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Outubro/2010

Orientadoras: Marcia Walquiria de Carvalho Dezotti
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Triclosan é um biocida empregado em produtos de uso pessoal e sua presenca
em corpos d’agua tem sido relatada em diversos paises. Suspeita-se que esse composto
esteja relacionado com o desenvolvimento de resisténcia em bactérias no ambiente
aquatico. Foram utilizadas as enzimas peroxidase de raiz-forte (HRP) e lacase de
Trametes versicolor para catalisar a conversdo de triclosan dissolvido em &gua
ultrapura. O processo catalisado por HRP se mostrou mais apropriado para uma possivel
aplicacdo ao tratamento de efluentes de estacbes de tratamento de esgoto (ETE), visto
que a faixa de pH em que a conversao de triclosan foi maxima (6-7) esta dentro da faixa
de pH desses efluentes (6,5-7,5), que a conversdo foi minimamente influenciada pela
temperatura na faixa de 20-25 °C e que a eficiéncia catalitica da HRP foi superior a da
lacase. A razdo estequiometrica entre triclosan e H,O, (de 0,83) foi maior do que o
valor previsto (de 0,5) pelo ciclo catalitico da HRP. Um estudo cinético demonstrou que
a atividade da HRP foi gradualmente reduzida durante a reagéo, provavelmente devido
ao excesso de H,O,. A atividade antibacteriana da solucdo de triclosan foi
significativamente reduzida pelo processo catalisado por HRP. Esse processo foi capaz
de catalisar a conversdo de triclosan em &gua ultrapura em concentra¢es similares

aquelas em que é encontrado em matrizes ambientais aquosas.
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Triclosan is an antimicrobial employed in personal care products and its
presence in water bodies has been reported in several countries. This compound is
suspected to be linked with the emergence of resistance in bacteria. The enzymes
horseradish peroxidase (HRP) and lacase from Trametes versicolor were used to
catalyze the conversion of triclosan in ultrapure water. The HRP-catalyzed process was
the most appropriated for a future application to the treatment of effluents from sewage
treatment plants (STP), since the pH of the maximum conversion of triclosan (6-7) was
within the pH range of these effluents, the conversion was minimally influenced by
temperature in the temperature range of 20-25 °C and, moreover, the catalytic efficiency
of HRP was higher than that of lacase. The stoichiometric ratio between triclosan and
H.O, (0.83) was higher than the value predicted (0.5) by the catalytic cycle of
peroxidases. A kinetic study showed that HRP has affinity for triclosan similar to that
reported for laccase. HRP activity was gradually reduced during the enzymatic reaction
probably due to excess H,O,. The antibacterial activity of triclosan solution was
effectively reduced by the HRP-catalyzed process. This process has proved to be
technically feasible for removing triclosan from ultrapure water at concentrations

similar to those reported in environmental aqueous matrices.
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1. INTRODUCAO

Durante as trés ultimas décadas, as pesquisas sobre a poluicdo aquatica se
concentraram, quase exclusivamente, em poluentes prioritarios convencionais, tais
como bifenilas policloradas, metais pesados, hidrocarbonetos poliarométicos, DDT e
seus derivados, dioxinas, pesticidas, entre outros. Hoje, esses poluentes s&o menos
relevantes na maioria dos paises desenvolvidos, visto que as emissdes foram
substancialmente reduzidas por meio da adocdo de medidas legais apropriadas e a

eliminacdo de muitas fontes de poluicdo.

Além disso, nos ultimos 15 anos, o desenvolvimento de metodologias analiticas
cada vez mais sensiveis e sua aplicacdo em monitoramento de amostras ambientais
levaram a identificacdo de diversas substancias, originadas do uso doméstico, presentes
em rios, lagos, efluentes de estacBes de tratamento de esgoto (ETE) e agua de
abastecimento urbano, em concentragdes tdo baixas como alguns nanogramas por litro,
os chamados micropoluentes. Alguns desses poluentes possuem atividade bioldgica em
concentragdes muito baixas como os desreguladores enddcrinos e 0s antimicrobianos.
Essa constatagdo tem gerado preocupagdo em grande parte da populacdo e
pesquisadores da area ambiental de paises da Europa e dos EUA e, com isso, as
pesquisas relacionadas com micropoluentes vém ganhando cada vez mais destaque

nesses paises.

Considerando a possibilidade de uma ampla variedade de efeitos desconhecidos
e riscos potenciais, a poluicdo por essas substancias, que podem ter as fontes de agua
para abastecimento como receptaculos finais, deve ser mitigada. Tanto é que o principio
da precaucdo, delineado pela Comunidade Européia em relacdo a qualidade das aguas
de abastecimento, exige remocdo eficiente de quaisquer substancias que sejam
potencialmente prejudiciais, mesmo que ndo haja uma clara relagdo entre sua ocorréncia

e efeitos negativos no ambiente aquéatico (TERNES et al., 2004).

No entanto, as tecnologias atualmente empregadas no tratamento de esgoto
doméstico e de aguas de abastecimento ndo séo eficientes na remocdo de substancias
com atividade bioldgica a niveis abaixo dos quais seus efeitos ndo sejam observados.
Esse fato torna relevante o desenvolvimento de processos de tratamento mais

apropriados. Nesse sentido, diversos processos tém sido avaliados, tais como cloracéo,
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0zonizagdo, processos oxidativos avangados (POA), adsorcdo em carvao ativado,
biorreatores com membrana, entre outros. No entanto, a remogao de micropoluentes por
esses processos de tratamento ndo é seletiva e, por isso, sua eficiéncia é reduzida
quando aplicados em matrizes complexas, nas quais esses poluentes estdo em
concentracdes (da ordem ng.L™ a pg.L™?, juntamente com outros compostos organicos
em concentra¢cBes muito maiores. Além disso, a oxidacdo ndo seletiva, por meio dos
processos de cloracdo, ozonizagdo e POA, dos diversos compostos organicos presentes
em efluentes de ETE, pode dar origem a compostos cujos efeitos biologicos e
toxicidade sdo desconhecidos. Nesse aspecto, 0s tratamentos enzimaticos sdo superiores
a esses processos, devido a sua habilidade de converter poluentes de modo seletivo e
por meio de reacdes ambientalmente benignas. Entre as enzimas utilizadas na converséo
de compostos organicos, destacam-se as enzimas lacase e peroxidase de raiz-forte
(HRP), pois catalisam a conversdo de compostos recalcitrantes com estruturas quimicas
diferentes, mas preferencialmente os com grupo fenol, em oligbmeros com mobilidade,

biodisponibilidade e toxicidade reduzidas.



2. OBJETIVOS

O objetivo principal foi avaliar os processos catalisados por lacase e por HRP na

conversdo de triclosan emsolugdo aquosavisando a remocdo da atividade

antibacteriana e os objetivos especificos foram:

Avaliar isoladamente o efeito da temperatura e do pH nas taxas de conversdo de
triclosan;

Determinar as afinidades pelo substrato triclosan e as eficiéncias cataliticas das
enzimas;

Determinar a dose minima de enzima em cada processo para atingir uma taxa de
convers&o estabelecida;

Realizar mais estudos com o0 processo enzimatico que apresentar melhor
desempenho catalitico, que requerer menor dosagem de enzima para atingir uma
taxa de conversdo estabelecida e que se mostrar mais apropriado para converter
triclosan nas faixas de pH e temperatura dos efluentes de ETE. Esses estudos
visam: (i) determinar a relacdo estequiométrica entre substrato e aceptor final de
elétrons, (ii) avaliar o efeito da dose de enzima nas taxas de conversdo (iii) avaliar a
inativacdo durante a conversao de triclosan, (iv) selecionar mediadores-redox com
baixa atividade antibacteriana que promovam aumento na taxa de conversdo de
triclosan, (v) avaliar a remocdo da atividade antibacteriana apds o tratamento
enzimatico e (vi) avaliar o desempenho da enzima em catalisar a conversdo do

biocida em uma concentracdo ambientalmente relevante.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Micropoluentes em ambientes aquaticos

Mais de um terco da agua doce renovavel e acessivel do planeta é usado em
atividades domeésticas, industriais e agricolas. A maioria dessas atividades leva a
poluicdo das dguas com a introducdo de inumeras substancias presentes em solventes,
produtos petroguimicos, detergentes, farmacos, hormonios sintéticos e naturais,
produtos de uso pessoal, entre outros. Assim, ndo é de se admirar que a poluicdo das
aguas naturais se tornasse hoje questao de interesse publico em muitos paises.

