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RESUMO

A contaminacdo das &guas naturais pelos Interferentes Enddcrinos € uma crescente preocupacdo da
comunidade cientifica devido a capacidade desses poluentes provocarem interferéncias no sistema endécrino
de seres vivos. Dentre os principais Interferentes Enddcrinos (IE), o Bisfenol - A é largamente utilizado em
processos industriais potencialmente poluidores. Os fungos, conhecidos como microrganismos degradadores,
se destacam por produzir enzimas capazes de oxidar compostos quimicos toxicos. O estudo tem por objetivo
selecionar fungos produtores de enzimas que promovam a degradacdo do Bisfenol — A. Os experimentos foram
divididos em duas etapas: selecdo dos microrganismo e tratamento do Interferente Enddcrino. Na primeira
etapa foram avaliados aspectos pertinentes a adaptacdo dos fungos em relacdo a toxicidade oferecida pela
substancia-teste. Dentre os microrganismos testados, Pleurotus ostreatus e Trametes versicolor se mostraram
aptos a segunda etapa, que consistiu em submeté-los ao cultivo em meio liquido acrescido de Bisfenol — A em
concentracdo definida. As concentracfes alcancadas ap6s o tratamento foram mensuradas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia. Os resultados mostraram que os fungos selecionados possuem capacidade de
degradar totalmente o Bisfenol — A nas condigdes testadas por meio da acdo oxidativa da enzima Lacase.

PALAVRAS-CHAVE: Interferentes Enddcrinos, Degradacdo de Micropoluentes, Enzimas, Atividade
Estrogénica.

INTRODUCAO

Os compostos quimicos tdxicos utilizados nos diversos setores de atividade antropogénica tem como destino,
em caréter residual, 0 meio ambiente. S&o considerados Interferentes Enddcrinos os agentes exdgenos capazes
de interferir por meio da secrec¢do, sintese, transporte, ligacdo, acdo ou elimina¢do nos hormdnios naturais de
um organismo, sendo tais hormdnios responsdveis pela manutencdo, reproducdo, desenvolvimento e
comportamento dos seres vivos. A preocupagdo com os Interferentes Endécrinos se fundamenta na elevada e
crescente utilizagdo desses compostos (EPA, 1997).

Substancias com atividade estrogénica tém sido consideradas como possiveis responsaveis por disfuncGes
enddcrinas descritas em animais e seres humanos, como: diminuigdo de nimero de espermatozoéides, aumento
da incidéncia de cancer e de mal formacdes congénitas no sistema reprodutor masculino (HESS, 2010).

Dentre eles, o Bisfenol - A é considerado como a substancia quimica de maior producéo ao redor do mundo:
2,7 milhGes de toneladas em 2003 (VOM SAAL & WELSHONS, 2006). Essa grande producdo estd
diretamente relacionada com a exposicdo dos seres humanos, pois estudos mostraram que a presenca de
Bisfenol — A em humanos é muito frequente: cerca de 92% do universo amostral (formado por populacéo
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americana de diversos grupos socio-econdmicos) apresentou o IE, ainda que em concentragdes consideradas
baixas (CALAFAT et al., 2008).

As Estagdes de Tratamento de Agua e Esgoto s&o, para muitos residuos quimicos, pouco eficiente na remogéo
ou transformacéo desses compostos toxicos, sendo esse um problema ambiental de grandes proporcdes (EPA,
2009). Desta forma, outros processos de tratamento de residuos em aguas tém sido considerados.

Os fungos de decomposicdo branca sdo conhecidos pela sua capacidade de degradar compostos
lignocelul6sicos na natureza, principalmente a madeira. As enzimas flngicas produzidas extracelularmente
podem ser consideradas vantajosas do ponto de vista da manipulacdo e utilizagdo. Dentre as enzimas fngicas,
a Lacase se destaca por apresentar um largo espectro de substratos, ou seja, possui capacidade oxidativa mais
ampla, o que ambientalmente se reflete em uma vantagem (BALDRIAN, 2006).

