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RESUMO

O bisfenol A (BFA), [2'-bis-(4- hidroxifenil) propano], ou IUPAC 4,4'-dihidroxi-2,2-
difenilpropano, € um dos xenobidticos emergentes mais comumente detectado em
ecossistemas aquaticos e é produzido em grandes quantidades em todo o mundo. Tal
molécula tem sido muito utilizada devido a gama de suas aplicagbes, especialmente
como mondmero na fabricagao de resinas epoxi e plastico policarbonato, por exemplo.
Essas resinas sdo a matéria-prima para a confeccao de diversos tipos de mamadeiras
e para algumas embalagens alimenticias. Contudo, esse composto representa um
risco significativo de dano ao meio ambiente e a saude humana e suscita, portanto,
grande preocupacdo. No que diz respeito a degradagcdo do BFA, o uso de
microrganismos ou metabdlitos produzidos por bactérias e fungos, como as enzimas
extracelulares ligninoliticas, € uma alternativa viavel em relagdo a métodos fisico-
quimicos convencionais. Isso porque sao de alta eficiéncia catalitica, baixa toxicidade,
baixo tempo de reagao e alta especificidade de substrato. Diversos fungos produzem
enzimas ligninoliticas, como a lacase, em determinadas condi¢des ambientais que
apresentam potencial para degradar o BFA. As lacases estao entre as mais estudadas
pois utilizam oxigénio molecular como aceitador final de elétrons, e s&o produzidas
em concentragdes mais significativas em fungos basidiomicetos. Este trabalho
objetivou a revisao bibliografica da biotecnologia recente aplicavel a degradacéao do
BFA utilizando a enzima lacase produzida por fungos. Foram selecionadas as
palavras-chave “Fungi”, “Laccase”, “Bisphenol a” e “Purified”, e determinou-se para o
estudo os artigos publicados no periodo de maior relevancia das publica¢des. Foi
realizada, também, uma comparacédo entre os resultados de estudos com lacase
imobilizada ou livre, e purificada ou bruta. Com base na pesquisa o periodo de maior
publicacao foi entre 2016 a 2021. Nesse periodo foram identificados, nos bancos de
dados analisados (Science Direct e PubMed), 116 artigos e apenas 14 deles
descreveram no resumo a origem da enzima e entdo foram selecionados para
avaliagao na integra. O periodo de maior impacto das citagdes foi entre os anos 2018
e 2019 indicando a relevancia temporal dessa linha de pesquisa. Afonte predominante
de lacases foram basidiomicetos ja que elas sdo produzidas em grandes quantidades
nesses organismos. Nos estudos avaliados para tratar o BFA a concentracdo média
ideal de lacase foi em torno de 1.280 U.L-!, e o tempo médio de reacgéo ideal ficou em
torno de 2h. O grupo de lacases brutas foi capaz de degradar uma quantidade maior
de BFA em menor tempo e com menos enzima que o grupo de lacases purificadas.
Visando a aplicacdo em processos de biorremediacdo de grandes volumes de agua
residual ou de poluente avaliou-se que lacases imobilizadas sao preferiveis em
tratamentos de BFA de longa duracédo e em larga escala enquanto a enzima bruta é
preferivel a purificada nesse tipo de estudo.

Palavras-chave: Mediadores redox. Imobilizacdo. Purificagdo. Potencial
biotecnoldgico. Biorremediagao.



DE SIQUEIRA, Jhonatan Otto. 55 Numero de paginas. Trabalho de Conclusédo do
Curso de Bacharel em Biotecnologia— Universidade Federal da Integragdo Latino-
Americana, Foz do Iguagu, 2020.

ABSTRACT

Bisphenol A (BFA), [2"-bis-(4-hydroxyphenyl) propane], or IUPAC 4,4'-dihydroxy-2,2-
diphenylpropane, is one of the most commonly detected emerging xenobiotics in
aquatic ecosystems and is produced in large quantities around the world. This
molecule has been widely used due to the range of its applications, especially as a
monomer in the manufacture of epoxy resins and polycarbonate plastic, for example.
These resins are the raw material for production of several types of baby bottles and
for some food packaging. However, this compound poses a significant risk of harm to
the environment and human health and is therefore of great concern. With regard to
BFA degradation, the use of microorganisms or metabolites produced by bacteria and
fungi, such as ligninolytic extracellular enzymes, is a viable alternative to conventional
physicochemical methods. This is due to their high catalytic efficiency, low toxicity, low
reaction time and high substrate specificity. Several fungi produce ligninolytic
enzymes, such as laccase, in certain environmental conditions that have the potential
to degrade BFA. Laccases are among the most studied because they use molecular
oxygen as the final electron acceptor, and are produced in more significant
concentrations in basidiomycete fungi. This work aimed to review the literature of
recent biotechnology applicable to BFA degradation using the laccase enzyme
produced by fungi. There were selected the keywords “Fungi”, "Laccase", “Bisphenol
a” and “Purified”, and the articles published in the period of greatest relevance of the
publications were determined for the study. A comparison was performed between the
results of studies with immobilized or free laccase, and purified or crude laccase.
Based on the research, the period of greatest publication was between 2016 and 2021.
During this period, 116 articles were identified in the analyzed databases (Science
Direct and PubMed), and only 14 of them described the origin of the enzyme in the
abstract and were then selected for evaluation in full. The period of greatest impact of
citations was between 2018 and 2019, indicating the temporal relevance of this line of
research. The predominant source of laccases was basidiomycetes since they are
produced in larger quantities in these organisms. In the studies evaluated to treat BFA,
the ideal average concentration of laccase was around 1,280 U.L"", and the average
ideal reaction time was around 2h. The crude laccases group was able to degrade a
greater amount of BFA in less time and with less enzyme than the purified laccases
group. Aiming at the application in bioremediation processes of large volumes of waste
water or pollutant, it was evaluated that immobilized laccases are preferable in long-
term and large-scale BFA treatments while crude enzyme is preferable to purified one
in this type of study.

Key words: Redox mediators. Immobilization. Purification. Biotechnological
potential. Biorremediation.
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1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, compostos conhecidos como desreguladores endodcrinos
(CDEs) ou xenoestrogénios foram amplamente introduzidos no meio ambiente
principalmente por meio de atividades humanas (BISPHENOL A ACTION PIAN, 2010).
Entre esses compostos, o Bisfenol A (BFA) [2,2-bis (4-hidroxifenil) propano], usado na
producdo de policarbonatos e resinas epoOxi, por exemplo, € produzido em grandes
quantidades em todo o mundo, com uma produgao anual de 4 milhdes de toneladas, em
média (MICHALOWICZ, 2014). A Agéncia de Protegao Ambiental dos Estados Unidos, EUA
(EPA) classificou o BFA como um composto que pode apresentar um risco significativo de
danos ao meio ambiente em animais aquaticos, por exemplo, e em 2017, a Agéncia
Europeia da Quimica (ECHA) listou o BFA como substancia que suscita grande
preocupacao (ECHA, 2017). Ademais, esse composto tem sido apontado como deletério a
saude humana como fator no desenvolvimento do cancer de mama, por exemplo (SHAFEI
et al., 2018). Nesse sentido, a presenca de BFA nos ecossistemas representa uma séria

ameaca ao meio ambiente e a saude publica (ARBOLEDA et al., 2013).

No que tange ao tratamento do BFA, os processos bioldgicos tém sido considerados
uma alternativa viavel em comparagdo com os fisico-quimicos convencionais, que sao
onerosos e levam a formacédo de subprodutos nocivos, assim como alguns processos
biolégicos (DE FREITAS et al.,, 2017; BA & VINOTH KUMAR, 2017). Nesses ultimos
processos, ao contrario de microrganismos, 0 uso de enzimas separadas de suas células
apresenta varias vantagens, como baixa toxicidade, alta eficiéncia catalitica, alta
especificidade de substrato, baixo tempo de reacao e condigdes intermediarias de reagao
(SHARMA et al., 2018). Os fungos do filo Basidiomycota, conhecidos como basidiomicetos,
secretam enzimas ligninoliticas, como lacases, lignina peroxidases (LiPs) e peroxidases
dependentes de manganés (MnPs), em condi¢gdes ambientais propicias como auséncia de
luz e presenca de substrato, que apresentam potencial de degradacéo do BFA (BILAL et
al., 2017). As lacases, dentre as enzimas acima mencionadas, sdo as mais frequentemente
estudadas ja que utilizam oxigénio molecular, geralmente disponivel no meio ambiente,

como aceitador final de elétrons, diferentemente das peroxidases (BALDRIAN, 2006).

Nesse contexto, o alto custo da purificacdo se tornou a principal limitacdo para

aplicagcdes extensas de lacases purificadas, especialmente para o tratamento do BFA, uma



14

vez que este poluente pode contaminar grandes volumes de residuos. Se a etapa de
purificacado for simplificada, no entanto, os processos de biorremediacdo usando lacases
se tornardo viaveis (ATACAG ERKUT, 2015). Além disso, as lacases purificadas
apresentam menor capacidade de oxidar o BFA devido a auséncia de mediadores,
compostos sintéticos ou naturais de pequeno peso molecular, que atuam em reagdes redox
e melhoram a atividade das lacases, e estdo presentes naturalmente no cultivo do fungo.
E, portanto, de interesse desenvolver métodos de menor grau de purificagéo no intuito de
utilizar lacases brutas (“‘extrato cru”) ou parcialmente purificadas, para degradar o BFA
(CANAS & CAMARERO, 2010).

