foram apenas performadas andlises de atividade de
lacases e eficiéncia de degradacdo utilizando HPLC-DAD. A tabela 1 representa

visualmente os procedimentos adotados.



Tabela 1: Representacio visual dos procedimentos de inoculagéo e incubagao adotados.
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3.4. ATIVIDADE ENZIMATICA
As analises de atividade enzimatica foram realizadas em um espectrofotometro
Genesys 10S UV-Vis da Thermo Fischer Scientific.

3.4.1. LACASES
A atividade de lacases foi determinada pelo aumento de absorbancia durante
a oxidacédo do ABTS (acido 2,2’-azino-di-3-etil-benzotiazolino-(6)- sulfénico), em 420
nm (€420=36000 L.mol.”"cm') por 5 minutos, segundo metodologia descrita por
Bourbonnais e Paice (1990). Uma unidade enzimatica correspondeu a quantidade

de enzima capaz de oxidar 1 umol de ABTS por minuto.

3.4.2. MANGANES PEROXIDASE
A atividade de manganés peroxidase foi determinada para conforme
metodologia descrita por Kuwahara et al. (KUWAHARA et al., 1983), utilizando-se o
corante vermelho de fenol como substrato. 1 mL do meio reacional conteve 0,3 mL de
solugdo (tamp&o succinato 0,2 mol.L-! pH 4,5, lactato de sédio 0,1 mol.L" e albumina

de soro bovino a 0,5%), 0,05 mL de solugdo 2 mmol.L-' de MnSO4, 0,1 mL de solugdo



0,1% de vermelho de fenol, 0,5 mL de extrato enzimatico e 0,05 mL de solugao 2
mmol.L"' de perdxido de hidrogénio. A reagéo ocorreu durante 10 minutos, sendo
interrompida em periodos de 2 minutos pela adicao de 25 uL de solugéo de hidroxido
de sadio (2 mol.L™"). A variagdo da absorbancia foi lida em comprimento de onda de
610 nm. Uma unidade enzimatica correspondeu a quantidade de enzima capaz de

oxidar 1 pmol de substrato por minuto.

3.5. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Para a avaliacdo da degradagao do BPA, amostras da fase liquida dos cultivos
foram filtradas em membrana Millex 0,45um e adicionadas aos vials; as analises foram
realizadas pelo cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC) Agilent Infinity 1220
com detector arranjos de diodo (DAD), A=228nm, fase mével (50:50, v/v) acetonitrila
(marca JT Baker) e agua acitificada com acido o-fosférico (LabSynth, 3 mMol.L"). A
coluna utilizada foi Phenomenex Kinetex C18 (30 mm x 2,1imm x 5p), conforme
método descrito por Rosa et al. (SANTOS ROSA, 2018) validado segundo o
documento ICH Q2(R1).

Em replicata, frascos contendo 100 mL de ME esterilizado foram contaminados
com as solugdes de BPA (em ACN e THF) em cabine de fluxo laminar. Realizou-se
entdo as analises segundo método descrito acima 0, 24 e 48 horas apos a adigao do
micropoluente — para o teste de persisténcia deste em meio ausente de atividade

enzimatica de lacases e manganés peroxidase.

3.6. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS
Os dados foram analisados utilizando o teste-t de Student para determinagao
de diferengas significativas. O nivel de significancia utilizado foi P<0,10. Também
realizou-se a analise de variancia (ANOVA) para comparagao de atividade enzimatica

entre os sistemas experimentais, também com P<0,10.



4. RESULTADOS E DISCUSSOES
Para todos os casos em que os valores informados seguem de um asterisco
(*), os critérios estatisticos estabelecidos ndo foram atendidos, portanto,

estatisticamente ha uma significante diferenga entre as determinagdes.

41. LACASES
Os resultados das analises de lacases indicam certo impacto da presencga
dos solventes na atividade enzimatica, como mostrado nos itens seguintes. Existem
algumas maneiras pelas quais a atividade enzimatica pode ser inibida, mesmo que
parcialmente. Sao elas:
a) Inibigcao reversivel: séo 3, (1) a competitiva, quando ocorre
a presenca de uma substancia que compete com o substrato pela
ligagdo ao sitio ativo; (2) a ndo competitiva: quando a substancia
inibidora se liga em outros sitios no complexo enzima-substrato,
diminuindo sua atividade; e (3) a inibicado mista, quando um inibidor pode
desencadear os dois processos anteriormente citados.
b) Inibigdo irreversivel: ocorre quando os inibidores realizam
ligagcbes covalentes com a enzima ou acabam destruindo um grupo

funcional essencial a sua atividade.

411. ACETONITRILA
Foram determinados os resultados de atividade enzimatica, onde o BPA foi

solubilizado em acetonitrila, como mostram a figuras 4 e 5.
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Figura 4: Atividade de lacases ap6s 7 dias de incubagéo.
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Figura 5: Atividade de lacases apds 14 dias de incubagéao.

A figura 5 sugere que a adicdo de solvente diminui ligeiramente a atividade
enzimatica de lacases, uma vez que os frascos com adicdo de solvente orgéanico
(CBX) também foram menores que os de controle bioldgico (CB). Entretanto, os
mesmos dados néo sao significantemente diferentes em 7 dias de crescimento (Figura
4). E possivel também observar na figura 5 um aumento substancial da atividade
enzimatica média frente a adicdo de padrdao de BPA em 0 e 48h, indicando que o

poluente pode ter induzido uma maior atividade enzimatica (apés 14 dias de



incubacgao), fato que vai ao encontro do descrito por Cajathml (2015). Entretanto o
ocorrido nao é percebido na figura 4 (7 dias de incubagao) sugerindo que diferentes
estagios de desenvolvimento do microrganismo podem acarretar respostas

divergentes.