A fonte, comportamento e tratamento de macropoluentes (que ocorrem em
concentracdes da ordem de pg/L a mg/L) como acidos, sais, nutrientes e matéria
organica sdo relativamente bem conhecidas. No entanto, avaliar o impacto de
micropoluentes (em concentracGes da ordem de pg/L a ng/L) no ambiente aquéatico é
uma tarefa dificil que requer ferramentas avancadas de modelagem e técnicas analiticas
para avaliar a ocorréncia em matrizes ambientais, biodisponibilidade e efeitos
bioldgicos desses poluentes isolados e em presenca de outros compostos. Métodos para
avaliar o potencial de substancias quimicas causarem danos a satude humana também
devem ser refinados. Além disso, tecnologias de mitigacdo para reduzir o impacto de
micropoluentes, bem como as estratégias para minimizar sua introducdo no meio
ambiente ainda exigem desenvolvimentos (SCHWARZENBACH et al., 2006).

Entre os diversos micropoluentes encontrados em matrizes ambientais, destaca-
se a classe dos antibidticos e biocidas visto que apresentam atividade bioldgica em
concentracdes extremamente baixas. Além disso, a ocorréncia dessas substancias pode
estar relacionada com o desenvolvimento de resisténcia em microrganismos expostos
(L1U, 2008).

3.2 O biocida triclosan

O triclosan (2,4,4 -tricloro-2"-hidroxidifenil éter), conhecido comercialmente
como Irgasan ou Irgacare, € um composto capaz de inibir o crescimento de fungos, virus
e principalmente bactérias (SCHWEIZER, 2001). Sua molécula possui um grupo fenol

e atomos de cloro substituidos, conforme mostrado na Figura 3.1. Em baixas



concentragbes, o triclosan atua como bacteriostatico, inibindo o crescimento de
bactérias, e em elevadas concentragdes como um bactericida, inativando as bactérias por

meio do rompimento da parede celular (AIELLO et al., 2007).

OH Cl

Cl Cl

Figura 3.1. Formula estrutural do triclosan.

Cabe aqui fazer uma distincdo entre antibidtico e biocida. Antibi6tico é um
agente quimioterapico que inibe um alvo especifico dentro de uma via biossintética na
célula, e € usado para tratar infeccGes bacterianas ou fangicas em seres humanos e
animais. Por outro lado, biocida € um composto com atividades antisséptica,
desinfetante e/ou preservativa, que é utilizado para desinfeccdo de superficies de
ambientes contaminados, de peles e mucosas, prevenindo ou limitando infecgdes
bacterianas, entre outros. Os biocidas, em altas concentra¢des, atuam em diversos alvos
na célula, podendo ser muito mais seletivos, atuando em alvos especificos, em baixas
concentracdes (RUSSEL, 2003).

Triclosan é utilizado na formulacdo de uma ampla variedade de produtos de uso
pessoal, como sabonetes antisépticos, desodorantes, cremes dentais, cosmeéticos,
utensilios de cozinha, brinquedos infantis, tecidos, plasticos, entre outros
(SCHWEIZER, 2001). Na medicina, esse composto € utilizado na erradicacdo de
resisténcia a meticilina em Staphylococcus aureus, na desinfeccdo da pele e feridas e na
higiene oral para o controle de placa bacteriana e gengivite. O triclosan tem se mostrado
efetivo quando utilizado de forma apropriada, como por exemplo, em hospitais para
prevenir infeccdes hospitalares (LARSON et al., 2004). No entanto, ndo existem dados
que demonstrem quaisquer beneficios adicionais da adi¢do de triclosan em produtos de
uso pessoal. De acordo com um levantamento de estudos da literatura cientifica sobre o
uso de triclosan para prevencdo de infecgdes (AIELLO et al., 2007), sabonetes comuns
e antissépticos (com triclosan entre 0,1 e 0,45% m/v) possuem a mesma eficicia na

prevencdo de infec¢Bes comuns nos sistemas gastrointestinais e respiratorios e de



dermatites.
3.3 Propriedades fisico-quimicas do triclosan

Triclosan possui massa molecular de 289,54 g/mol, é pouco solivel em aguas
(12 mg/L a 20 °C), exceto em pH alcalino, e possui elevada solubilidade na maioria dos
solventes orgéanicos. Apresenta estabilidade térmica elevada, o que permite sua
incorporacdo em varios materiais plasticos (SCHWEIZER, 2001). E um composto ndo
ionizavel em pH neutro (pKa de 8,1) e relativamente ndo volatil, com uma pressdo de
vapor de 4x10°® mmHg (ORVOS et al., 2002). Possui um coeficiente de particdo
octanol-a4gua relativamente alto (log Kow de 5,4), o que sugere que, na forma
protonada, esse composto possa ser sorvido em sedimentos de ambientes aquaticos
(SINGER et al., 2002).

Com base nesses dados, € de se esperar que triclosan tenha baixa mobilidade em
solos e que ndo se volatilize a partir do solo (Umido ou seco) ou de &guas de superficie.
Em ambientes aquaticos, triclosan pode se sorver em superficie de sélidos suspensos e
sedimentos e pode bioacumular em tecidos de organismos, causando efeitos nocivos aos

organismos expostos.
3.4 Mecanismo de ac¢do do triclosan

Embora a atividade bactericida do triclosan envolva mdltiplos alvos celulares,
diversos estudos ttm mostrado que, em concentracdes sub-letais, esse composto inibe a
biossintese de acidos graxos em bactérias, por meio da inibicdo da enzima enoil-
[proteina carreadora de acila] redutase (Fabl) (YAZDANKHAH et al., 2006). A Fabl,
uma enzima dependente de NADH, é um alvo atrativo para antibacterianos devido a
importancia da biossintese de acidos graxos para o crescimento e funcionamento de
células bacterianas. A inibicdo dessa via afeta as outras vias biossintéticas dependentes
como as de fosfolipideos, lipoproteinas e lipopolissacarideos, que constituem a parede
celular (HEATH et al., 1999; NELSON e COX, 2004).

A ligacdo do triclosan com a enzima Fabl aumenta significativamente a
afinidade da enzima pelo NAD®. A analise da estrutura cristalina de raios-X do

complexo Fabl-NAD"-triclosan confirma que ligagGes de hidrogénio e interacGes



hidrofébicas entre triclosan, residuos de aminoéacidos da enzima e o cofator NAD"
contribuem para a formacdo de um complexo ternario estvel. Nesse complexo, o
triclosan se liga de modo irreversivel ao sitio de substrato enoil (intermediario da via
biossintética de acidos graxos), inativando a enzima, o que resulta na inibicdo da sintese
de &cidos graxos (HEATH et al., 1999). Levy et al. (1999) demonstraram que a ligacao
de triclosan ao sitio ativo da Fabl se deve principalmente a interagdes de van der Waals
e ligacbes de hidrogénio entre o grupo fenol da molécula de triclosan e residuos de

aminoacidos do sitio ativo da enzima Fabl.

3.5 Ocorréncia de triclosan em matrizes ambientais

Triclosan tem sido encontrado em diversas amostras ambientais, como aguas de
superficie, efluentes de ETE e sedimentos. Considerando que esse composto € um
componente de produtos de uso pessoal, é de se esperar que, apos ser utilizado, residuos
contendo triclosan sejam liberados nos sistemas de coleta de esgoto, chegando até as
ETE. De acordo com estudos de monitoramento nos EUA, Espanha, Suécia, Suica e
Australia, as concentracfes de triclosan nos afluentes de ETE estdo na faixa de 0,1 a
16 pg/L (KANTIANI et al., 2008; McAVOY et al., 2002; SINGER et al., 2002; YING
e KOOKANA, 2007). Embora uma fracdo significativa de triclosan seja removida por
mecanismos de sorcdo e biodegradacdo nessas ETE (SINGER et al., 2002; YING e
KOOKANA, 2007), concentracdes da ordem de ng/L e, em certos casos, de alguns
pg/L, tém sido encontradas nesses efluentes. Ying e Kookana (2007) detectaram
triclosan em efluentes de dezenove ETE da Austrdlia com concentracBes entre 23 e
434 ng/L. Em um estudo realizado em cinco ETE dos EUA (MCAVOY et al., 2002),
foi encontrado triclosan em concentracbes entre 0,2 e 2,7 ug/L. Na Suica, as
concentragdes de triclosan determinadas em efluentes de sete ETE variaram entre 110 e
650 ng/L (LINDSTROM et al., 2002). Sendo assim, constata-se que a principal fonte de
introducdo de triclosan no ambiente aquatico é o lancamento de efluentes de ETE em

corpos d’agua a jusante.