Levando esses pontos em consideragdo, o presente trabalho se caracterizou por
uma revisado bibliografica que objetivou avaliar o potencial de degradagdo do bisfenol A
(BFA) através da enzima lacase produzida por fungos basidiomicetos. Inicialmente, na
primeira sessao esse trabalho traz uma fundamentacédo tedrica sobre a lacase, sua
producao, extracao e purificagao, para depois explorar a aplicagdo no tratamento do BFA,
e entdo pontuar o potencial biotecnolégico desse tratamento enzimatico, estratégias usadas

e desafios futuros.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 LACASE

Lacases (EC 1.10.3.2) s&o enzimas da familia de oxidases que possuem cobre no
sitio ativo, conhecidas como multicopper oxidases (FOROOTANFAR & FARAMARZI, 2015).
Sao encontradas em uma variedade de bactérias, fungos, insetos e plantas e isoladas pela
primeira vez na seiva da laca japonesa Rhus vernicifera (Yoshida 1883) (HATTORI et al.,
2005). Uma molécula tipica de lacase apresenta quatro atomos de cobre divididos em sitios
de Cu tipo 1, tipo 2 e tipo 3 (Cu binuclear) baseados em caracteristicas espectroscépicas
exclusivas. A oxidacao do substrato ocorre no sitio 1 e os elétrons sao transferidos para o
cluster trinuclear de cobre (TNC), formado pelo sitio 1 e 2, onde o oxigénio molecular &
reduzido a agua (Figura 1) (JONES & SOLOMON, 2015). Lacases de vegetais e
bacterianas tém baixo potencial redox comparadas aquelas dos fungos, de modo que as

lacases fungicas sao preferiveis em aplicagcdes biotecnolégicas (POGNI et al., 2015).

Figura 1 - Mecanismo de reacgao simplificado da oxidagao de substrato adequado por lacase.

Laccase
2H,0 SRed
| His
e
, ) His
0, + 4H* (13) / Sox

Fonte: ALEMAN NAVA et al., 2015.

Além disso, lacases tém a capacidade de oxidar uma ampla gama de compostos
aromaticos e ndo aromaticos, como fendis substituidos, ions inorganicos e outros
compostos nao fendlicos. Devido a sua baixa especificidade de substrato, podem atuar em
uma ampla gama de substratos e se tornaram promissoras no setor ambiental,
biotecnoldgico e industrial (MATERA et al., 2008). Essas enzimas foram consideradas uma
ferramenta ecoldgica, porque requerem oxigénio molecular como o unico co-substrato para
a biocatalise (AFREEN et al., 2018). As lacases tém a capacidade de reduzir o didxido de

oxigénio a agua pela oxidacdo de um elétron do substrato, que sao principalmente
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compostos fendlicos substituidos (SURWASE et al., 2016).

Com base nas propriedades de cobre do tipo T1-T3, as lacases podem ser
categorizadas em enzimas com alto (0,6-0,8V) ou baixo (0,4-0,6V) potencial redox
(CHRISTOPHER et al., 2014). Substratos n&o fendlicos, com potenciais redox acima de
1,3V, ndo podem ser diretamente oxidados por lacases (BIBI et al., 2011). No entanto, essa
limitagdo pode ser superada através do uso de mediadores redox (CAMARERO et al.,
2004). Esses pequenos compostos naturais ou sintéticos, tais quais o siringaldeido e o
ABTS, respectivamente, de baixo peso molecular, chamados mediadores, com maior
potencial redox que a propria lacase (> 0,9V), podem ser usados para oxidar a parte nao
fendlica da lignina (CAMARERO et al., 2005; JOHANNES & MAJCHERCZYK, 2000). Nos
ultimos anos, a descoberta de mediadores sintéticos novos e eficientes estendeu a catalise
da lacase para varios substratos xenobidticos como o BFA, por exemplo (CANAS &
CAMARERO, 2010).

Lacases e enzimas semelhantes sdo abundantes na natureza e tém funcgdes
biolégicas diversas (THURSTON, 1994). Os fungos conhecidos como de podridao branca
(devido a alta atividade de enzimas que degradam a lignina da parede vegetal) secretam
lacases junto a outras oxidases extracelulares para degradar lignina ou acidos humicos, por
exemplo (HATAKKA, 1994). A Lacase tem a capacidade de polimerizar e despolimerizar
compostos, razao pela qual tem um papel tanto na lignificacdo quanto na deslignificagcao
em plantas, por exemplo (CLAUS & FLIP, 1988).

Nesse sentido, muitas lacases vem sendo caracterizadas em plantas superiores, tais
quais: Zea mays, Nicotiniana tabacum e Arabidopsis thaliana, por exemplo (MOROZOVA
et al., 2007). O papel fisioldgico das lacases em traqueofitas é fornecer a forma de radical
livre de unidades de monolignol, como alcoois coniferil, g-cumaril e sinapil para
polimerizagdo em lignina e, também, para oxidagdo de ferro (DWIVEDI et al., 2011). A
espécie vegetal Pinus taeda, por exemplo, pode produzir até oito tipos de lacases diferentes
(SATO et al., 2001).

Em contraposicdo as lacases de origem vegetal, aquelas produzidas por fungos
estdo envolvidas na degradacao e reciclagem da lignina, como citado acima. Essas
enzimas sao essenciais para a sobrevivéncia de alguns hifomicetos (fungos anamorficos)
no organismo hospedeiro, pois degradam toxinas (MOROZOVA et al., 2007). A lacase de
algumas leveduras, como Cryptococcus neoformans, esta ligada também a sua viruléncia.

Muitos fungos sdo capazes de produzir diferentes isoformas da enzima lacase, dai a
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comum mengao desta enzima no plural (ZHU et al., 2001) A produgao de isoformas de
lacase pode ser dependente da espécie de fungo, estagio de desenvolvimento e condigbes
ambientais (KALIA et al., 2014).

Em procariotos, a primeira lacase a ser caracterizada foi em Azospirillum lipoferum
(DIAMANTIDIS et al., 2000). Diferente da maioria das lacases fungicas e derivadas de
plantas, aquelas provenientes de bactérias sao intracelulares, resistem a altas
concentragdes de ions e permanecem ativas em pH e temperatura elevados (SHARMA et
al., 2007; MOROZOVA et al., 2007). Desintoxicagao, pigmentacgao e resisténcia a radiagao
UV séo outros papéis fisioldgicos das lacases bacterianas em algumas espécies de
Bacillus, por exemplo (DWIVEDI et al., 2011; LONCAR et al., 2013).

Algas como Tetracystis aeria e liquens de diversos grupos taxonémicos, tais como
Solorina crocea, também possuem a capacidade de produzir lacases. Esta ultima espécie
utiliza a enzima no metabolismo da solorinina e do acido solorinico (OTTO et al., 2010;
LISQV et al., 2007). Diversas espécies de insetos também sintetizam lacases, dentre elas:
Riptortus pedestris, Nysius plebeius, e Bombyx mori. Nesses animais, a enzima esta
envolvida em processos como ecdise e pigmentacdo, por exemplo (FUTAHASHI et al.,
2011).

2.1.1 Lacases Fungicas

Dentre os grupos de fungos, as lacases séo tipicas dos degradadores de madeira
que causam podriddo branca pertencentes ao filo Basidiomycota e a um grupo relacionado
de fungos saprotréficos, isto €, aquelas espécies que causam degradacao da lignina
(HATAKKA, 2001). Na literatura, ja foi relatado que a grande maioria das espécies de fungos
de podridédo branca produzem lacase em graus variados, sendo que a enzima foi purificada
de muitas espécies desses basidiomicetos. Estas se incluem em géneros muito estudados
em relagédo a produgéo de lacase, como Trametes, Pycnoporus e Pleurotus, por exemplo
(BALDRIAN, 2006).

Como ja mencionado, esses géneros pertencem aos fungos da podridao branca, que
quebram a lignina (e alguns, também celulose) na madeira, deixando, nela, uma cor mais
clara, dai o nome do grupo (FLOUDAS et al., 2015). Esses fungos sédo capazes de produzir
enzimas, como a lacase, capaz de oxidar a lignina e outras moléculas organicas complexas,

sendo investigados para uso em aplicagdes de micorremediacao (COHEN et al., 2002).

Outro grupo de basidiomicetos decompositores é o da podriddo parda. Tais
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organismos decompdem a hemicelulose e a celulose que formam a estrutura da madeira.
A celulose é quebrada pelo peroxido de hidrogénio (H202) produzido durante a
decomposicido da hemicelulose, que se difunde rapidamente pela madeira e ocasiona uma
descoloragdo marrom e rachaduras cubicas. Exemplos de espécies do grupo sao:

Schizophyllum commune, Fomes fomentarius e Serpula lacrymans (DEACON, 2005).

Além destes, outro grupo de fungos esta envolvido na deterioragdo de madeira: o da
podriddo mole. Esta € causada por uma gama diversificada de microfungos ascomicetos e
deuteromicetos e tem distribuigdo abrangente em todo o mundo. A madeira apodrecida
devido a agao de enzimas lignoceluloliticas visualmente fica cinza e até preta em estagios
avancados de decomposicdo devido a colonizagdo por hifas de fungos na madeira. A
superficie da madeira apodrecida também tende a rachar de maneira semelhante a
podriddo marrom. Phialocephala dimorphospora € um exemplo de fungo da podriddo mole.
(DANIEL, 2016)

2.2 PRODUGCAO DE LACASE FUNGICA POR FERMENTAGAO EM ESTADO SOLIDO
(SSF) PARA APLICACAO EM PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS

Para aplicagdes biotecnoldgicas a produgédo massal da enzima faz-se necessaria e
a fermentacdo em estado solido (SSF) € um processo muito empregado na producao de
enzimas e apresenta vantagens econOmicas e biotecnoldgicas em relagao a fermentacgao
submersa.A SSF se caracteriza como o processo de crescimento microbiano em um
substrato solido sem agua livre aparente. Na SSF é possivel utilizar residuos agroindustriais
soélidos (bagaco de cana, palha de arroz e farelo de soja, por exemplo) que servem como
fonte de energia para o crescimento microbiano, contribuindo também para um destino

adequado desses residuos (AlTA et al., 2019).