O uso da biotecnologia enzimética de fungos para reduzir ou tratar os Desreguladores Enddcrinos é vista como
uma alternativa sustentavel, onde a aplicagdo em escala real deve ser acompanhada de vérios estudos que
possam responder questdes como: (1) a condicdo Otima de fermentacdo e metabolismo para tais
microrganismos, (2) a propriedade e formulagdo das enzimas envolvidas, (3) o custo de producdo,
imobilizacdo e purificacdo dessas enzimas e (4) o destino ambiental final em longo prazo dos residuos
produzidos (CABANA, JONES e AGATHQOS, 2007).

Este estudo tem como objetivo alcancar a degradagdo do Interferente Enddcrino Bisfenol — A, presente em
&guas naturais, por a¢do da enzima oxidativa Lacase.

MATERIAIS E METODOS

Visando atender o objetivo proposto, a execugdo desse trabalho foi dividida em duas etapas distintas, sendo:
(1) selecéo de microrganismos aptos a degradacdo e (2) tratamento do Bisfenol — A.

As cepas flngicas sdo parte integrante do banco de microrganismos do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas — CPQBA/UNICAMP e seu cultivo realiza-se em placa de Petri com meio
de cultura Sabouraud, mantido a 4°C no escuro apos crescimento total a 30°C em estufa.

Os microrganismos utilizados sdo conhecidos como fungos de decomposi¢do branca pela sua capacidade de
degradar substancias lignocelutiticas. Os fungos do estudo foram: Pleurotus ostreatus, Pleurotus sp., Trametes
versicolor, Trametes villosa, Trametes sp., Lentinus edodes, Lentinus edodes (Ywri), Phanerochaete
crysosporium e Pycnoporus sanguineus.

PRIMEIRA ETAPA: SELECAO DE MICRORGANISMOS

Os ensaios da primeira etapa foram feitos em duplicata por um periodo de 30 dias, onde o grupo controle foi
caracterizado pela auséncia do Interferente Endécrino. Duas condigBes distintas de cultivo foram estudadas:
(1) condicdo estatica, em estufa de cultivo a 28°C e (2) condi¢do de agitacdo, em agitador orbital (Shaker) a
120rpm, 30°C.

Foram utilizados frascos Erlenmeyers de 50mL, onde foram introduzidos trés indculos flngicos padronizados
de 7mm juntamente com meio de cultura PDB (Potato Dextrose Broth) previamente autoclavado e solugéo
estéril de Bisfenol - A.

A concentracdo de Bisfenol — A estipulada para o ensaio foi de 35mg.L™, escolhida conforme dados
bibliograficos de pesquisas com degradacdo desses compostos por enzimas, sendo, portanto, uma quantidade
superestimada em relagdo ao que ocorre no meio ambiente. O uso de elevadas concentra¢es de Bisfenol - A
busca proporcionar subsidios aos microrganismos, considerando o seu potencial maximo de degradacdo. Os
ensaios visam também avaliar a influéncia das concentragdes ao comportamento enzimético e morfofisiologico
dos microrganismos. Todo procedimento microbioldgico foi realizado em capela de fluxo laminar exclusiva
para fungos, precedida de esterilizacdo com luz ultravioleta por 15 minutos.
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As andlises enzimaticas de Manganés Peroxidase (Kuwahara et al., 1984), Lignina Peroxidase
(Tien & Kirk, 1984) e Lacase (Szklarz et al., 1989-modificado) foram realizadas em intervalos de 10 dias,
totalizando trés analises das enzimas para cada amostra, que foi devidamente filtrada por bomba a vacuo em
conjunto Kitassato e funil de Blichner com filtro de papel. Para a leitura da atividade enzimatica foi utilizado
espectrofotdmetro em comprimento de onda pertinente a cada metodologia analitica.

O crescimento e desenvolvimento micelial foi observado durante todo tempo de cultivo e classificado em S
(satisfatorio) e | (insatisfatério). Tal classificacdo se baseou em analise sensorial comparativa com o seu grupo
controle e levou em conta fatores como: robustez, coloracdo, tempo de desenvolvimento, odor e aspecto
micelial. A analise morfol6gica juntamente com a andlise enzimatica possibilitou considerar 0 microrganismo
em AP (apto) ou IN (Inapto).

SEGUNDA ETAPA: DEGRADAGAO DO BISFENOL — A

Para a segunda etapa, foram utilizados os fungos que tiveram os melhores resultados de produgdo enzimatica e
desenvolvimento na presenca do Bisfenol - A.