A ocorréncia de triclosan em aguas de superficie foi constatada em um trabalho
realizado em 139 corregos de 30 estados dos EUA. Esse biocida esteve entre os sete
compostos detectados com maior frequéncia, apresentando uma concentracdo media de

40 ng/L e uma concentragdo maxima de 140 ng/L (KOLPIN et al., 2002). Na Suiga, as



concentracdes de triclosan em é&guas de rios e lagos estiveram entre 0,4 e 74 ng.L™
(SINGER et al., 2002). Na Espanha, um estudo de monitoramento mostrou que das 16
amostras de agua de rio analisadas, metade apresentaram triclosan e, nessas amostras, as
concentragdes variaram entre 21 e 160 ng/L (KANTIANI et al., 2008).

A contaminacdo de aguas de superficie por triclosan também tém sido
evidenciada pela presenca de metiltriclosan em peixes. Esse composto é originado da
metilacdo de triclosan em sistemas bioldgicos, como lodos ativados e biofilmes
(BALMER et al., 2003; LINDSTROM et al., 2002).

3.6 Efeitos negativos relacionados com a presenca de triclosan em ambientes
aquaticos

A presenca de triclosan em matrizes ambientais, como corregos, rios, lagos,
aguas superficiais e sedimentos marinhos, tem sido largamente identificada e se deve
provavelmente a incompleta remocdo desse composto nas ETE. Diversos impactos

negativos causados por esse biocida em ecossistemas aquaticos tém sido relatados.

Orvos et al. (2002) avaliaram a toxicidade causada pelo triclosan a Varios
organismos, como microrganismos de lodos ativados, algas, invertebrados e peixes e
verificaram que a alga Scenedesmus subspicatus foi a que apresentou maior
suscetibilidade, com uma CE50-96 h (expressa em relacdo a inibi¢do do crescimento) de
1,4 pg/L. No entanto, apds o periodo de exposicéo, as algas voltaram a crescer quando
foram transferidas para um meio fresco sem triclosan, o que indica que, nesse caso, 0
biocida interfere no crescimento ao inativar as células. Considerando que as algas sdo
produtores primarios em ecossistemas aquaticos, o lancamento de residuos de triclosan

pode interferir em seu equilibrio.

Outros estudos mostram que triclosan apresenta elevada toxicidade ao peixe
Oryzias latipes (medaka japonés) e que, depois de metabolizado no organismo, o
biocida pode ser fracamente estrogénico. A CL-96-h obtida, utilizando larvas do peixe
com 24 h de vida foi de 602 pg/L e uma concentracdo de apenas 20 pg/L foi suficiente
para elevar os niveis de vitelogenina hepéatica em individuos machos (ISHIBASHI et
al., 2004). Essa atividade estrogénica pode ser explicada pela semelhanca estrutural do

triclosan com o desregulador enddcrino estrogénico bisfenol-A, conforme mostrado na



Figura 3.2.

No entanto, outros estudos com o medaka japonés mostraram que triclosan é
fracamente androgénico, ou seja, apresenta um potencial baixo de mimetizar ou
interferir na acdo de hormonios sexuais masculinos (FORAN et al., 2000). Por outro
lado, em organismos terrestres, como ratos Long-Evans (CROFTON et al., 2007) e o
sapo-boi americano Rana catesbeiana (VELDHOEN et al., 2006), o triclosan foi capaz
de alterar os niveis séricos de tiroxina, que € um hormonio da tireoide. Esse resultado
sugere que triclosan é um desregulador enddcrino tireoideano, o que se deve,
provavelmente, a semelhanca de sua molécula com a do horménio tiroxina, conforme

mostrado na Figura 3.2.
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CH,
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Figura 3.2. Comparacdo das estruturas quimicas do biocida triclosan, do composto
estrogénico bisfenol-A e do hormdnio da tiredide tiroxina.

Além de efeitos agudos e cronicos que o triclosan pode causar em diversos
organismos em ecossistemas aquaticos, o uso disseminado desse biocida tem sido

relacionado com o desenvolvimento de bactérias resistentes a antibiéticos.

3.7 Desenvolvimento de resisténcia bacteriana no ambiente aquatico

Os efeitos indesejaveis do crescimento microbiano tém sido controlados ha
muito tempo por meio do uso de antimicrobianos. Desde entdo, ja se sabe que a

suscetibilidade a tais substancias varia notadamente entre diferentes espécies de
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organismos e entre diferentes individuos de uma mesma espécie.

Resisténcia é a descricdo da relativa ndo suscetibilidade de um microrganismo a
um determinado tratamento sob um conjunto de condicBes especificas. Para agentes
antibacterianos, a resisténcia € normalmente avaliada por meio da determinacdo da
concentra¢do minima do agente para provocar um efeito definido (por exemplo, inibicéo
do crescimento), em um determinado numero de células. No entanto, existe uma
mudanca na suscetibilidade do organismo que faz com que o agente deixe de ser
efetivo. Esse organismo ndo suscetivel ao agente é denominado resistente. Organismos
suscetiveis a um determinado antibidtico se tornam insensiveis por mutacdo ou pela

incorporacdo de informacédo genética que codifica a resisténcia (KUMMERER, 2004).

O ambiente aquatico pode ser um ambiente favoravel ao desenvolvimento de
resisténcia. Certas classes de antibidticos apenas inibem o crescimento dos patégenos e
dependem de células do sistema imune para a sua eliminacdo, o que ndo acontece no
meio ambiente. Além disso, em matrizes ambientais como sedimentos, lodos, &guas de
superficie e solo, os microrganismos estdo em contato com uma mistura complexa de
diferentes compostos ativos, o que pode dar origem a cepas com resisténcia a diversos
antibidticos (KUMMERER, 2004).

Atualmente, existe uma enorme quantidade de trabalhos cientificos sobre o
desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos utilizados nas medicinas humana e
veterinaria e 0s mecanismos pelos quais as bactérias desenvolvem resisténcia sdo, de
certa forma, bem conhecidos. Por outro lado, ainda se desconhece como ocorre 0
desenvolvimento de cepas resistentes, assim como de genes de resisténcia, no meio
ambiente, mesmo que sua ocorréncia ja venha sendo considerada como um problema
ambiental (KUMMERER, 2004).

Smith et al. (1994) identificaram diversas limitagdes no atual entendimento da
resisténcia a antimicrobianos e as dificuldades de interpretar dados de resisténcia a
partir de amostras ambientais: (1) o uso de um antimicrobiano pode aumentar 0s niveis
de resisténcia ndo apenas em relacdo a um antimicrobiano especifico mas a muitos
outros com modos de acdo diferentes (denominada como resisténcia cruzada); (2) a
resisténcia antibacteriana nem sempre responde de uma forma previsivel, ou seja, ndo

pode ser correlacionada com a quantidade presente de antimicrobiano; (3)
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frequentemente, os dados existentes que séo usados para avaliar os efeitos ambientais de
antimicrobianos ndo sdo adequados para estabelecer por quanto tempo as bactérias

mantém resisténcia antibacteriana na auséncia de exposicao a antimicrobianos.