No sistema de SSF deve-se utilizar suportes (material sélido) que permitam o cultivo
microbiano, a selegcdo de um suporte adequado leva em consideragao principalmente a
porosidade, tamanho de particula, composicdo quimica, disponibilidade e custo. Os
materiais solidos usados em SSF se dividem em duas classes: suportes inertes (compostos
sintéticos), que servem como base de fixagdo do microrganismo e suportes nao-inertes
(compostos organicos) que servem como fonte de nutrientes e fixagdo. Estes ultimos,
apesar de dificultarem processos de purificagdo enzimatica, proporcionam reducédo nos
custos de producao (PASTRANA et al., 1995).

Para maximizar a produgédo enzimatica, algumas caracteristicas dos suportes séo
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necessarias: distribuicdo heterogénea de tamanho de particula ou particulas de tamanho
intermediario, substratos com baixos valores do ponto critico de umidade e com
composi¢cdo quimica indutora a produgdo enzimatica. Essas caracteristicas devem ser
analisadas para cada isolado, ja que dependem de variaveis como tipo de microrganismo
utilizado e enzima almejada. Ademais, as caracteristicas dos substratos devem ser
analisadas em conjunto e ndo isoladamente a fim de estabelecer as condigbes que levem
a maior producgéo enzimatica em SSF (ADEKUNLE et al., 2017).

2.2.1 Suportes inertes

A maioria dos processos de SSF utiliza residuos de industrias alimenticias e
florestais, suportes néo-inertes, como espuma de poliuretano e esponja de nylon, o que
evita problemas econdmicos e ambientais gerados pelos seus descartes. No entanto,
suportes inertes podem tornar os processos de extragao e purificagdo enzimatica mais

simples e compensar os altos custos dos meios de cultivo (AYDINOGLU & SARGIN, 2013).

Em um estudo, foi analisada a influéncia de diferentes suportes inertes na producéo
de lacase em condi¢des de SSF por Trametes pubescens: espuma de poliuretano, esponja
de nylon, esponja de ago inoxidavel e suporte comercial Kaldnes K1, composto de
polietileno em formato cilindrico e didmetro de 10 mm utilizado como suporte de
crescimento microbiano no tratamento de agua (PRATIWI et al.,2018). Este ultimo levou a
maior atividade enzimatica de lacase (3.667 U.L") e ainda poderia ser reutilizado, tornando

0 processo mais economicamente vantajoso (RODRIGUEZ-COUTO, 2012).

Aqueles substratos com maior superficie especifica (area total em relagao a massa
das particulas) levaram as maiores atividades de lacase. Além disso, constatou-se que a
hidrofobicidade do suporte tem grande influéncia na produgao de lacase em condigbes de
SSF (RODRIGUEZ-COUTO, 2018).

2.2.2 Suportes ndo-inertes e caracteristicas do cultivo

Tem havido uma tendéncia crescente para a utilizacdo de residuos industriais
organicos como matéria-prima para produzir lacase sob condi¢gdes de SSF (OOIJKAAS et
al., 2000). O uso de tais residuos, além de tornar o processo muito mais econémico devido

ao seu teor de nutrientes ajuda a amenizar os problemas econémicos e ambientais
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causados pelos seus descartes. Além disso, a maioria deles contém lignina ou outros
compostos indutores de lacase (MUSSATO et al., 2012).

Neste sentido, residuos agricolas sdo excelentes fontes de carbono e nitrogénio para
o crescimento de fungos e produgédo de lacases em SSF. Em geral, a fonte de residuos
agricolas lignocelul6sicos mais abundante e mais barata € a palha da colheita de culturas
como o milho e a soja. Outra fonte abundante é o bagaco-de-cana (BALAT et al., 2008).
Aléem da lignocelulose, certos residuos agricolas s&o ricos em sacarideos que s&o
facilmente metabolizados por microrganismos ou podem ser usados como suporte devido
a sua integridade fisica (como a casca de banana, por exemplo). Os residuos
lignoceluldsicos sdo bons candidatos para a produgao de lacase por SSF, pois podem

funcionar como suporte, fonte de nutrientes e indutores. (OSMA et al., 2007)

Exemplos desses residuos que mostram ser substratos eficazes na producao de
lacase sob em SSF sdo: bagago-de-cana, casca e palha de arroz, casca de semente de
girassol, semente de girassol, farelo de trigo, serragem, palha de milho amoniada, palha de
trigo, folhas de milho, dentre outros (WANG et al.,2019). Na tabela 1, vé-se que o bagaco-
de-cana e a palha de trigo sdo substratos que requereram menor tempo de cultivo em
relacdo aos outros e que a temperatura de cultivo para diferentes basidiomicetos e

substratos esta entre 28 a 30° C.

Os residuos lignocelulésicos sao uteis nos processos de fermentagdo, mas
geralmente é necessario a adigdo de nutrientes suplementares para promover o
crescimento inicial de fungos. As fontes de carbono no meio, além do cobre, promovem o
crescimento micelial e induzem a transcricdo do gene da lacase, porém, o impacto das
fontes de nitrogénio para a producao de enzimas ligninoliticas difere entre organismos
(JING, 2010). Alguns tipos de fungos requerem excesso de nitrogénio para proteger a
enzima, enquanto outros o inverso. Além disso, o nitrogénio orgénico € mais propicio a

producao de lacase do que o nitrogénio inorganico (KARP et al., 2015).
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Tabela 1. Atividade enzimatica em SSF em diferentes substratos, temperaturas, tempos e espécies.

Substrato Temperatura | Tempo | Fungo Atividade Referéncia
sélido (°C) de enzimatica
cultivo
(dias)
Palha de 28 8 Pleurotus ostreatus | 14.189 U.g" | PATEL et al.
trigo 1(3.952 (2009)
U.glsem
indutores)
Bagago de |28 16/4 Trametes 35 U.gY/15 | IANDOLO et
tomate e versicolor/ U.g? al. (2011)
talo de Pleurotus ostreatus
sorgo
Farelo de 30 5 Pleurotus 8.600 U.g | MARQUES
trigo pulmonarius L DE SOUZA
et al. (2002)
Casca e 253 30-40 | Ganoderma lucidum | 7-23 U.g? | POTEMSKY
palha de et al. (2017)
arroz e
Casca de
semente de
girassol
Bagacode |30 7 Pleurotus ostreatus | 151,6 U.g | KARP et al.
cana L (2015)
Casca de 30 20 Trametes 1.600 U.L | OSMA et al.
banana pubescens (2007)
Espiga de 28 12 Trametes 400,56 RISDIANTO
milho hirsuta/Trametes u.L et al. (2012)
versicolor/Marasmius | 1/134 03
SP- u.L
/872,09
u.L?!
Sementes 30 20 Trametes hirsuta 15.000- COUTO et
deuvae 18.000 al. (2006)
Esponja de u.L?
nylon
Residuo de | 30 3-15 Trametes versicolor | 3,5-4,0 XIN & GENG
horticultura U.g?t (2011)
Talo de 30 16 Trametes versicolor | 2.600,33 ADEKUNLE
milho pré- U.g? et al. (2017)
tratado com
explosao de
vapor.

Fonte: o autor, 2021.
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A relagao carbono/nitrogénio € um dos principais parametros para a producéo de
lacase em residuos lignoceluldsicos e seu valor ideal pode ser avaliado levando em
consideragdo o microrganismo e a composigao do substrato (NANDAL et al., 2013). Uma
proporgao carbono:nitrogénio (C:N) de 20:1 foi ideal para maxima biossintese de lacase por
Trametes versicolor em bagago de cana-de-agucar como substrato. Suplementagdo mineral
também é necessaria para o crescimento de microrganismos, principalmente o fosforo
elementar, ja que é imprescindivel na estrutura do DNA (SAKDARONNARONG et al., 2012)

Ja o teor de agua da cultura pode ser um dos fatores mais relevantes, pois afeta a
difusdo dos compostos fendlicos no substrato, influenciando na transcricao de genes da
lacase (MAJEAU et al., 2010). Além disso, um aumento no teor de agua esta relacionado a
maior disponibilidade de agucar, fator critico para a producdo de lacase na maioria dos
fungos (ECONOMOWU et al., 2010). A atividade de lacase em Phlebia floridensis, cultivada
em palha de trigo, aumentou 34 vezes no teor maximo de umidade. (SHARMA e ARORA,
2010)

De fato, a proporcéo de umidade € decisiva na producéo de lacase em SSF. Nesse
processo a umidade do substrato sélido deve estar entre 20-70 % para fungos filamentosos
(KRISHNA, 2005). PATEL & GUPTE encontraram que a proporgao de substrato para meio
umidificante (p/v) ideal foi de 1:4 para produgédo maxima de lacase de Tricholoma giganteum
em palha de trigo (PATEL & GUPTE, 2016). Ja JASIM encontrou a proporcao ideal de 1:3

(p/v) para produgcao maxima de lacase de Pleurotus ostreatus em serragem (JASIM, 2012).

Quanto a luminosidade aplicada em SSF, ADEKUNLE e colaboradores cultivaram,
na auséncia de luz, Trametes versicolor em talo de milho para produgdo de lacase
(ADEKUNLE et al.,, 2017). De mesmo modo, COUTO e colaboradores empregaram
Trametes hirsuta em sementes de uva e esponja de nylon para produg¢ao da enzima sob
escuridao (COUTO et al., 2006). Assim também, OSMA e colaboradores cultivaram sem
luminosidade Trametes pubescens em casca de banana para obtencéo de lacase (OSMA
et al., 2007). Na maioria dos estudos para produgado de lacase fungica sob SSF a
fermentacao ocorre na auséncia de luz. A presenca ou auséncia de luz € uma fonte
importante de informagao para uma regulagdo metabdlica com economia de energia e
influencia na produgao de lacase por Pycnoporus sanguineus, por exemplo. Isso porque o
desenvolvimento micelial desse fungo ocorre, naturalmente, dentro do substrato
lignoceluldsico na auséncia de luz. Nessa condigdo o fungo produz lacase para degradar o

substrato e obter energia sendo que, quando ha presenca de luz, o fungo cessa essa
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producao interpretando esse sinal regulatério como auséncia de lignocelulose
(HERNANDEZ et al., 2016).