O experimento foi realizado em meio de meio de cultura PDB, em triplicata na condicdo de cultivo pré-
determinadas na primeira etapa. O in6culo para esse ensaio foi produzido a partir do cultivo da cepa em meio
de cultura s6lido Sabouraud, onde foram retirados de trés discos da zona de crescimento dos fungos da placa
de Petri e transferidos para Erlenmeyer de 50mL contendo meio de cultura liquido acrescido das
concentracdes de Bisfenol - A mencionada, ambos estéreis. O grupo controle foi considerado aquele em que o
Bisfenol — A ndo estava presente.

Para verificar a ocorréncia de adsorcdo micelial pelo fungo durante o seu contato com o Interferente
Enddcrino, foi realizado o teste de Adsorgdo. Tal teste consiste em adicionar uma concentragdo conhecida da
substancia ao fungo robusto (10 dias de crescimento), morto por processo de autoclavagem (121°C por 30
minutos) e manter os frascos na mesma condigdo do experimento teste. Foram coletadas aliquotas do tempo
inicial e final para serem submetidas as analises cromatogréaficas. O teste de adsorcdo foi realizado em
triplicata.

Os ensaios de tratamento do Interferente Enddcrino foram separados em dois grupos distintos: (1) longa
duracdo _ acima de 60 horas de cultivo e (2) curta duragcdo _ até 60 horas de cultivo. Essa metodologia foi
desenvolvida para proporcionar maior contato entre as enzimas oxidativas e o Bisfenol — A. Testes
preliminares apontaram a necessidade dessa adequacdo, j& que cada microrganismo possui caracteristicas
particulares em relacdo ao seu complexo enzimatico.

As analises enzimaticas de Lacase e coletas de aliquotas foram realizadas a cada trés dias. As amostras para 0s
ensaios cromatograficas foram filtradas em membranas filtrantes 0,45um e conservadas congeladas a — 4°C.

As andlises cromatogréaficas foram utilizadas para quantificar a degradacdo de Bisfenol — A. A técnica
cromatografica empregada foi a denominada CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia). Na
quantificagdo do Interferente Enddcrino foi utilizado o sistema cromatografico LC-DAD Alliance Waters,
composto por bomba Waters 2695, detector de arranjo de diodos (Waters 2996) e coluna C-18
(150mm x 3,9mm x 5um). A fase mével utilizada foi composta por solucdo de agua e metanol (50:50), com
vazao igual a 0,6mL.min™. O tempo de retencdo foi de aproximadamente 6,5 minutos e a deteccdo UV ocorreu
a 225nm (TANAKA et al., 2000-modificado). Toda a analise ocorre a 30°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira etapa de experimentos teve como objetivo selecionar os fungos com melhor desempenho da
produgdo enzimatica na presenca do Bisfenol - A. A selecdo de cepas direcionadas a substancia-teste tem o
intuito de promover maior degradacdo desses compostos considerando a relacdo adaptagdo/toxicidade. Desta
forma, os trés principais critérios de selegdo foram: (1) maior producdo enzimatica na presenga do IE; (2)
melhor condicdo de cultivo, visando a economia de recursos e (3) desenvolvimento e adaptacdo do
microrganismo ao IE.

ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 3
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Dentre os fungos testados, Pleurotus ostreatus e Trametes versicolor foram considerados aptos para a segunda
etapa, pois tiveram resultados positivos quanto a producdo de enzimas. Dentre as quais, a Lacase (Lcc) se
sobressaiu em comparacdo com as Peroxidases Manganés (MnP) e Lignina (LiP). Desta forma, a Lacase foi
considerada como a possivel responsavel pelo processo de degradacéo do Bisfenol — A.

A Tabela 01 apresenta os resultados obtidos nos ensaios de sele¢do de microrganismos, no que diz respeito aos
picos enzimaticos e crescimento micelial em comparagdo com o grupo controle.

Tabela 01: Resultado da selecdo dos microrganismos.