Se por um lado, o conhecimento da relacdo entre as concentracdes sub-
inibitorias de antimicrobianos e o desenvolvimento de resisténcia em bactérias presentes
no meio ambiente é escasso e contraditorio, por outro lado, existem muitas evidéncias
de que resisténcia a antibioticos esteja presente em ambientes naturais e que essa
resisténcia € compartilhada entre bactérias. A transferéncia e o surgimento de novas
combinagOes de genes irdo ocorrer com mais frequéncia em compartimentos com alta
densidade bacteriana, como os biofilmes de tanques sépticos (aerébios e anaerdbios) de
ETE, bombas de agua de abastecimento, sedimentos e solos. No entanto, ndo se sabe
ainda qual a principal forma com que as bactérias adquirem resisténcia nesses
ambientes, visto que podem absorver material genético de bactérias de efluentes
especificos, como os de hospitais, antes de chegarem nas ETE ou no solo. Além disso,
ainda esta sob discussdo se essas bactérias podem se tornar resistentes pela exposicdo a
antibidticos e biocidas presentes no esgoto domeéstico, ou seja, ndo esta completamente
esclarecido se a entrada de antibidticos no meio ambiente estéa de fato relacionada com o
surgimento de bactérias resistentes no meio ambiente, visto que ndo se sabe se a
concentracdo de antibiotico e a densidade de bactérias seria alta o suficiente, ou o tempo
de exposicdo longo o suficiente para promover resisténcia ou selecionar bactérias
resistentes (KUMMERER, 2004).

A elucidacdo dessas questBes € de grande relevancia visto que as bactérias
resistentes podem ser transferidas da matriz ambiental em que se encontram para 0s
seres humanos por meio da agua de abastecimento, por meio de alimentos irrigados com
agua de superficie ou efluentes de ETE, por meio de alimentos cujo cultivo utilizou
esterco de gado bovino ou, ainda, por meio de carne bovina contaminada com essas

bactérias.

3.8 Mecanismos de resisténcia ao triclosan

Desde a decada de 90 do século XX que cepas de bactérias resistentes a triclosan
tém sido produzidas em laboratério por meio da exposicdo repetitiva ao agente em

concentragfes subletais. Desde os anos de 2000, diversos estudos tém relatado a
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ocorréncia de resisténcia a triclosan em microrganismos do ambiente aquatico,
incluindo alguns possivelmente patogenos. Dentre esses, tém sido identificadas
bactérias que apresentam resisténcia cruzada, ou seja, sdo resistentes ao proprio
triclosan e a varios outros antibioticos (YAZDANKHAH et al., 2006). Isso ocorre
porque as bactérias que sdo expostas ao triclosan desenvolvem mecanismos de
resisténcia que podem ser utilizados para a célula resistir a muitos outros antibidticos,
como: (a) mutacdo do gene alvo e expressdo aumentada do gene alvo; (2) detoxificagdo
via bombas de efluxo; (3) degradacédo enzimética (SCHWEIZER, 2001).

A mutacdo do gene alvo consiste na modificacdo do gene que codifica a enzima-
alvo do triclosan, a Fabl. As bactérias que sofrem essa mutacdo, passam a expressar
uma enzima mutante a Fabl[G93S], que possui a mesma afinidade ao substrato
triclosan. Essa enzima mutante forma um complexo ternario com NAD" e triclosan que
ndo € estavel, ou seja, a ligacdo com triclosan ndo aumenta a afinidade da enzima por
NAD+, diferente do que ocorre com a enzima Fabl. Portanto, a ligagéo de triclosan ao
sitio ativo ndo inativa a enzima (HEATH et al., 1999). Bactérias que desenvolvem
resisténcia a triclosan, por esse mecanismo, podem ser resistentes a outros antibioticos

que também atuam na enzima Fabl.

Como exemplo disso, tem-se a resisténcia a diazaborinas' em Escherichia coli
que ocorre em bactérias expostas ao triclosan e que expressam a enzima Fabl mutante
(HEATH et al., 1999). Outro exemplo é o que ocorre com a bactéria Mycobacterium
tuberculosis (bactéria que causa tuberculose). Nessa bactéria, a enzima enoil redutase
alvo do triclosan é a InhA, que desempenha o0 mesmo papel da Fabl na sintese de &cidos
graxos na E. coli. Cepas de M. tuberculosis expostas a triclosan, apresentam uma
mutacdo no gene que codifica a enzima InhA, e passam a sintetizar versdes mutantes
dessa enzima: InhA[M161V] e InhA[A124V]. Essas enzimas mutantes apresentam
afinidades muito menores ao triclosan e, consequentemente, ao antibidtico que
compartilha 0 mesmo mecanismo de acéo a isoniazida (PARIKH et al., 2000). Portanto,
a exposicdo ao triclosan pode estimular o surgimento de cepas mutantes de
M. tuberculosis com resisténcia ao proprio triclosan e ao farmaco utilizado no seu

controle a isoniazida.

YUma classe de antibiéticos heterociclicos que inibe a enzima Fabl
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O mecanismo de resisténcia a antibidticos mais frequente em bactérias é o
efluxo ativo, por meio do qual o agente é expulso da célula as custas de energia, seja na
forma de forca motriz de protons ou na forma de ATP. Bactérias com resisténcia a
triclosan expressam bombas de efluxo da familia resisténcia-nodulacao-divisdo celular
(RND) (SCHWEIZER, 2001). Conforme mostrado na Figura 3.3, as bombas de efluxo
RND possuem estruturas complexas e mediam a remocdo de antibidticos das células
através de duas membranas da célula: citoplasmatica e externa. Essas bombas possuem
componentes que formam um canal que abrange todo o envelope celular: (i) uma
translocase na membrana interna, uma enzima que auxilia no transporte de moléculas
através da membrana, (ii) um canal de proteinas na membrana externa e (iii) uma

proteina de fusdo na membrana periplasmatica.
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Figura 3.3. llustracdo esquemaética do funcionamento das bombas de efluxo da familia
RND. O antibi6tico que esta no meio externo atravessa as membranas externa e interna,
passando pelo espaco periplasmatico. Por meio da translocase na membrana
citoplasmatica, o antibidtico (ou biocida) € retirado do citoplasma e sai da célula
passando pela proteina de fusdo e do canal de proteinas. Adaptado de Aeschlimann
(2003).

Considerando que triclosan € um substrato da maioria de bombas de efluxo da
familia RND, a exposicdo ao triclosan pode selecionar cepas mutantes que expressam
essas bombas. Neste caso, as cepas selecionadas também apresentariam resisténcia a
outros antibioticos, visto que as bombas de efluxo transportam diversos outros
antibidticos. Essa hipotese foi confirmada por Chuanchuen et al. (2001), que apds
cultivarem cepas da bactéria Pseudomonas aeruginosa em meio contendo triclosan,
verificaram que a exposi¢do ao agente selecionou cepas mutantes com resisténcia ao
triclosan e a varios outros antibioticos. Além disso, verificou-se que as cepas resistentes
expressaram com altas taxas o sistema de efluxo RND. Sanchez et al. (2005) também
constataram que a bactéria Stenotrophomonas maltophilia, apds exposi¢édo ao triclosan,
passou a expressar 0s genes que codificam as bombas de efluxo RND.
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Outro mecanismo de resisténcia a triclosan é o da degradacdo catalisada por
enzimas extracelulares. Esse mecanismo foi demonstrado para algumas bactérias, sem,
no entanto, identificar as enzimas envolvidas. Cepas de Pseudomonas putida e
Alcaligenes xylosoxidans, isoladas do solo, foram capazes de crescer em meio contendo
1% de triclosan (concentracdo utilizada em muitos produtos de uso pessoal) e o
mecanismo de resisténcia sugerido foi o da degradacdo enzimatica (MEADE e
CALLAHAN, 2000 apud SCHWEIZER, 2001). Kagle e Hay (2001) apud
SCHWEIZER (2001) demonstraram, por meio da determinacdo de *CO,, que
Sphingomonas RD1 foi capaz de mineralizar pelo menos uma parte da molécula de

triclosan marcado com *C.
3.9 Processos de tratamento empregados na remoc¢éao do triclosan

As ETE séo projetadas normalmente para remocao de sélidos suspensos, matéria
organica suspensa e sollvel e, em alguns casos, para remocao de nitrogénio e fdsforo.
Assim, embora parte do triclosan que chega a uma ETE seja removida por mecanismos
de adsorcdo e/ou biodegradacdo durante o tratamento (SINGER et al.,, 2002),
concentragOes significativas de triclosan tém sido encontrada nos efluentes dessas
estacOes. As concentracOes de triclosan que sdo comumente encontradas em efluentes
de ETE mostram que a atual configuracdo dessas plantas de tratamento ndo é adequada
para a remocdo de triclosan a niveis em que ndo sejam observados seus efeitos. Esse
micropoluente, quando associado com matéria orgéanica dissolvida, pode ser
transportado ao longo da ETE sem sofrer qualquer modificacdo (KHANAL et al.,
2006). Em funcdo disso, diversos processos de tratamento tém sido avaliados, nos

ultimos anos, para aumentar os niveis de remocao de triclosan de matrizes aquosas.