O in6culo também é um fator significativo na producéo de enzimas na SSF. Um nivel
baixo de in6culo pode ser insuficiente ao crescimento fungico, enquanto um nivel elevado
pode causar inibicdo competitiva, de modo que determinar a quantidade de inoculo é crucial
na SSF (SABU et al., 2005). REVANKAR e colaboradores obtiveram atividade de lacase
maxima com Ganoderma sp. em farelo de trigo utilizando 7 discos (0,8 mm de didametro) de
agar do fungo previamente cultivado (REVANKAR et al., 2007). De modo similar, PATEL e
colaboradores cultivaram sob SSF Pleurotus ostreatus em palha de trigo e obtiveram
atividade de lacase maxima com 5 discos (0,8 mm de didmetro) de agar do cultivo fungico
em placa (PATEL et al., 2009). HU & DUVNJAK, com 1,1 mg de biomassa fungica de
Pleurotus ostreatus por grama de residuo de canola, obtiveram atividade de lacase maxima
(300 nkat/g) sob SSF (HU & DUVNJAK, 2004).

O in6culo para SSF é geralmente preparado crescendo micélio fungico em meio
liquido ou retirando fragmentos (plugs) das extremidades de um cultivo (em agar, por
exemplo) estabelecido (MATSUBARA et al., 2006). Em alternativa a esses métodos, ANG
e colaboradores desenvolveram o Cultivo em Filme Celofane (CFC) que consiste no cultivo
do inéculo em placas de agar cobertas por filme celofane. Esta técnica facilita a separagao
da biomassa, permite a producdo em grande quantidade e €& menos suscetivel a

contaminagdes em relagdo as técnicas convencionais (ANG et al., 2013).

Levando os resultados apresentados na tabela 1 recomenda-se a metodologia de
MARQUES DE SOUSA e colaboradores para produgao de lacase em estado sélido por
basidiomiceto (MARQUES DE SOUSA et al., 2002). Isso porque essa, em comparagao com
a proposta por PATEL e colaboradores, obteve maior producao de lacase sem o uso de
indutores (PATEL et al., 2012). Além disso, em comparagdo com o trabalho de COUTO e
colaboradores, o tempo de cultivo € quatro vezes menor e ndo apresenta a necessidade de
suporte inerte, mesmo assim obtendo cerca da metade de produgao enzimatica em relagao
a esse trabalho (COUTO et al., 2006).

2.3 METODOS DE EXTRAGCAO ENZIMATICA (LACASE)

Visando a aplicagdo biotecnolégica uma das etapas cruciais para obtencdo do
produto € a extragdo enzimatica. Inicialmente no processo de obtengdo de uma enzima, o

escopo das etapas de extracdo e clarificacdo € preparar uma amostra clarificada de
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proteina soluvel a partir do material de origem para posterior purificagao, além de remover
material particulado ou outros contaminantes que n&o sdo compativeis com técnicas
cromatograficas (lipideos e DNA, por exemplo). O procedimento a se escolher para atingir
esses objetivos depende da origem da amostra. No caso em que a proteina alvo é
secretada no meio de cultura, a centrifugagao ou a filtragdo podem ser suficientes para
produzir uma amostra clarificada para iniciar a cromatografia. Geralmente, porém, & preciso
extrair a proteina das células hospedeiras em que foi expressa. Qual método deve-se usar
em um caso particular depende do tipo de célula hospedeira e da quantidade de células a
serem lisadas (EMBL, 2020).

Ademais, deve-se considerar a adsor¢gdo de enzimas extracelulares ao substrato.
Por exemplo, SAARINEN e colaboradores constataram que lacases de Trametes hirsuta e
Melanocarpus albomyces adsorveram em superficies de celulose e lignina em valores de
pH acidos e neutros (4,5 e 7,5) (SAARINEN et al., 2009). Nesse sentido, considerando que
residuos agroindustriais sdo compostos em até 25% de lignina e em até 50% de celulose e
amplamente utilizados em SSF, nota-se a importancia de utilizar um componente, tal como
um tampao, que aumente o pH do meio e facilite a extracdo de lacase apés SSF nessa
classe de residuos (ANWAR et al., 2014).

Assim, um exemplo de método de extracdo de lacase produzida por SSF utiliza
tampao acetato que é misturado ao meio fermentado formando uma mistura que é entao
agitada, centrifugada e seu sobrenadante corresponde ao extrato enzimatico cru (PERDANI
et al., 2020). Outro método consiste em utilizar agua destilada ao invés do tampao, seguido
de filtragcdo, centrifugacao e coleta de sobrenadante (IQBAL et al., 2011). Também é
possivel suspender o fermentado em agua bidestilada, adicionar tampao fosfato de sddio,
fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF, um inibidor de protease), centrifugar e coletar o
sobrenadante. Na tabela 2 ha esses e outros métodos de extracao de lacase produzida em
SSF por Trametes versicolor IANDOLO et al., 2011).

RAHAYU e colaboradores extrairam lacase adicionando tamp&o acetato de sodio
0,2 mol.L-* (pH 5,5) aos biorreatores apds o oitavo dia de incubagédo de Trichoderma
asperellum em palha de arroz. Apés houve agitagao (150 rpm por 10 min) e centrifugagcéo
(8.000 rpm), decantagao, filtragdo por um papel microfibra de vidro (GF/C). A solugao
enzimatica foi lavada com o tampao e ultrafiltrada usando membranas de 10 kD. A solugéo
enzimatica foi entdo conservada a -20° C (RAHAYU et al., 2019).

KARP e colaboradores extrairam enzimas produzidas por Pleurotus ostreatus em
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SSF utilizando bagago-de-cana como substrato através de extracao sélido-liquida usando
tampéo fosfato de sodio (NaH2PO4-H20, 50 mM, pH 7,0) na proporgéo de 1:10 (p/p) a uma
aliquota (1g) de amostra fermentada. Foi adicionado um inibidor de protease (PMSF 1mM)
a mistura, que foi vortexada, centrifugada (7,500g, 4° C, 45 min) e teve o sobrenadante

separado para analise (KARP et al., 2015).

PERDANI e colaboradores, apés SSF de Trametes versicolor em casca de arroz,
talo de milho e bagaco-de-cana, misturaram os meios fermentados com tampao acetato de
sédio (50 mM, pH 5,0), agitaram a 120 rpm por 60 min e filtraram as misturas resultantes
utilizando tecido musseline e entdo centrifugadas a 9.000 rpm. O sobrenadante obtido foi
testado para atividade de lacase utilizando espectrofotdmetro UV-VIS com comprimento de
onda a 240 nm (PERDANI et al., 2020).

POTEMSKY e colaboradores, apos fermentarem residuos de cultura de arroz e
girassol utilizando Ganoderma lucidum extrairam enzimas coletando uma amostra (6g) dos
reatores e colocando-a em agua destilada (pH 5,5). Esta foi, entdo, cortada com um bisturi
por 30s e reservada a 4° C por 16h. Apos, essa mistura foi comprimida (5 kg.cm-?), o liquido
coletado, medido seu volume e separado em 3 aliquotas (n=3) que foram centrifugadas
(6.000g) e tiveram os sobrenadantes coletados para obter o extrato enzimatico cru
(POTEMSKY et al.,2017).

AYDINOGLU & SARGIN apds operarem SSF de Trametes versicolor em folhas de
oliveira extrairam a lacase adicionando agua destilada a cada biorreator (frasco) deixando-
a em contato com o fermentado por 30min, agitando com bastdo de vidro a cada 10min.
Entao a mistura foi filtrada em tecido musseline e centrifugada (4° C, 9.000 rpm, 10 min),
tendo o sobrenadante sido coletado para analise de atividade enzimatica em
espectrofotdmetro a 420 nm utilizando ABTS como substrato (AYDINOGLU & SARGIN,
2013).

2.3.1 Semi-purificagdo de Lacases

O processo de extracdo de uma enzima resulta em uma solugdo altamente
contaminada com residuos celulares, muitas enzimas, proteinas diversas e componentes
do método de cultivo. Essa contaminacdo diminui drasticamente a atividade enzimatica
especialmente devido a falta de especificidade da solucédo. Neste sentido, o isolamento da
enzima de interesse faz-se necessario. O processo de isolamento &€ conhecido como
purificagdo enzimatica (CONFORTIN, 2019).
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O nivel de purificacdo de uma enzima depende do uso a que se destina, para isso,
€ necessario o desenvolvimento de métodos e materiais de purificagao eficientes e eficazes
para cada processo. Os métodos de purificagdo podem ser classificados como de baixa
resolugao (semi-purificagdo) ou alta resolugéo, e exploram diferengas em propriedades
quimicas, fisicas e funcionais entre a proteina-alvo e outras proteinas no extrato enzimatico
cru. Geralmente, a purificagdo de alta resolugéo utiliza cromatografia como método de
separacao (LABROU, 2014).

A purificagdo enzimatica pode ser um processo unico ou de varias etapas. Um
processo completo de downstream pode ser realizado em duas operagdes: na primeira
ocorre uma separacgao solido/liquido inicial por filtracdo e centrifugacdo seguida de uma
separacao baseada nas caracteristicas de solubilidade da enzima. Na segunda etapa, a
purificagdo enzimatica pode ser alcangada através de técnicas cromatograficas de troca
ibnica e de filtragdo em gel (PANNU & KAPOOR, 2014).

Na purificacdo de extratos brutos de proteinas, esse primeiro passo comum para as
isolar a enzima é a precipitagdo usando um sal como o sulfato de aménio (NH4)2SOa4. Esse
processo é chamado “Salting In” ou “Salting Out” e pode ser caracterizado como uma semi-
purificacdo que permite maior pureza da solugao enzimatica bruta. Tal caracteristica implica
em uma maior eficiéncia e atividade especifica da enzima-alvo. Uma vantagem desse
método € que ele pode ser executado de forma barata com volumes muito grandes
(WESTERN OREGON UNIVERSITY, 2019).
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Tabela 2. Atividade enzimatica de lacase produzida em SSF por Trametes versicolor extraida por

diferentes métodos para SSF de basidiomicetos e produ¢ao de lacase.