Condicédo de 1 Picos Enznplancos Crescimento . ~
Fungo cultivo IE . (U.mLs) _ Micelial Situacao
Lcc MnP LiP
o B-A? | AEY AE AE s’ IN°
P AQItaCa0 T T AE [ 394 | 0,84 S -
entintis edodes Esti B-A | 003 | 224 | AE S IN
statico CTL | 009 | 053 | 084 S -
Agitacio B-A | 019 AE AE S IN
Lentinus edodes CTL | 945 0,10 AE S -
(Ywri) N B-A | 0,10 AE | 0,23 S IN
Estatico
CTL | 009 | 026 | 010 S -
Phanerochaete L B-A AE AE 0,67 S IN
crysosporium Agitagao CTL | AE | 112 | 044 S -
- B-A | AE AE | 017 S IN
Estatico CTL | 004 | AE | 0.3 S -
Pleurotus Aditacio B-A | 822 AE 1,77 S AP®
ostreatus grtag CTL | 999 | 1,79 | 0,32 S -
Estat B-A | 4160 | 1,34 | AE S AP
Statico CTL | 2530 | 269 | 053 S -
Pleurotus sp. Agitacio B-A 2,54 1,21 0,84 S IN
CTL | 361 | 1565 | 0,1 S -
Estitico B-A | 1410 | AE AE S AP
CTL | 2000 | 076 | 698 S ;
Pycnoporus N B-A 9,44 AE 0,32 S AP
sanguineus Agitagao CTL | 10,34 | 017 | 1,11 S -
— B-A | 11,11 | 044 | 035 S AP
Estatico CTL | 1437 | AE | 141 S -
. B-A | 3007 | 1,65 | 091 S AP
Agitagdo
Trametes CTL | 56,93 6,23 2,49 S -
versicolor Estitico B-A | 27,88 AE AE S AP
CTL | 3224 | 13,81 | 0,1 S -
. B-A | 059 | 026 | 069 S IN
o Agitagao CTL | 254 | 067 | 250 S ;
Trametes villosa ition BA | 003 | 179 | 017 S IN
CTL | 0,144 | 009 | 1,07 S ;
. B-A | 781 | 152 | 684 S AP
Agitagao CTL | 2042 | 780 | 0,91 S ;
BN £ - B-A | 2062 | 179 | AE S AP
Estatico CTL | 1894 | 089 | 345 S -

Interferente  Endécrino; “Bisfenol — A; 3Grupo Controle; “Lacase; “Manganés Peroxidase; °Lignina
Peroxidase; 'Satisfatorio; ®Apto; ° Inapto; °Auséncia da enzima.
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Por meio dessa etapa, também foi possivel constatar que a condigdo estatica se mostrou mais vantajosa em
relagdo a condicdo de agitacdo, pois apresentou produgdo enzimatica satisfatoria e utiliza de menos recursos
energéticos. A producédo enzimatica da Lacase pelo fungo Pleurotus ostreatus na presenca de Bisfenol — A foi
68% maior que seu grupo controle, sugerindo que a substancia pode ter exercido papel de indutor do complexo
enzimético (Figura 01).
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Figura 01: Gréfico da producéo de enzimas na presenga de Bisfenol — A na condicéo estatica, sendo Lcc:
Lacase; LiP: Lignina Peroxidase; MnP: Manganés Peroxidase; CTL: grupo controle.

Em relagdo ao crescimento e desenvolvimento micelial, ndo foram observadas diferencas significativas entre o
cultivo controle e o cultivo na presenca do Interferente Enddcrino Bisfenol — A. A substancia ndo causou
retardo no crescimento micelial, tampouco coloragédo anormal ou dano visivel ao fungo, conforme mostra as
imagens da Figura 02.

Figura 02: Crescimento dos fungos na presenca de isfenol - A (direita) e seu grupo controle (esquerda).

Na segunda etapa, as analises cromatograficas comprovaram a reducéo do Bisfenol — A em mais de 90% da
concentracdo inicial. A reducdo da substancia-teste foi alcangada pelos dois fungos selecionados em diferentes
tempos de cultivo. A Tabela 02 apresenta os resultados cromatograficos alcangados apds o tratamento.
Observa-se que a produgdo enzimatica maxima teve grande diferenca entre os microrganismos, sendo o T.
versicolor produziu quase quatro vezes mais enzima que P. ostreatus. No entanto, P. ostreatus alcangou a
degradacéo total em 27 dias, ao passo que o tratamento com T. versicolor resultou em concentragdo residual ao
final do processo de 60 horas. O poder oxidativo da lacase é caracteristico de cada microrganismo, resultando
em processos distintos de degradacdo para uma mesma substancia.