O processo de lodos ativados, por exemplo, reduz significativamente a
concentracdo de varios micropoluentes, como o triclosan, via biodegradacéo e/ou sor¢éo
no lodo. As remogdes podem ser ainda mais altas quando séo utilizadas idades de lodo
mais elevadas (em torno de 15 dias, por exemplo) e/ou etapas de nitrificacdo e
desnitrificacdo (JONES et al., 2007). No entanto, as maiores remocdes obtidas por esse
processo ndo séo suficientes para reduzir o triclosan a concentragdes em que ndo sejam

observados seus efeitos negativos no ambiente aquatico.

Processos de tratamento avangados, como ozoniza¢do (SUAREZ et al., 2007),
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irradiagdo UV (ARANAMI e READMAN, 2007), fotocatéalise (SON et al., 2009) e
adsorcdo em carvao ativado (BEHERA et al., 2010) tém sido avaliados na remogéo de
triclosan e diversos micropoluentes de matrizes aquosas. De um modo geral, esses
processos apresentam altas taxas de remocgao de micropoluentes em agua ultrapura. No
entanto, a eficiéncia desses processos é significativamente reduzida em matrizes mais
complexas, como os efluentes de ETE. No caso dos processos de ozonizagdo e POA,
que estdo baseados no uso de agentes oxidantes de baixa seletividade, a reducdo da
eficiéncia se deve ao consumo de agentes oxidantes pela reagdo com outros compostos
organicos (e inorganicos) que estdo presentes em concentracbes muito maiores do que
0s micropoluentes. E no caso do processo com carvao ativado, a reducdo da eficiéncia
se deve a saturacdo dos sitios de adsorcdo pelos demais compostos organicos presentes
nos efluentes de ETE (AURIOL et al., 2006d). Esse contexto sugere que devam ser
desenvolvidos processos de tratamento mais especificos e eficientes para matrizes

aquosas complexas.

3.10 Processos enzimaticos de tratamento

Grande interesse tem sido expresso pelos processos enzimaticos no tratamento
de efluentes liquidos, em funcdo das vantagens apresentadas em relacdo aos processos
convencionais, que incluem remocdo seletiva de poluentes especificos, aplicacdo a
compostos xenobidticos recalcitrantes, altas taxas de reacdo, operacdo em uma ampla
faixa de pH e salinidade, redugdo no volume de lodo e simplicidade no controle do
processo (IKEHATA et al., 2004).

Embora os processos gque utilizam enzimas purificadas possuam custo elevado,
diversos estudos tém sido apresentados com melhorias na producéo de enzimas, como o
uso de substratos de custos reduzidos (lodo, residuos agricolas e de alimentos, por
exemplo), descoberta de novas cepas, modificagdes nas condi¢des de crescimento dos
microrganismos produtores de enzimas, uso de indutores, entre outros (IKEHATA et
al., 2004; ROMERO et al., 2006). As alternativas desenvolvidas nesses estudos podem
melhorar a viabilidade econémica dos processos enzimaticos e tornar factivel a sua

aplicacdo em grande escala.

Dentre as diversas aplicacbes de processos enzimaticos na remogdo de

poluentes, destaca-se a aplicacdo de enzimas oxidativas para a conversdo de compostos
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fendlicos. Essas enzimas catalisam, com seletividade e eficiéncia elevadas, a conversdo
desses compostos em produtos com reduzida toxicidade ambiental. Dentre essas
enzimas, as peroxidases e as fenoloxidases sdo as que tém sido mais aplicadas para o
tratamento de efluentes contendo compostos fenodlicos (DURAN e ESPOSITO, 2000;
GIANFREDA et al., 2006; KOBAYASHI e HIGASHIMURA, 2003).

Tendo em vista que a presenca de anel fenolico esta relacionada com a atividade
bioldgica de diversos micropoluentes, as enzimas peroxidases e fenoloxidases podem
catalisar a conversao desses poluentes em produtos com atividade reduzida (AURIOL et
al., 2006a). No caso de micropoluentes como os desreguladores endocrinos
estrogénicos, a modificacdo enzimatica do anel fendlico pode remover a atividade
estrogénica. E no caso do triclosan a conversdao do anel fendlico pode remover a

atividade antibacteriana.

Nos préximos itens serdo abordadas as caracteristicas estruturais, ciclos
cataliticos e os principais resultados da literatura sobre a aplicacdo das enzimas HRP e
lacase na conversdo de micropoluentes cujo anel fendlico esta relacionado com um

efeito bioldgico.

3.10.1 Peroxidase de raiz-forte (HRP)

A peroxidase de raiz-forte (HRP), encontrada nas raizes da erva raiz-forte
(Armoracia rusticana), pertence a classe das peroxidases, enzimas que usam H,O, ou
outros peroxidos organicos como aceptores de elétrons para catalisar a oxidacdo de
compostos organicos. A molécula da enzima, que possui massa molecular de
aproximadamente 44 kDa, apresenta em seu sitio ativo 0 grupo prostético
ferroprotoporfirina 1X (grupo heme). A estrutura tridimensional esta apresentada na

Figura 3.4, na qual se observa o grupo heme no centro da molécula (VEITCH, 2004).
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A B

Figura 3.4. A) Grupo prostético heme das peroxidases; B) Estrutura tridimensional da
HRP mostrando o grupo heme (de cor vermelha) no sitio ativo da molécula entre dois
atomos de célcio (esferas azuis). Extraido de Veitch (2004).

A HRP ¢ provavelmente a peroxidase que tem sido mais estudada na remocao de
compostos fendlicos (KHAN e NICELL, 2007). Embora, catalise preferencialmente
substratos com grupo fenol, a enzima também atua em anilinas, benzidinas e compostos
heteroaromaticos, por meio do ciclo catalitico tipico das peroxidases (REGALADO et

al., 2004), conforme mostrado na Figura 3.5.
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Figura 3.5. Ciclo catalitico das peroxidases mostrando as mudanc¢as no grupo prostético
heme e a inativacdo da enzima. A enzima é inicialmente oxidada por H,0,, gerando o
composto |, que oxida um substrato fenolico. O composto Il formado oxida outro
substrato, e com isso a enzima retorna ao seu estado nativo. A peroxidase pode ser
convertida em formas inativas por meio da reacdo do composto Il com H,0,, formando
composto I, da reacdo de composto | com H,0,, formando proteinas verdo-heme
(P-670) ou por meio do ataque de radicais livres resultando no composto I1l. Adaptado
de Wesenberg et al. (2003) e Hong-Mei e Nicell (2008).

O ciclo catalitico da enzima consiste nas seguintes etapas: (i) a enzima férrica
nativa € inicialmente oxidada por H,O,, gerando o composto |, deficiente em dois
elétrons, sendo um elétron abstraido do fon Fe** e outro do anel porfirinico, gerando,
respectivamente, Fe** e radical cation porfirinico; (ii) em seguida, o composto | oxida
um substrato doador de elétron, formando o composto I, um intermediario deficiente

em um elétron; (iii) o composto Il pode oxidar outra molécula de substrato e, com isso,
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a enzima retorna ao seu estado nativo; (iv) o composto Il pode reagir com H,O;
resultando no composto I, uma forma de peroxidase com atividade reduzida
(MESTER e TIEN, 2000). A peroxidase também pode ser irreversivelmente inativada
por meio do ataque de radicais livres e pela reacdo do composto I com H,0,, formando
proteinas verdo-heme (P-670) (HONG-MEI e NICELL, 2008).

A principal vantagem da HRP na remocgé&o de compostos fendlicos de efluentes é
que essa enzima opera em amplas faixas de pH (geralmente de 5 a 9) e de temperatura
(10 a 40°C) e na presenca de contaminantes normalmente encontrados em efluentes
(DURAN e ESPOSITO, 2000; KHAN e NICELL, 2007). Essas vantagens também tém
sido exploradas na conversao de diversos micropoluentes com anel fendlico encontrados
em efluentes de ETE, conforme mostrado na Tabela 3.1. Até 0 momento, ndo foram
encontrados na literatura cientifica estudos sobre o uso da HRP para conversdo de

triclosan.
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Tabela 3.1. Diferentes micropoluentes com anel fendlico convertidos pelo tratamento
com HRP em estudos apresentados na literatura..