Substrato Temperatura | Tempo | Método de extracdo Atividade | Referéncia
sélido (°C) de da lacase enzimatica
cultivo
(dias)

Talo de milho | Temperatura | 13 50 mL tampéo 6,88 U.mL" | PERDANI
tratado com | ambiente acetato (50 mM, pH ! et al.
exploséo de 5,0). Agitacdo 120 (2020)
vapor e rpm/60min.
adicao de
nutrientes
Palha de 30 3 Agua Destilada. 99 U.mL! | IQBAL et
arroz Agitacdo 120 al. (2011)

rpm/30min. Filtrag&o.
Bagaco de 28 22 50 mM tampéo 38 U.gt IANDOLO
tomate + fosfato de sédio pH et al.
Talos de 6,8 + 1 mM Fluoreto (2011)
sorgo de fenilmetilsulfonil.
Residuo de 30 7 5g substrato + 50mM | 8,6 U.g? | XIN &
horticultura tampdao acetato de GENG

sédio (pH 4,8). (2011)

Agitacéo 150

rpm/2h/30° C.

Centrifugar

12.000g/4° C/20min.
Graos 30 16 159 10.108 DHILLON
usados na fermentado+50mM IU.g? et al.
fermentacao tampao fosfato sodio (2012)
de cerveja (pH 6,5)+agitador de

pulso/20min.

Centrifugar

9.000g/15min/4° C
Parthenium 30 20 59 185 U.g! | SINGH et
sp. fermentado+100mM al. (2019)

tampéo CP (pH

4,0)+0,1% Tween 80:

2h temperatura

ambiente + agitacéo

manual. Filtracao.

Fonte: o autor, 2021.
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A purificagdo da lacase € uma etapa essencial para a determinagao de parametros
cinéticos precisos devido a possivel presenca de metabdlitos secundarios do fungo produtor
ou enzimas semelhantes que podem exibir cinética de reagao significativamente diferente
(RITTSTIEG et al., 2003). O método mais empregado para purificagao de lacase € a eluigao
de sal de uma resina de troca anidnica, devido a maior estabilidade da lacase a pH neutro
a ligeiramente alcalino, bem como ao ponto isoelétrico desse tipo de enzima (PATEL et al.,
2014).

Para a determinagdo da homogeneidade, pureza e peso molecular da lacase obtida
durante e apds os processos de purificacdo, pode-se utilizar eletroforese em gel SDS-Page,
que consiste numa separagao do extrato enzimatico por peso molecular seguida de
marcagao com o substrato da lacase e fixagdo dessa marcagao, que geralmente resulta na
emissdo de um sinal caso a enzima esteja presente. Através do SDS-page é possivel
acompanhar o processo de isolamento da enzima e faz parte da rotina de purificagao

mesmo em metodologias de alta resolugdo (MORE et al., 2011).

CORDI e colaboradores semi-purificaram um extrato enzimatico cru de lacase
filtrando-o em uma membrana Milipore 0,45 um e liofilizando o filtrado. Entdo, uma solucao
contendo 2,0 g de extrato liofilizado e 30 mL de tampao fosfato citrato 75 mmol.L-! (pH 5,0)

foi precipitada com sulfato de aménio a 90% (CORDI et al., 2007).

NILADEVI & PREMA concentraram o extrato enzimatico cru que obtiveram
utilizando precipitagéo fracionada utilizando sulfato de amdénio em uma saturagéo entre 30-
60 %. Depois da centrifugagéo o precipitado foi ressuspendido em buffer fosfato de sodio
50 mM (pH 7,0) e dialisado extensivamente no mesmo buffer. A atividade da lacase
dialisada foi medidia espectrofotometricamente monitorando a oxidagao de ABTS a 420 nm
(NILADEVI & PREMA, 2008).

JHADAV e colaboradores purificaram parcialmente extrato enzimatico cru obtido da
fermentacdo em estado solido de Phanerochaete chrysosporium em agro-residuos de
milho, trigo e arroz. Para isso, dializaram o extrato em buffer Tris-HCL 20 mmol.L" (pH 7,5).
O extrato dializado foi, entdo, submetido a cromatografia de troca ibnica usando uma coluna
DEAE e como eluente 0,1-1,0 mol.L-" NaCl. A amostra purificada foi, entdo, analisada em
SDS-PAGE (JHADAV et al., 2009).

Apods producao enzimatica de Trichophyton sp. sob SSF em farelo de trigo como

substrato, NNAMCHI e colaboradores obtiveram extrato enzimatico cru do fermentado. Este
foi semi-purificado utilizando precipitagdo com sulfato de aménio e dialise. A concentragao
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de 90% de sulfato de aménio obteve maior atividade de lacase e, portanto, foi utilizada pra
precipitacdo de uma amostra de lacase crua. Apds 24h, a amostra foi centrifugada, o
precipitado coletado e ressuspendido em buffer acetato de sédio 0,1 mol.L-' (pH 5,0) e
dialisado por 12h no mesmo buffer( NNAMCHI et al., 2019).

2.4 BISFENOL A

O bisfenol A (BFA), [2"-bis- (4- hidroxifenil) propano] ou 4,4'-isopropilidenodifenol, € o
poluente emergente mais comumente detectado em ecossistemas aquaticos (YING et al.,
2009; KANG & KATAYAMA, 2008). Suas caracteristicas quimicas sao apresentadas na
tabela 3 e figura 2. Essa molécula tem sido extensivamente estudada devido sua ampla
aplicagdo como mondmero na fabricacdo de resinas epdxi e plastico policarbonato
(CAREGHINI et al., 2015). Neste sentido, essas resinas séo utilizadas na preparagao de
mamadeiras de policarbonato para criangas e revestimentos epoxi de embalagens
alimenticias (DEKANT e VOLKEL, 2008). No entanto, foi classificado como CDE (Composto
Desregulador Endocrino) pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA) porque
interfere no metabolismo de hormdnios naturais associados a homeostase, comportamento
ou reproducao em organismos vivos. (BARRIOS-ESTRADA et al., 2018; BILAL & IQBAL,
2019b).

Figura 2. Estrutura Molecular do Bisfenol A

CH,
H3Ca ©

HO I I OH

Fonte: SANTANA. 2018
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Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas do BFA

Parametro Especificacao
Foérmula Molecular C15H1602
Peso Molecular 228,291 g/mol
Ponto de fuséo 150-157° C
Ponto de Ebulicéo 250-252° C
Ponto de Inflamagéo 227 °C
Solubilidade em agua 0.12mg/mL a25°C
Densidade 1,2 g/lcm®a 25 °C

Fonte: adaptado de NATIONAL, 2019

Somado a esse efeito deletério, o BFA pode causar feminizagao, devido a alteragao
de atividade estrogénica, em diferentes espécies de animais e mostrou efeitos adversos a
saude em ratos de laboratéorio (VOM & HUGHES, 2005). Ha poucos estudos relatando a
influéncia do BFA nos seres humanos, no entanto, seus efeitos adversos nos animais
revelam impactos potencialmente danosos em Homo sapiens, como demonstrado por
estudos que correlacionam essa molécula com abortos espontaneos e doengas do ovario
(SUGIURA-OGASAWARA et al.,, 2005). Presume-se que a exposigcdo ao BFA cause
problemas de desenvolvimento, reprodutivos, neuroquimicos, comportamentais, diabetes
tipo 2 e cancer de prostata e de mama humano (WETHERILL et al., 2002; ANDERSON et
al., 2012). Além disso, a exposigao materna ao BFA resulta em alteragcbes pds-parto na
metilagao do DNA, interrompendo a programagao epigenética da expressao génica durante
o crescimento infantil. (KUNDAKOVIC & CHAMPAGNE, 2012).

Os tratamentos fisico-quimicos convencionais sdo as etapas de coagulagéo,
floculacéo, decantacao e posteriormente a filtragao, cloragao e fluoretagdo onde separam
os residuos da parte liquida (SAAE et al., 2006), entretanto, nao existe uma etapa de
tratamento especifica para tratar o BFA e outros contaminantes emergentes (PESCARA,
2014). Devido a sua forte capacidade de oxidagao e desempenho de tratamento estavel, o
processo Fenton pode degradar substancias organicas em uma alta taxa reativa e com
eficacia estavel e tem sido estudado como alternativa ao tratamento do BFA (WANG et al.,
2020).

Um dos desafios no tratamento do BFA é sua dificuldade de detec¢gdo. Conforme

Barcellos, para quantificar o BFA podem ser utilizadas diversas técnicas, especialmente as
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técnicas cromatograficas, sendo a cromatografia liquida a técnica mais empregada e pode
ser acoplada a detectores espectrofotométricos UV-Vis e de fluorescéncia (BARCELLOS,
2019).

Souza averiguou que, através de sua metodologia, a biorremediagdo do BFA pela
lacase bruta se mostrou eficiente, pois na primeira hora de reacéao foi reduzida cerca de
50% da concentracéo inicial de bisfenol A, e apds 10 h de reacéo ja nao foi mais possivel
detectar o contaminante em solugdo. A autora comparou duas técnicas de deteccao de
bisfenol A e constatou, também, que a espectrofotometria UV-Vis derivativa é cabivel em
relagdo a cromatografia liquida ja que se trata de uma técnica com menor custo em relagao
a equipamentos e reagentes, além de nao requerer separagdes prévias da amostra
(SOUZA, 2017). Diferentes metabdlitos derivam da degradagao de BFA pela lacase, como
por exemplo, acetoacetato de etila, benzaldeido e nonadecano podendo eles serem mais

ou menos toxicos individualmente que o proprio BFA (TEODORO et al., 2018).