ABES — Associacéo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 5
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Tabela 02: Tratamento do Bisfenol — A por Lacase Fungica.
Funao Tempo de | Concentracdo | Concentragdo | Lacase Maxima Adsorc¢ao
9 Cultivo | Inicial (mg.I') | Final (mg.I") (U.mL.min™) Micelial (%)
P. ostreatus 27 dias 18,30 0,0 14,074 0
P. ostreatus 18 dias 32,85 0,0 13,95 9
T. versicolor 60 horas 30,96 0,29 52,510 0

Para o Pleurotus ostreatus o cultivo na presenca de Bisfenol — A foi realizado em 27 dias e em 18 dias,
conforme Figuras 03 e 04, respectivamente. A degradacdo total da substancia-teste foi alcancada em 15 dias
para o primeiro ensaio e em 18 dias na repeticao.
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Figura 03: Gréfico da relacdo entre a degradacéo do Bisfenol — A e producdo de Lacase em 27 dias de
tratamento com Pleurotus ostreatus.

50 16,0
45 n - 14,0

= 40 .

% - 12,0

£ > 32,85

LN - 10,0

8,0

Atividade Enzimatica {U.mL.min1)

el
s 20,41
43:-; 20 \ - 6,0

15
: 10 N\ - 40
(%)

. N2 g9y 20

I U,550,09
0 +—— T T T i T ‘ 1 ’ T g 0,0
0 3 6 8 12 15 18
Dias de Cultivo
—g=—1Bisfenol - A == Adsorcdo Lacase

Figura 04: Gréfico da relacao entre degradacao do Bisfenol — A e producéo de Lacase em 18 dias de
tratamento com Pleurotus ostreatus.
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O teste de adsorcdo evidenciou que pouco se perdeu do Bisfenol — A por acéo fisica entre a substancia e o
corpo micelial. No ensaio de 18 dias P. ostreatus adsorveu cerca 9% da concentracdo inicial (Figura 04). No
entanto ndo houve adsor¢do no ensaio de maior duracgéo (Figura 03).

O ensaio com Trametes versicolor apresentou resultados ainda mais satisfatorios de degradagdo do Interferente
Enddcrino, pois foi alcangado em menos de 24 horas de tratamento. O microrganismo produziu Lacase ainda
nas primeiras horas de cultivo na presenca do Bisfenol — A, que pode ter funcionado como indutor de seu
complexo enzimético. A Figura 05 mostra o desempenho enzimético ao longo das 56 horas de cultivo e a
reducdo das concentracoes de Bisfenol — A. O ensaio de adsorcdo ndo evidenciou perda fisica pelo micélio
flngico da substancia.
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Figura 05: Gréfico da relacdo entre a degradacéo de Bisfenol — A e producéo de Lacase em 56 horas de
cultivos com Trametes versicolor.

CONCLUSOES

Os experimentos realizados mostraram que os fungos de decomposicéo branca testados apresentam potencial
de degradacédo do Interferente Endécrino Bisfenol — A. Outras conclusdes pontuais foram:

e Pleurotus ostreatus foi capaz de degradar totalmente o Bisfenol — A, por meio da acdo oxidativa da
enzima Lacase;

e O Bisfenol — A pode exercer papel indutor do complexo enzimatico para o microrganismo Pleurotus
ostreatus;

e A Lacase de Trametes versicolor ndo alcangou a degradacéo total do Interferente Enddcrino, apesar
de se apresentar em altas concentragdes;

e N&o houve alteracdo morfoldgica e sensorial significativa do micélio na presenca do Bisfenol — A.

O tratamento com recursos enzimaticos pode ser uma solugdo para varios compostos téxicos recalcitrantes e
substancias com potencial estrogénico. Desta forma, o uso de Lacase na reducdo de Bisfenol — A das aguas
naturais pode ser uma ferramenta biotecnoldgica eficiente e sustentavel. Fazem-se necessarios estudos
aprofundados para aumentar a viabilidade e aplicabilidade dessa ferramenta.

ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 7
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