Composto Referéncia

4-nonilfenol Sakuyama et al. (2003)

4-octilfenol Sakuyama et al. (2003)

Bisfenol-A Sakuyama et al.(2003); Huang e Weber (2005)

El Khan e Nicell (2007)

E2 Auriol et al. (2008); Auriol et al. (2007c); Auriol et

al. (2006c); Khan e Nicell (2007)

E3 Auriol et al. (2008); Auriol et al. (2007c); Auriol et
al. (2006c); Khan e Nicell (2007)

EE2 Auriol et al. (2008); Auriol et al. (2007c); Auriol et
al. (2006c); Khan e Nicell (2007)

O primeiro trabalho relatando a remoc¢éo de um micropoluente com anel fendlico
pelo tratamento com HRP foi o de Sakuyama et al. (2003). Esses autores utilizaram o
tratamento para converter o grupo fendlico do bisfenol-A, visando a remocdo de sua
atividade estrogénica. Para avaliar a atividade estrogénica, utilizaram um ensaio de
inducdo de vitelogenina com o peixe medaka japonés (Oryzias latipes). Apds o
tratamento com HRP? de solucdes de bisfenol-A com concentragdes entre 0,5 e 5 mg.L™*

a atividade estrogénica foi substancialmente reduzida.

Em um trabalho posterior, Auriol et al. (2006b) mostraram que o tratamento
com HRP foi efetivo na remocdo de estrogénios esterdides em concentragcdes

ambientalmente relevantes. Utilizando uma mistura equimolar de E1, E2, E3 e EE2 com

2 O tratamento foi realizado nas seguintes condigdes: 66.700 U.L™ de HRP, 2 h de reacéo, pH 8,0, 25 °C;
17,6 mmol.L™ de H,0,.
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cada um a 0,36 nmol.L™ em 4gua ultrapura, verificou-se que, apds o tratamento com
HRP (32 U.L™": 1 h; pH 8; 25 °C; H,0, a 0,72 nmol.L™), as concentracdes residuais dos
estrogénios foram menores do que seus respectivos limites de detec¢do (LD), conforme
mostrado na Tabela 3.2. No entanto, para a remocao dessa mistura de estrogénios em
efluente de ETE, foi necessaria uma dosagem muito maior de enzima. Mantidas as
demais condigdes reacionais utilizadas para o tratamento em agua ultrapura (1 h; pH 8;
25°C; H,0, a 0,72 nmol.L™), para que fosse possivel remover os estrogénios de
efluente de ETE, a niveis abaixo do LD, foi necessario aumentar significativamente a
dose de HRP (8.000 U.L™). Isso pode ser devido a varios fatores, como o consumo de
H,O, devido a reacdo com compostos presentes no efluente, a presenca de inibidores da
HRP ou, ainda, o uso da HRP para a conversdo de outros compostos. O consumo de
H.O, parece o menos provavel, ja que num trabalho posterior de Auriol et al. (2007b)
foi mostrado que a dosagem 6tima de H,O, para a remocéo de estrogénios em efluente
de ETE foi a mesma que em agua ultrapura.

Embora nos estudos apresentados em Auriol et al. (2006b e 2007b) tenha sido
utilizada uma metodologia analitica bastante sensivel para a determinacdo de
estrogénios (concentracdo por extracdo em fase sélida e posterior quantificacdo por
CLAE-EM), a concentracdo residual dessas substancias ap6s o tratamento com HRP
ainda pode ser suficiente para induzir efeitos biologicos, como a atividade estrogénica.
Assim, para avaliar a atividade residual apds o tratamento com HRP, em um estudo
posterior (AURIOL et al., 2008b), foi utilizado um ensaio bioldgico baseado na
interacdo com o receptor de estrogénio humano, proposto por Noguerol et al. (2006). Os
autores verificaram que para remover a atividade estrogénica da mistura de estrogénios
em égua ultrapura (com cada um a 0,4 nmol.L™) a niveis inferiores ao LD do ensaio
bioldgico, foi necessario aumentar o tempo de tratamento, mantendo a mesma dosagem
de enzima utilizada anteriormente. Assim, a remocdo da atividade da mistura de
estrogénios em agua ultrapura, a niveis inferiores do LD, ocorreu apos 5h de
tratamento, utilizando 32 U.L™ de HRP, conforme mostrado na Tabela 3.2. No entanto,
remocdes da atividade estrogénica, a niveis inferiores do LD, da mistura de estrogénios
esteroides em efluente de ETE so foram alcangadas utilizando uma dosagem de HRP
10.000 U.L* e ap6s 8 h de tratamento, conforme mostrado na Tabela 3.2. Embora, 0
tratamento com HRP tenha sido efetivo na remocéo da atividade estrogénica do efluente

de ETE contendo estrogénios esterdides em concentracfes ambientalmente relevantes, a
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eficiéncia do tratamento foi reduzida devido aos demais constituintes do efluente,

tornando necessario o aumento da quantidade de enzima utilizada.
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Tabela 3.2. Conversdes de estrogénios e avaliacdo da remocéo da atividade estrogénica apos o tratamento com HRP de uma mistura equimolar de
E1l, E2, E3 e EE2 em concentragdes ambientalmente relevantes. Os experimentos foram realizados nas seguintes condic¢des: pH 8, 25°C e razdo
molar H,O,-substrato de 0,5.

[estrogénio]® Atividade [H202] Tempo de Matriz Conversao® (%) Remocéo da atividade
(nmol.L™) enzimatica' (U.L™)  (nmol.L'Y)  tratamento (h) estrogénica® (%)
0,36 32 0,72 1 Agua ultrapura® ~100 -
0,36 8.000 0,72 1 Efluente de ETE® ~100 -
0,4 32 0,8 5 Agua ultrapura - 99
0,4 10.000 0,8 8 Efluente de ETE - ~100

# Concentragdo de cada um dos estrogénios E1, E2, E3 e EE2 na mistura equimolar no inicio da reagéo.

® Remocao calculada com base na quantidade residual de cada um dos estrogénios quantificados por CLAE- EM. Os LD variaram de 0,59 a
1,32 ng.L™ para a mistura em agua ultrapura e de 1,74 a 3 ng.L™* para a mistura em efluente de ETE.

° Remocéo calculada com base na atividade estrogénica residual determinada pelo ensaio proposto Noguerol et al. (2006), o limite de detecgdo

do ensaio biolégico foi de 9 ng.L™.

9 Agua ultrapura obtida pelo sistema Milli-Q.

® Efluente de ETE filtrado em membrana 0,45 pm.

"Uma unidade de atividade foi definida como o ndmero de micromoles de H,O, consumido por minuto em pH 7,4 e 25°C.

Fonte : Auriol et al. (2006a, 2007a e 2008)
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3.10.2 Lacases

As lacases (benzenodiol:dioxigénio oxidoredutase) estdo presentes em plantas
superiores e praticamente em todos os basidiomicetos (fungos verdadeiros)
decompositores da madeira. A molécula desse grupo de enzimas é formada por uma
cadeia polipeptidica glicosilada com massa molecular entre 60 a 80 kDa e possui quatro
atomos de cobre em seu sitio ativo (PIONTEK et al., 2002; SUSLA et al., 2007),

conforme mostrado na Figura 3.6.

Figura 3.6. Estrutura tridimensional da lacase de Trametes versicolor mostrando os
atomos de cobre (esferas verdes) do sitio ativo. D1, D2 e D3 sdo os dominios 1, 2 e 3 da
proteina, respectivamente. COOH é o grupo carboxil livre e NH; o grupo amino livre
das extremidades da proteina. Extraido de Piontek (2002).