32

3. OBJETIVOS GERAIS
O presente projeto tem como objetivo levantar informag¢des sobre o potencial de
degradagéao do bisfenol A (BFA) através da enzima lacase produzida por fungos a partir de

artigos publicados em periodicos internacionais.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar o nimero de artigos que utilizam lacases no tratamento do
BFA por meio da busca com palavras-chave.

e Identificar o periodo de maior impacto das citac6es e selecionar 0s
artigos mais relevantes.

e Caracterizar a origem da enzima lacase utilizada

e Avaliar e descrever as melhores formas de tratamento do BFA usando
lacases.

e Identificar patentes relacionadas a degradacéo de BFA por lacases

e Delinear o potencial biotecnolégico de lacases no tratamento do BFA.
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4. MATERIAIS E METODOS

O trabalho de levantamento de dados iniciou-se em 25 margo de 2021 até 15 de abril
de 2021. Foram utilizados os bancos de dados Science Direct e PubMed, trabalhando
apenas com artigos cientificos indexados. Todos os artigos foram baixados no Portable
Document Format (Formato Portatil de Documento — PDF) e salvos no banco de dados do
computador pessoal (NEVES, 2013).

41 SELECAO DAS PALAVRAS-CHAVE E PERIODO DO LEVAMENTO
BIBLIOGRAFICO

Inicialmente para definigdo das palavras-chave que foram utilizadas no levantamento
bibliografico selecionou-se artigos relacionados com o assunto e usados anteriormente no
desenvolvimento do referencial tedrico (sessao 2). Para auxiliar no processo foi gerada uma

nuvem de palavras utilizando o aplicativo Pro Word Cloud®.

Para selecdo do periodo do levantamento bibliografico foi realizado em estudo

comparativo nos bancos de dados Science Direct e PubMed.

4.2 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO PARA AVALIACAO DOS TRATAMENTOS
DO BFA USANDO A LACASE PURIFICADA

Foram utilizados 116 artigos selecionados a partir das palavras-chaves “fungi”;
“laccase”; “bisphenol a”, e “purified”. Esses artigos foram inicialmente triados e os artigos
que nao apresentaram no resumo o fungo de origem da enzima foram descartados (tabela
4). No final, 14 trabalhos foram avaliados na integra e utilizados para levantar as
informagdes sobre os tratamentos do BFA usando a lacase purificada e lacase bruta (com

mediadores).
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Tabela 4. Artigos selecionados do periodo 2016-2021 nos bancos de dados ScienceDirect e PubMed para

avaliagao dos tratamentos do BFA usando a lacase purificada.

Autores \ Fungo(s) \ Ano
ScienceDirect
OLAJUYIGBE et al. Cyberlindnera fabianii 2019
BARRIOS-ESTRADA et Pycnoporus sanguineus; 2018
al. Trametes versicolor
BILAL etal. Trametes versicolor 2019
BRUGNARI et al. Pleurotus ostreatus 2018
ZHAO et al. Pycnoporus sanguineus 2018
Jletal. Pleurotus ostreatus 2017
PubMed
BARRIOS-ESTRADA et Pycnoporus sanguineus; 2018
al. Trametes versicolor
OLAJUYIGBE et al. Cyberlindnera fabianii 2019
SAITO et al. Stropharia 2004
rugosoannulata

Fonte: o autor, 2021.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 SELEGCAO DAS PALAVRAS-CHAVE E PERIODO DO LEVAMENTO
BIBLIOGRAFICO

Para definicdo das palavras-chave foram compilados os dados dos artigos
cientificos usados no referencial tedrico (sesséo 2) desse trabalho e apresentados na tabela
5. A partir dos dados levantados, escolheu-se as palavras-chave mais recorrentes dentre

os artigos selecionados com base também em seus titulos (Figura 3).

Tabela 5. Avaliagao inicial dos artigos relacionados ao trabalho para selegdo das palavras-chave.

Nome do artigo Palavras-chave Ano
Simultaneous laccase production Bisphenol-A - Triclosan - Laccase - Laccase 2019
and transformation of bisphenol-A production and simultaneous
and triclosan using Trametes transformation - Solid-state
versicolor fermentation - Submerged
fermentation - Trametes versicolor JSRK13
Kinetic studies of Bisphenol Endocrine-disrupting 2019
A in aqueous solutions by enzymatic chemicals - Laccase - Phanerochaete
treatment chrysosporium - Response surface
methodology
Removal of bisphenol A and Biodegradation - Bisphenol 2017
evaluation of ecotoxicity of A - Laccase - Pleurotus ostreatus - Pleurotus
degradation products by laccases from pulmonarius
Pleurotus ostreatus and Pleurotus
pulmonarius
Biodegradation and Detoxification of | Activator molecules - Bisphenol A - Endocrine | 2015
BPA: Involving Laccase and a disruptors - Enzymes - Funalia trogii
Mediator
Study on transformation and Trametes versicolor - Laccase Bisphenol 2019
degradation of bisphenol A by A - Transformation - Degradation

Trametes versicolor laccase and
simulation of molecular docking

Degradation of bisphenol A by Bisphenol 2016
different fungal laccases and A - Laccases - Biodegradation - Identification -
identification of its degradation Intermediates - Pathway
products
Biodegradation of Bisphenol A and Laccase . Tramete polyzona . Bisphenol A 2013
Decolorization of Synthetic Dyes by degradation . Synthesis dyes decolorization

Laccase from White-Rot Fungus,
Trametes polyzona
Characterization of free and Laccase - Characterization - Enzymatic 2018
immobilized laccase from degradation - Bisphenol
Cyberlindnera fabianii and application | A - Immobilization - Cyberlindnera fabianii
in degradation of bisphenol A

Fonte: o autor, 2021.
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Figura 3 - Nuvem de Palavras (NP) gerado pelo aplicativo Pro Word Cloud® a partir do texto da tabela
4,

Fonte: https://wordcloud.pro/en, 2021.

Inicialmente, as palavras escolhidas foram “fungi”; “laccase”; “bisphenol a”. Apesar
de ndo apresentado na figura 3, a palavra “fungi” foi selecionada em substituicdo aos nomes
dos fungos destacados. Uma busca simplificada foi realizada no banco de dados
ScienceDirect e resultou em 410 artigos. Como elas foram muito abrangentes, visto o
numero de resultados de busca nos bancos de dados, decidiu-se incluir uma quarta palavra:
“purified”. Essa palavra foi selecionada visando a analise do potencial da lacase purificada,

descartando os estudos com o extrato enzimatico bruto.

No total, as palavras-chave utilizadas para busca resultaram em 195 artigos no
Science Direct sem restricdo de ano e 110 resultados entre os anos 2016-2021. No caso
do PubMed, as palavras-chave resultaram em 13 artigos sem restricdo de ano e 6 artigos
entre os anos 2016-2021. Sendo esse periodo selecionado para o levantamento
bibliografico. Essa discrepancia de resultados entre as bases de dado possivelmente se
deu pelo PubMed focar em artigos voltados a area biomédica.

Entre os anos com maior numero de resultados na busca com as palavras-chave

“fungi”; “laccase”; “bisphenol a”, e “purified” dentro do periodo de 2016 a 2021 (Grafico 1)
aquele que teve maior impacto no numero de artigos como resultado no ScienceDirect foi
2019, com 26 artigos. Ja no PubMed o ano de maior impacto foi o de 2018, com 3 artigos

conforme mostra o grafico 1.
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Grafico 1. Numero de artigos dos bancos de dados Science Direct e PubMed gerados a partir das palavras-

chave “fungi”; “laccase”; “bisphenol a”, e “purified” no periodo de 2016 a margo de 2021.
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Fonte: o autor, 2021.

5.2 TRATAMENTO DO BFA USANDO A LACASE PURIFICADA

O uso de enzimas microbianas para o tratamento biolégico pode ocorrer através do
cultivo e producgao direta microbiana no poluente ou através da adicdo de enzimas isoladas,
purificadas ou semi-purificadas, e ou imobilizadas. Como mencionado anteriormente, o
método mais comumente utilizado para purificacdo de lacase € a eluicdo de sal de uma
resina de troca anibnica, provavelmente devido a maior estabilidade da lacase em pH
neutro a levemente alcalino, bem como através do ponto isoelétrico das lacases
(RITTSTIEG et al., 2003).

Diversos trabalhos, como os citados logo a seguir, relatam o tratamento de BFA
desde a producéo e purificacdo da lacase. Contudo, diferentes concentragcdes da enzima e

do BFA foram testadas.

Olajuyigbe e colaboradores extrairam e purificaram lacase de Cyberlindnera fabianii
com cromatografia de troca i6nica e de filtragem em gel. A degradacao de 100 pM de
bisfenol A foi testada em uma mistura com 250 pL de lacase livre (LC) e imobilizadas em

acrilamida com calcio e com cobre (LCa e LCu, respectivamente) mais 1 mL de reagente



38

Folin-Ciocalteu. A primeira absorbancia medida (espectrofotdmetro UV-VIS) foi 1h apds
feita a mistura e continuou sendo avaliada de 3h em 3h durante 24h e de 2 em 2 dias até
14 dias. Apos 24h a LC degradou 48,2 % de BFA, LCa degradou 42,7 % de BFA e LCu
degradou 39,1% de BFA (OLAJUYIGBE et al., 2019).

Barrios-Estrada e colaboradores isolaram e purificaram lacase de Pycnoporus
sanguineus e utilizaram também a lacase comercial Sigma-Aldrich® do fungo Trametes
versicolor como controle. Neste estudo, 100% de degradacéo de bisfenol A (20 mg.L") foi
alcangada em menos de 24h na presenca de lacase de P. sanguineus (620.55+14.85 U.L-
") e T. versicolor (620.55+14.85 U.L"). A determinagdo da percentagem de BFA degradado
foi feita utilizando HPLC-UV equipado com uma coluna Onyx (BARRIOS-ESTRADA et al.,
2018).