4.1.2. TETRAHIDROFURANO
As analises de lacases para o ensaio onde o solvente utilizado foi o

tetrahidrofurano estao representadas nas figuras 6 e 7.
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Figura 6: atividade de lacases ap6s 7 dias de incubacéo.
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Figura 7: atividade de lacases apds 14 dias de incubacao.

E notado pela figura 6 que a atividade enzimatica também é menor nos
sistemas de tratamento que nos controles biolégicos, sugerindo que a presenga de
THF no meio pode ser, em certo grau, inibidora de atividade enzimatica. Entretanto,
em 14 dias de incubagdo, ndo foram encontrados resultados significativamente
diferentes entre as amostras de controle biolégico e as com adicdo de THF. Também
vale ressaltar que, diferentemente do ensaio com acetonitrila, a adicao de solugao de
BPA (em THF) n&o induziu maior ou menor atividade enzimatica em 7 ou 14 dias de
incubacao.

4.2. MANGANES PEROXIDASE
Os resultados de atividade enzimatica para o sistema de tratamento utilizando
ACN como solvente estdo descritos na figura 8.
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Figura 8: Atividade de Manganés peroxidase para 14 dias de incubacéo

Percebe-se que a atividade enzimatica da MnP decresce com a adigcédo de
padrdao de BPA, corroborando o relatado por Cajthaml e companheiros (2009)
possivelmente devido ao esgotamento do Mn(lll) (espécie quimica mediadora das
reagdes de oxidagao). Nota-se também que a adicdo de solvente no sistema nao
provoca alteragdes palpaveis de atividade enzimatica no meio.

Nao foi possivel determinar pelo método utilizado a atividade enzimatica de

nenhum dos sistemas apos 7 dias de incubacao.

4.3. DEGRADAGAO DO BISFENOL A
A figura 9 demonstra que, nos sistemas onde a atividade enzimatica foi maior

(14 dias de incubagéo), a concentragao de BPA diminuiu consideravelmente. Mesmo
na amostra em Oh, houve uma diminuicdo quase imediata. A eficacia de degradacao

neste caso foi de 58,9% para 7 dias, e 93,7% para 14 dias de crescimento.

A determinagdo da concentragdo nado pode ser realizada para o ensaio
utiizando o THF pois os resultados apresentaram ruidos consideraveis,

impossibilitando a realizagdo do calculo da area no cromatograma.
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Figura 9: Diminuicdo da concentracao de BPA nos sistemas de tratamento.

A figura 10 demonstra os resultados do teste de permanéncia do BPA (em
ACN) no meio enriquecido. Nota-se que, ausentes as atividades enzimaticas de MnP
e Lac, o BPA persiste no meio por, pelo menos 48 horas, evidenciando que o poluente

foi degradado devido a agao das enzimas, e n&o por propria instabilidade quimica.
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Figura 10: Persisténcia do BPA em 48 horas de experimento, em meio ME estéril.



5. CONCLUSOES

Cajthaml (2015) descreve a intima relagado entre a atividade das enzimas
ligninoliticas e a eficiéncia na degradacao de disruptores enddcrinos em seu trabalho.
Devido a elevada atividade destas enzimas ligninoliticas nos resultados apresentados,
pode-se corroborar que a espécie de fungo estudada apresenta elevado potencial de
degradacéao de poluentes como o BPA, o que foi corroborado no presente estudo.

O presente estudo ndo demonstrou evidéncias sélidas que a adigdo de ACN
ou THF tenham impacto na atividade enzimatica de lacases ou manganés peroxidases
produzidas pelo fungo Trametes versicolor. Entretanto, a adicdo de ACN pode ter
causado a ligeira diminuicdo de atividade enzimatica de lacases em 14 dias de
crescimento do fungo, e ndo desencadeou mudancgas significativas de atividade
enzimatica para a manganés peroxidase. Para o THF, os dados sugerem uma ligeira
diminui¢cdo apos adigdo do solvente no meio com crescimento apos 7 dias. Deve-se
entdo, em trabalhos futuros, desenhar um experimento fisico-quimico que permita a
elucidagao da inibicao causada pela adi¢cao dos solventes em questao na atividade de
lacases e manganés peroxidase, e discutir a influéncia do tempo de incubagéo dos
fungos (i.e. 0 quao “crescido” esta) frente a diminuicdo da atividade apés a adicéo de
solvente ao meio.

Também se conclui que o BPA € um poluente persistente em 48h apdos seu
aporte em um sistema onde ndo ha atividade enzimatica suficiente que o degrade,
representando entdo um perigo aos ecossistemas e a saude humana, devido também
a seu aporte continuo no meio ambiente (MICHALOWICZ, 2014).

Por fim, € de suma importancia que se conhegcam também os produtos de
degradacao deste processo, dado este que pode ser acessado utilizando técnicas
cromatograficas acoplada a espectrometria de massas, uma vez que a literatura ndo
€ consistente acerca das rotas metabdlicas empregadas pelo fungo durante a
degradacédo, nem acerca dos produtos propriamente ditos — ndo apenas para o
Bisfenol A, mas também para seus compostos analogos que vém cada vez mais
sendo empregados pela industria, como o Bisfenol S. (CAJTHAML, 2015;
CATHERINE; PENNINCKX; FREDERIC, 2016; DE FREITAS et al., 2017; GASSARA
et al., 2013; ROCHA et al., 2016)
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