Os centros das lacases séo classificados em trés tipos: T1, T2 e T3. O centro de
cobre T1 confere a cor azul tipica da proteina e exibe uma banda de absorcdo em
605 nm, detectavel por ressonancia paramagnética eletrénica (EPR). O centro T2 €
formado por um atomo de cobre normal sem banda de absorcéo na regido do UV-Vis,

mas é detectavel por EPR. T3 é um centro de cobre binuclear acoplado que exibe uma
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banda de absor¢do em 330 nm, ndo detectavel por EPR. Essas diferencas permitem que
0s 4tomos de cobre exercam um papel importante no mecanismo catalitico da enzima.
Em geral as lacases possuem um centro de cobre T1, um T2 e dois T3, conforme
mostrado na Figura 3.7. Os centros de cobre T2 e T3 formam um agregado (“cluster”)
trinuclear, que esta envolvido na ligacdo do oxigénio durante sua reducdo a agua. O
atomo de cobre T1 estd envolvido na oxidagdo do substrato doador de elétrons e os
elétrons gerados séo transferidos de volta aos atomos T2 e T3 (DURAN e ESPOSITO,
2000; TORRES et al., 2003; WESENBERG et al., 2003).

His 452, His 111
:,,_‘m' " o

Cu
His 400" |
H. :
2 i His 395\
|

OH

Cu Cu
e o
HiS 4541""'“ !
& Cu
i 6,/ His 109
T2 T3 T1

Figura 3.7. Modelo do sitio catalitico da lacase de Trametes versicolor mostrando os
centros de cobre T1, T2 e T3. Os residuos de aminodacidos histidina (His), cisteina (Cys)
e fenilanina (Phe) estdo coordenados com os nucleos de cobre. Extraido de Riva (2006).

As lacases catalizam a oxidagdo de uma vasta gama de substratos, como corantes
azo, clorofenois, benzopirenos, difenilmetanos relacionados a lignina, derivados
N-substituidos de  p-fenilenodiaminas,  hidrocarbonetos  poliaromaticos e
preferencialmente compostos fendlicos (PIONTEK et al., 2002; WESENBERG et al.,
2003).

As reacOes catalisadas pela lacase acontecem por meio da transferéncia de um
elétron do substrato doador de elétrons, que é oxidado de S para S, para um nucleo de
cobre, que é reduzido de Cu®* para Cu". O resultado geral do ciclo catalitico é a reducéo
de uma molécula de oxigénio, formando duas de agua, e a oxidacdo simultanea de

quatro moléculas de substrato gerando quatro radicais (RIVA, 2006), conforme
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mostrado na Figura 3.8.

Lacase

O .

2 (4eCu*) 45
Lacase

2H,0 (4eCu*2) 45

Figura 3.8. Ciclo catalitico das lacases. Adaptado de Riva (2006).

A oxidacdo de compostos fenolicos mediada pela lacase forma radicais livres
(fenoxi ou fenoxil), os quais podem se acoplar formando dimeros, trimeros ou
polimeros (KOBAYASHI e HIGASHIMURA, 2003; RIVA, 2006). Essa habilidade da
lacase tem sido explorada na conversdo de diferentes micropoluentes com anel fendlico,

conforme mostrado na compilacdo de estudos da literatura apresentada na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3. Diferentes micropoluentes com anel fendlico convertidos pelo tratamento

com lacase em estudos apresentados na literatura.

Composto Fonte de lacase Referéncia
Triclosan Trametes versicolor Kim e Nicell (2006b)
Coriolopsis polyzona Cabana et al. (2009, 2007a e 2007b)
4-nonilfenol Trametes versicolor Tsutsumi et al. (2001)
Trametes sp. Tanaka et al. (2001 e 2003)
Chaetomiaceae sp. Saito et al. (2004)
Coriolopsis polyzona Cabana et al. (2007a e 2007b)
Clavariopsis aquatica Junghanns et al. (2005)
4-octilfenol Trametes sp. Tanaka et al. (2001 e 2003)
Bisfenol-A Chaetomiaceae sp. Saito et al. (2004)
Coriolopsis polyzona Cabana et al. (2007a e 2007b)
Trametes versicolor Diano et al. (2007)
Trametes versicolor Tsutsumi et al. (2001)
Trametes versicolor Kim e Nicell (2006¢)
Trametes versicolor Soares (2005)
Trametes sp. Tanaka et al. (2001 e 2003)
Trametes villosa Fukuda et al. (2001)
N&o informada Modaressi et al. (2005)
Genisteina Phanerochaete sordida Tamagawa et al. (2005)
El Russula delica Graubard e Pincus (1941)
Phanerochaete sordida Tamagawa et al. (2005)
Trametes versicolor Auriol et al. (2007a e 2008)
E2 Russula delica Graubard e Pincus (1941)
Trametes versicolor Tamagawa et al. (2005)
Trametes versicolor Auriol et al. (2007a e 2008)
E3 Russula delica Graubard e Pincus (1941)
Trametes versicolor Auriol et al. (2007a e 2008)
EE2 Trametes sp. Tanaka et al. (2001 e 2003)

Trametes versicolor
Trametes versicolor

Suzuki et al. (2003)
Auriol et al. (2007a e 2008)

Graubard e Pincus (1941) relataram pela primeira vez a oxidacdo de um

composto fendlico catalisada pela lacase. Essa reacdo foi evidenciada pelo consumo de

oxigénio dissolvido num meio reacional contendo lacase e estrogénios em solvente

organico. Embora néo fosse claro o objetivo desses pesquisadores, € de se esperar que

ndo fosse a remocdo da atividade bioldgica dos estrogénios. Com esse proposito a lacase
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foi avaliada pela primeira vez por Tsutsumi et al. (2001), momento em que testes para
determinar atividade estrogénica ja estavam estabelecidos e as metodologias analiticas
sensiveis o suficiente para quantificacdo de micropoluentes. Assim, Tsutsumi et al.
(2001) relataram que o tratamento com lacase de Trametes versicolor foi eficiente na
remocdo da atividade estrogénica dos micropoluentes bisfenol-A e 4-nonilfenol, e

supuseram que os produtos da reacdo fossem oligdbmeros insolUveis.

Fukuda et al. (2001) e Uchida (2001), utilizando lacase de Trametes villosa,
confirmaram que os principais sub-produtos da oxidacdo do bisfenol-A foram
compostos de alta massa molecular® formados pelo acoplamento de radicais fenoxi.
Estudos posteriores mostraram que o tratamento com lacase também pode ser utilizado
na remocdo de outros micropoluentes, como a genisteina (TAMAGAWA et al., 2005) e
0s estrogénios esterdides E1 (TAMAGAWA et al., 2006), E2 (SUZUKI et al., 2003) e
EE2 (SUZUKI et al., 2003; TANAKA et al., 2001; TANAKA et al., 2003). Todos esses
estudos, no entanto, registraram uma atividade estrogénica residual mesmo apds a
remocdo do micropoluente a niveis inferiores ao LD da técnica de quantificacdo
utilizada. Devido a isso, ndo é possivel inferir se a atividade bioldgica residual é devida
a presenca de micropoluente que nao foi degradado ou a presenca de sub-produtos da
oxidacdo enzimatica com atividade estrogénica. Vale ressaltar que, nesses estudos
foram utilizadas técnicas analiticas pouco sensiveis (com LD da ordem de 3 nug.L™) para
detectar as baixissimas concentracdes em que esses micropoluentes apresentam
atividade bioldgica. Além disso, foram tratadas solucdes de micropoluentes em agua
ultrapura com concentracfes da ordem de mg/L e, portanto, muito superiores aquelas
relatadas em efluentes de ETE. Portanto, esses estudos demonstraram apenas que a
lacase catalisa a oxidacdo de micropoluentes com anel fenélico formando produtos com
maior massa molecular, sem, no entanto, avaliar se o tratamento pode remover a
atividade bioldgica nas condigdes reais em que estdo presentes no efluente de ETE, ou
seja, em concentragdes da ordem de ng.L™ e na presenca de outros compostos organicos

em concentragdes muito maiores.

Auriol et al. (2007a), visando investigar essas questdes remanescentes,

¥ Os autores utilizaram analise de cromatografia de permeacdo em gel para estimar as massas dos
subprodutos.
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avaliaram o tratamento com lacase de uma mistura equimolar de quatro estrogénios
esterdides em concentracBes ambientalmente relevantes, com cada um a 0,4 nmol.L™
(cerca de 0,1 pg/L) em duas matrizes aquosas: agua ultrapura e efluente de ETE. Nesse
estudo, utilizou-se CLAE-EM para a quantificacdo das concentracdes residuais de
estrogénios, uma técnica bastante sensivel com LD entre 0,6 e 3 ng.L™, dependendo do
estrogénio e da matriz analisada. Conforme mostrado na Tabela 3.4, os resultados
mostraram que ap6s 1 h de tratamento com 2 x 10* U.L™ de lacase (a pH 7,0 e 25 °C),
as concentracOes residuais de estrogénios foram menores que seus respectivos LD tanto
em &gua ultrapura como no efluente de ETE. Com isso, verifica-se que 0s constituintes
do efluente de ETE néo tiveram um impacto negativo na conversao dos estrogénios,
visto que a quantidade de lacase requerida para a remocao completa dos estrogénios no

efluente ndo foi maior do que utilizada em agua ultrapura.