Bilal e colaboradores utilizaram lacase livre e imobilizada de T. versicolor em esferas
de quitosana para degradacao de BFA. O teste de degradacao de BFA foi feito com este na
concentragdo de 10 mg.L™"! utilizando a enzimas nas duas formas (livre e imobilizada) e
medindo a degradacéo espectrofotometricamente apds 150 min de reagdo. Apos 2h de
tratamento, 97,7% de BFA foi degradado com a lacase livre e 86,6% de BFA degradado

com lacase imobilizada (BILAL et al., 2019c).

Brugnari e colaboradores utilizaram lacase parcialmente purificada de Pleurotus
ostreatus de forma livre e imobilizada em MANAE-agarose para teste de degradagao de
BFA. Foi utilizada 5 U.mL" de enzima, nas duas formas, com 100 mg.L-! de BFA por 60
min. O resultado da degradagao foi mensurado com espectrofotdmetro e 50% do BFA foi
transformado utilizando lacase imobilizada em 20 min e em 27 min utilizando lacase livre
(BRUGNARI et al., 2018).

Zhao e colaboradores clonaram gene da lacase de Pycnoporus sanguineus em
plasmideo recombinante de Trichoderma reesei. A lacase recombinante foi capaz de
degradar eficientemente 95% de BFA apos 1 h de reagdo com 0,06 IU.mL"" de lacase com
25 mg.L" de BFA cujas concentragdes foram aferidas com auxilio de detector UV (ZHAO
et al., 2018).

Ji e colaboradores extrairam a enzima lacase de Pleurotus ostreatus e a imobilizaram
em nanoparticulas de titanio (TiO2) para avaliar a capacidade de degradar BFA. Com 0,4
U.L'' de enzima imobilizada observou-se rapida degradacdo de BFA, 90% em 6h. No
experimento de degradagao com enzima livre 75% da atividade enzimatica foi perdida no

final da degradagao comparada a 18% da enzima imobilizada. A analise quantitativa apos
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degradacéao de BFA foi feito com HPLC com detector UV (JI et al., 2017).

Saito e colaboradores a partir de um fungo isolado de solo da familia Chaetomiaceae
purificou-se a lacase produzida por ele utilizando precipitagdo e cromatografia de troca
idnica. Uma quantidade de 50 U.mL-! dessa enzima foi colocada em uma mistura reativa
contendo bisfenol A5 mM sendo o pH 7,0 e a temperatura 40° C. Os residuos de BFA foram
analisados por HPLC e obteve-se a remocgao de 93,7% desse composto apds 1h de reacéo
(SAITO et al., 2004).A partir desses estudos utilizando lacase purificada para tratamento de
bisfenol A, pode-se inferir que, aparentemente, aquele que obteve maior taxa de
degradacgao de BFA (95%) com menor tempo (1h) e quantidade de lacase (0,06 IU) foi o de
ZHAO e colaboradores (ZHAO et al., 2018). Esse trabalho utilizou a enzima recombinante
o que pode ter favorecido a eficiéncia na degradagéo devido possivelmente a alta facilidade
de purificacdo de enzimas recombinantes que resultam em estabilidade e maior atividade
catalitica (PREETHI et al., 2020). Ja o trabalho que apresentou a menor eficiéncia na
degradacao, supostamente, foi o de OLAJUYIGBE e colaboradores cuja taxa de
degradacgao de BFA foi de 48,2% em um tempo de 24h utilizando 250 L de lacase livre
(concentragao desconhecida) (OLAJUYIGBE et al., 2019). Logo, tempos maiores de reagao

nao implicam necessariamente em uma maior taxa de degradagao de BFA.

5.3TRATAMENTOS DO BFA USANDO O EXTRATO ENZIMATICO E
MEDIADORES

Apesar das vantagens do uso de lacases purificadas, em alguns casos, enzimas
purificadas podem possuir menor potencial de oxidar o BFA devido a auséncia de
mediadores, compostos sintéticos ou naturais de pequeno peso molecular que atuam em
reacoes redox e melhoram a atividade enzimatica, e estdo presentes naturalmente no
cultivo do fungo. Em contrapartida é possivel, também, que haja moléculas interferentes a
atividade da lacase no extrato nao purificado, sendo necessario avaliar se compensa o0 uso
dos mesmos no tratamento de BFA (CANAS E CAMARERO, 2010). Diversos trabalhos,
nesse sentido, nao especificam a purificagao da lacase o que dificulta a elaboragcdo de uma

analise sistematica e comparativa.

Varios estudos utilizaram reagdes homogéneas catalisadas por lacases para a
biotransformacao e biodegradacdo de BFA de aguas residuarias com e sem adi¢cdo de
mediadores redox. Por exemplo, Singh e colaboradores obtiveram 90% de degradacéao de
1 mL de BFA (250 uM) apds 24 h (28° C) de tratamento com 1 mL de extrato bruto de lacase
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(100 U.mL"") produzida pelo fungo T. versicolor utilizando HBT como mediador redox
(SINGH et al., 2019). Ja Nejad e colaboradores utilizando lacase livre de Phanerochaete
chrysosporium na concentragéo de 3 U.mL-" em pH 8,0 a 40° C sobre uma concentragéo
de 2 mM de BFA em 3h, relataram degradagéo de 93% de bisfenol (NEJAD et al., 2019)

Em outro estudo, de Freitas e colaboradores utilizaram lacases brutas de Pleurotus
ostreatus e Pleurotus pulmonarius para degradar o BFA em solugdo aquosa. O bisfenol
residual foi quantificado por HPLC e os metabdlitos do BFA produzidos pela acdo das
lacases foram identificados por cromatografia gasosa. O BFA a 100 mg.L-' e 200 mg.L™" foi
removido em 100% e 85%, respectivamente, em uma reagédo de 1 h pelas duas lacases
fungicas na concentragéo de 8 U.L-" sob pH 5,0 a 28° C (de FREITAS et al., 2017).

Os resultados de Atacag Erkut demonstraram que possivelmente nédo ha
necessidade de isolamento enzimatico para a biodegradacédo enzimatica do BFA. Nessa
pesquisa, foram comparadas as eficiéncias de biodegradacao da lacase pura comercial de
T. versicolor, extrato bruto de Funalia trogii e da mistura de lacase pura de T. versicolor e
extrato bruto de F. trogii inativado termicamente. O BFA (50 mg.L") foi completamente
removido pelo extrato bruto e com a mistura, enquanto apenas 30% foi removido com
lacase pura (23-24 U) sob incubacgao a 40° C, pH 5,0-6,0 e agitagdo a 150 rpm no escuro
(ATACAG ERKUT, 2015).

Hongyan e colaboradores analisaram a interagéo entre a lacase de T. versicolor e
BFA por meio de “docking molecular’ (um método que prevé a orientagao preferencial de
uma molécula a uma segunda, quando ligados entre si para formar um complexo estavel),
e a degradacéo catalitica do BFA foi verificada por experimentos. Os resultados do docking
demonstraram que a reacdo entre a lacase bruta e o BFA foi espontidnea e a taxa de
degradagdo em 24h atingiu 88,76 %. Apds aplicagdo de Metodologia de Superficie de
Resposta, método estatistico que visa otimizar os pardmetros de reacdo para melhores
resultados, observou-se que a maior taxa de degradagao do BFA (97,68%) por lacase bruta
(50 U.L") foi alcangada apds 1 hora de reagdo a 44,6° C com concentragéo inicial de 5
mg.L-' de BFA em pH 5,20 (HONGYAN et al., 2019).

Lassouane e colaboradores produziu lacase em meio semi-sélido a partir de
Trametes pubescens e a imobilizou por técnicas de “cross-linking” com glutaraldeido e
‘entrapment” em esferas especificas. Esse sistema de biocatalise foi testado em solugao
aquosa em pH 5, 30° C sendo a concentragdo de BFA 20 mg.L™" e a de lacase 1500 U.L™".

O método para avaliar a degradacéo de BFA foi a espectroscopia de FTIR. Uma remogao
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de BFA maior que 99% foi atingida em 2h (LASSOUANE et al., 2019).

Chhaya e Gupte aplicaram sistema micelar reverso, que aumenta a atividade
enzimatica em meio organico, a lacase produzida por Fusarium incarnatum. Assim, com
uma concentragdo de lacase igual a 43,5 ug.mL" sob 30° C obteve-se degradagéo de
91,43% de 200 mg.L™" de bisfenol A apds 75 min de reag&o. Foi necessario 120 min de
reagcao para degradar completamente o bisfenol A. A degradacdo deste composto foi
monitorada com auxilio de cromatografia liquida de alta performance (CHHAYA & GUPTE,
2013).

Conforme levantando, diferentes métodos e condicdes enzimaticas mostraram nos
trabalhos taxas eficientes de degradacdo do BFAs, trabalhando sempre com condigdes
entre 20 a 100 mg.L-1 de BFA.

5.4 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DA LACASE NO TRATAMENTO DO BFA

O levantamento bibliografico identificou, em suma, as seguintes estratégias para o

tratamento de BFA: 1. aplicagdo do extrato bruto de fungos com atividade da lacase, ou

utilizacado de enzimas purificadas; 2. Aplicagado da enzima livre ou imobilizada na solu¢ao
de BFA.

Em relacdo a imobilizagao, no estudo de Olajuyigbe e colaboradores as lacases
imobilizadas em calcio e em cobre degradaram uma porcentagem menor (42,7% e 39,1%,
respectivamente) de BFA que aquela por lacase livre (48,2%) (OLAJUYIGBE et al., 2019).
A taxa de degradacgao do BFA por lacases imobilizadas também foi menor que as livres no
estudo de BILAL e colaboradores (2019c), no qual 97,7% de BFA foi removido por lacase
livre e 86,6% de BFA removido por lacase imobilizada em esferas de quitosana. Apesar
dessa menor eficiéncia aparente da lacase imobilizada, em outros estudos, pode-se
identificar vantagens no uso da imobilizagado (BILAL et al., 2019c). Como no trabalho de
Brugnari e colaboradores (2018) que a lacase imobilizada em MANAE-agarose degradou
BFA em menor tempo (20 min) que a lacase livre (27 min). No experimento de degradagao
de Ji e colaboradores (2017) com enzima livre 75% da atividade enzimatica foi perdida no
final da degradagcdo comparada a 18% da enzima imobilizada. Isso mostra que a
imobilizagdo da enzima permite a recuperagdao da atividade enzimatica tornando esse
meétodo muitas vezes mais vantajoso a longo prazo, para um processo de biorremediagao
de BFA, do que uma unica aplicacao de lacase livre (BRUGNARI et al., 2018; Jl et al.,2017).

A quantidade de lacase para degradacgdo de BFA dos estudos variou: de 0,4 U.L-' a
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50.000 U.L"", com média de 11.136,19 U.L"' para lacases purificadas, e 8 U.L-' a 100.000
U L', com média de 20.911,6 U.L-" para lacases em extrato enzimatico. Considerando os
valores de 50.000 U.L-" e 100.000 U L' como outliers, a variagédo da quantidade de lacase
utilizada na maioria dos estudos nos quais ela é purificada esta entre de 0,4 U.L-"a 5.000
U.L" e nos quais ela esta em extrato bruto varia, na maioria dos estudos, entre 8 U.L-" e
3.000 U.L". Assim, a concentragdo média de lacase nos estudos analisados é de 1.420,24
U.L"" para lacases purificadas e de 1.139,5 U.L"'" para lacases n&o purificadas.
Considerando os dois grupos em conjunto e descartando os outliers, a concentragao média
ideal de lacase para realizagdo de estudos analogos aos analisados esta em torno de
1.279,87 U.L".

Em relagao ao tempo de reacdo médio da lacase com bisfenol A, nos estudos com
lacase purificada esse tempo foi de 8,33h, para lacase em extrato bruto foi de 5,5h, e no
geral com média de 7h. Porém, na maioria dos estudos com lacase purificada esse tempo
variou entre 20 min e 6 h, enquanto na maioria dos estudos com lacase bruta esse tempo
variou entre 1h e 3h. Assim, desconsiderando os outliers (tempos de 24h), o tempo de
reagcao meédio da maioria dos estudos dos dois grupos de lacases é de 1,93 h. Assim sendo,
ja que apenas 8 U.L", menor quantidade enzimatica dentre os estudos com lacase bruta,
foi capaz de degradar 100% da segunda maior quantidade de BFA desses estudos (100
mg.L') em um tempo de reacgdo de 1h e que, dentre os estudos de lacase purificada, 5.000
U.L-" foi capaz de degradar 100% da maior quantia de bisfenol A (50 mg. L-') em apenas 20
min, pode-se perceber que o tempo médio de reacao ideal esta, de fato, em torno de 2h.
Margot et al., (2013) observou em seu estudo utilizando lacase fungica para degradar
micropoluente que quanto maior o tempo de reagao entre os dois, maior é a perda de lacase
por inativagao, provavelmente devido a interagdo da enzima com espécies reativas do meio.

Isso explica porque tempos de reagao menores sao preferiveis nesse caso.

Levando em consideracao apenas estudos cujos resultados das variaveis analisadas
tinham mesma unidade de medida, selecionou-se os dados de Barrios-Estrada et al. (2018),
Brugnari et al. (2018) e Zhao et al. (2018) para lacases purificadas e os dados de Hongyan
et al. (2019), de Freitas et al. (2017) e Lassouane et al. (2019) para lacases em extrato
bruto. As variaveis quantidade média de bisfenol A, tempo de reagdo médio e quantidade
média de lacase utilizadas nesses estudos foram determinadas. Para o grupo de lacases
purificadas, a quantidade média de bisfenol A degradada foi 31,25 mg.L"", o tempo de
reagdo médio 8,44 h e quantidade média de lacase utilizada foi 1893,52 U.L-'. Para o grupo

de lacases brutas, a quantidade média de bisfenol A degradada foi 41,56 mg.L-!, o tempo
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de reagdo médio 1,33 h e quantidade média de lacase utilizada foi 519,33 U.L"". Esses
resultados evidenciam que, para os estudos analisados, em média, o grupo de lacases
brutas degradou uma quantidade maior de bisfenol A em menor tempo e com menos
enzima que o grupo de lacases purificadas, sugerindo uma vantagem daquele grupo

potencialmente devido a presenga de mediadores redox como ja mencionado.

Em relagcdo ao volume de reagao dos ensaios de degradacédo de BFA pela lacase,
nove estudos foram analisados (cinco estudos de lacase purificada e quatro estudos de
lacase bruta). No geral, esse volume variou de 200 pL até 5 L. A maior parte dos volumes
(sete dentre os nove) ocorreu em mililitros, com média de 48,14 mL sem considerar os
valores extremos. O estudo de Barrios-Estrada e colaboradores, cujo volume da mistura
reativa foi de 5 L, indica que é possivel realizar a degradagéo de bisfenol Aem um volume
até 10 vezes maior que a média dos estudos analisados. Este foi o volume do tanque de
aco inoxidavel com selamento de teflon equipado com bombas e canos que injetam solugao
de bisfenol Aem contato com a enzima imobilizada em ceramica multi-camadas (BARRIOS-
ESTRADA et al., 2018).

A aplicagdo de lacases soluveis na biodegradagcdo de xenobidticos apresenta
algumas desvantagens como o alto custo de producdo, perda de estabilidade e nao
reutilizagao. Esses fatores tornam o tratamento de lacase em larga escala economicamente
inaceitavel. Assim, a imobilizacdo de lacases pode resolver, pelo menos em parte, a
limitagdo para aplicagdo em grande escala. No estudo de Brugnari e colaboradores) a
lacase imobilizada foi mais eficiente na degradacdo do BFA presente em altas
concentragdes (100 mg.L™") do que a lacase livre. Além disso, a enzima imobilizada reteve
mais de 90% de sua capacidade inicial de degradar o BFA apds 15 ciclos de reutilizagao.
Logo, a lacase de P. ostreatus em agarose-MANAE poderia ser uma alternativa econémica
para degradacao em larga escala de bisfenol A em sistemas aquosos (BRUGNARI et al.,
2018).

Pouca literatura apresenta o uso de lacase para biorremediacdo em larga escala,
porém ja se sabe que para um processo dessa magnitude o ideal seria utilizar lacase bruta
devido a presenca de mediadores redox naturais € da economia com processos onerosos
de purificagdo. Outra etapa essencial para aplicar a enzima in situ, ou seja, em grandes
volumes é a imobilizacdo em suportes baratos e nao téxicos/interferentes no meio
ambiente. Portanto, estudos futuros visando a biorremediacao de bisfenol A devem avaliar

a viabilidade da aplicagao de lacase fungica bruta imobilizada levando em consideragao
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fatores cinéticos, toxicolégicos, ambientais e econémicos.

Por fim, foi realizada, no dia 12 de maio de 2021 uma busca por patentes
relacionadas a biorremediacéo de bisfenol A por lacase em dois mecanismos internacionais
de pesquisa online: Espacene Patent search e Google Patent search. Foram utilizadas as
palavras-chave: “laccase” e “bisphenol A” e obteve-se, no total, 40 resultados entre o
periodo de 2016-2021 no Espacene Patent search e 144 resultados no Google Patent
search. Dentre esses resultados, foram reunidos os titulos de patentes realmente
relacionados a busca inicial na tabela 6. No total, pode-se constatar que a busca resultou
em 6 patentes relacionadas & degradacdo de bisfenol A por lacase. E possivel perceber
que o uso dessa enzima, por exemplo, varia nas formas de extrato cru e imobilizada dentre
as patentes selecionadas, o que pode ter relagdo com a maior eficiéncia da enzima nessas
formas como sugerido neste trabalho. Também foi feita busca, com as mesmas palavras-
chave, em um banco de patentes brasileiro, o site do Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI), e nao foi identificada nenhuma patente com relagéo entre lacase e bisfenol
A. Aanalise do perfil de patentes € um importante termémetro na avaliacao da aplicabilidade
de um processo. Neste sentido, pode-se dizer que a uso de lacases no tratamento de BFA

apresenta potencial significativo representando uma area promissora para a biotecnologia.

Tabela 6. Titulos de patentes registradas em diferentes mecanismos de busca de patentes online.

Espacenet Patent search

Cerrena unicolor derived laccase and gene and application thereof

Method for degrading bisphenol A by virtue of crude enzyme liquid Lentinula edodes

Method for degrading bisphenol A through white-rot fungus crude enzyme

Google Patent search

Copper-based metal organic framework material immobilized laccase and preparation

method and application thereof

Laccase from Trichoderma unicolor as well as gene and application thereof

Metal-organic framework material immobilization laccase and its preparation method and

application

Fonte: o autor, 2021
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6. CONCLUSAO

Esse trabalho trouxe a partir da fundamentacéao tedrica inicial, até o levantamento e
discussédo bibliografica final, um perfil do uso da enzima lacase na degradagéo do BFA,
desde a producgao, purificagdo, métodos de tratamento e potencial para aplicacdo em larga
escala. Por fim, foi selecionado nos bancos de dados analisados (Science Direct e PubMed)
14 artigos que utilizam lacase no tratamento de BFA. O periodo de maior impacto das
citagbes foi 2018-2019 indicando a grande relevancia atual dessa linha de pesquisa. A
origem da lacase foi de fungos basidiomicetos, predominantemente. E as formas de
tratamento do BFA foram com enzima livre ou imobilizada e enzima bruta ou purificada.
Nesse sentido, avaliou-se que lacases imobilizadas sao preferiveis em tratamentos de BFA
de longa duracao e em larga escala, mesmo com taxas de degradagdo menores, enquanto
a enzima bruta é preferivel a purificada devido a seu baixo custo de obtencdo e maior
potencial redox para degradacao de bisfenol A. Foram encontradas, também, seis patentes
utilizando lacase bruta e imobilizada para degradagdo de BFA. Por fim, independente da
origem da lacase e do tipo de processo pode-se verificar que o préximo passo para a
aplicagao pratica na biorremediagao sdo estudos em larga escala visando a confirmagao e

efetividade do processo.
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