Em outro estudo, Auriol et al. (2008b) avaliaram a remocdo da atividade
estrogénica pelo tratamento com lacase da mistura de estrogénios esterdides em agua
ultrapura (cada um a 0,4 nmol.L™) e verificaram que a dose de lacase (2 x 10* U.LY) e 0
tempo de tratamento (1h), necessarios para a remocdo dos estrogénios a niveis
inferiores ao LD da quantificagdo por CLAE-EM, foram suficientes para a eliminagao
da atividade estrogénica a niveis inferiores ao LD do ensaio biol6gico, conforme
mostrado na Tabela 3.4. No entanto, para a eliminacdo da atividade da mistura em
efluente de ETE, foi necessario aumentar o tempo de tratamento de 1 para 8 h,
mantendo a mesma dose de enzima (2 x 10* U.L™). Esse resultado sugere que, de
alguma forma, os constituintes do efluente reduziram a eficiéncia do tratamento na
remocao da atividade estrogénica. Contudo, deve-se levar em conta que os efluentes de
ETE também contém uma mistura de outras substancias com atividade estrogénica, o

gue pode resultar em um efeito sinérgico no ensaio.
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Tabela 3.4. Conversdes de estrogénios e da atividade estrogénica apds o tratamento com lacase de uma mistura equimolar de E1, E2, E3 e EE2
em concentracdes ambientalmente. Os experimentos foram realizados em pH 7,0 e 25°C.

[estrogénio]® Atividade enzimatica' Tempo de Matriz Converséo de Remocéo da atividade
(nmol.L™) (U.L™h tratamento (h) Estrogénios ° (%) estrogénica’® (%)
0,4 2 x 10" 1 Agua ultrapura’ ~100 ~100
0,4 2 x 10 1 Efluente de ETE® ~100 97%
0,4 2 x 10 8 Efluente de ETE ~100 ~100

% Concentracédo de cada um dos estrogénios E1, E2, E3 e EE2 numa mistura equimolar.

® Remogdo calculada com base na quantidade residual de cada um dos estrogénios quantificados por CLAE acoplada a EM. Os LD variaram de
0,59 a 1,32 ng.L™* para a mistura em 4gua ultrapura e de 1,74 a 3 ng.L™ para a mistura em efluente de ETE.

° Remocao calculada com base na atividade estrogénica residual determinada pelo ensaio proposto Noguerol et al. (2006).

9 Agua ultrapura obtida pelo sistema Milli-Q.

"Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a oxidacéo de 1 pmol de ABTS por min.

9Remoc&o de ~100% indica que a concentracéo final de estrogénios foi inferior ao limites de detecco.

Fonte : Auriol et al. (2007b e 2008).
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Assim como os demais micropoluentes com anel fendlico, o tratamento com
lacase também pode ser utilizado na conversdao de triclosan. Kim e Nicell (2006b)
demonstraram que a lacase de Trametes versicolor catalisa a transformacéo de triclosan
em soluces com 20 mg/L, diminuindo significativamente a inibicdo do crescimento da
bactéria Vibrio fischeri. Esses resultados indicam ainda que os subprodutos da oxidag&o
enzimética possuem atividade bioldgica muito menor do que a do triclosan ou mesmo
nenhuma atividade. A habilidade do tratamento com lacase’ de remover a atividade
inibitdria do triclosan foi confirmada por Murugesan et al. (2010), utilizando ensaios de

inibicdo do crescimento com as bactérias Escherichia coli e Sphingomonas sp. PH-07.

Cabana et al. (2007a) utilizaram um extrato enzimatico do fungo de degradacéo
branca Coriolopsis polyzona contendo lacase para o tratamento de triclosan a 5 mg/L e
obtiveram 65% de conversdo apds 8 h de reacdo. Por meio da analise de espectrometria
de massas foi possivel identificar os produtos da reacdo como dimeros, trimeros e
tetrdmetros. Em trabalhos publicados posteriormente (CABANA et al., 2009;
CABANA et al., 2007a), foi avaliado o tratamento com lacase de C. polyzona
imobilizada em reatores com operacdo continua e foram obtidas maiores remoc¢es de
triclosan com tempos relativamente curtos de retencdo hidraulica (em torno de
150 min). No entanto, deve-se destacar que as concentragdes utilizadas em todos esses
estudos sdo muito maiores do que as concentragfes em que 0s micropoluentes estéo

presentes em amostras ambientais.

3.10.3 Fatores que influenciam reac6es catalisadas pela lacase e pela HRP

As taxas de conversdo de substratos catalisada pelas enzimas lacase e HRP
dependem, assim como a conversdo de substratos por enzimas oxidorredutivas de um
modo geral, dos seguintes fatores: (i) dosagem inicial de enzima, (ii) pH, (iii)
temperatura, (iv) concentracdo do aceptor final de elétrons, (v) presenca de substancias

que diminuem a inativacdo de enzimas, (vi) presenca de mediadores-redox, entre outros.

3.10.3.1 Dosagem inicial de enzima

A dosagem de enzima é normalmente expressa em unidades de atividade

! A lacase foi obtida por meio da purificagdo do caldo de cultivo do fungo Ganoderma lucidum
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enzimatica por unidade de volume do meio reacional. A atividade enzimaética é a
quantidade de substrato que em uma reacdo catalisada enzimaticamente é convertida em
produto por unidade de tempo em condigdes determinadas. A unidade de atividade
utilizada com maior frequéncia é a unidade internacional de atividade enzimatica (U)
que corresponde a quantidade de enzima que catalisa a conversdao de 1 umol de

substrato por minuto nas condig¢des do ensaio.

De um modo geral, o aumento da atividade inicial da enzima no meio reacional,
aumenta a taxa de conversdo do substrato. Sakuyama et al. (2003) usaram HRP na
conversdo de bisfenol-A e observaram que a remoc¢do, com 1 min de reacdo, aumentou

de 10 para 99% quando a dose inicial de lacase foi elevada de 300 para 6,7 x10* U.L™.

A determinacdo da menor dose de enzima para atingir uma conversdo
estabelecida em um periodo de tempo definido é uma etapa importante, visto que a
enzima € o principal componente do custo do tratamento enzimatico. Assim,
Modaressi et al. (2005), buscando minimizar a concentracdo de lacase utilizada no
tratamento de bisfenol-A em uma solucéo de 1,0 mmol.L™ em &gua ultrapura, realizou
uma série de experimentos com diferentes dosagens de enzima. Nesse estudo, foi
estabelecido que a dosagem Gtima fosse a atividade necessaria para remover pelo menos
95% da concentracao inicial de bisfenol-A apds 3 h de tratamento. A dosagem 6tima
determinada foi de 10 U.L™

3.10.3.2 pH

A atividade das enzimas é de um modo geral dependente do pH e, de acordo
com o substrato utilizado, existe uma faixa de pH na qual essa atividade € maxima. 1sso
ocorre porque os residuos de aminoacidos do sitio ativo agem como acidos ou bases
fracos com funcBes criticas que dependem de sua manutencdo em certo estado de
ionizacdo. Além disso, em outras regiGes da proteina, os residuos de aminoacidos
podem exercer um papel fundamental nas interagcdes que mantém a estrutura da proteina
(NELSON e COX, 2004).

Uma maneira de investigar o efeito desse pardmetro em reacles catalisadas
enzimaticamente ¢ sob condi¢des de “stress” ou estringentes em relagdo a concentragdo

de enzima. Isso significa que uma quantidade insuficiente de enzima é provida de modo
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a evitar a completa converséo do substrato investigado (MODARESSI et al., 2005).

Modaressi et al. (2005) e Kim e Nicell (2006), empregando condigcOes
estringentes na avaliagdo do efeito do pH na conversdo de BFA catalisada pela lacase de
Trametes versicolor, verificaram que o intervalo de pH em que foram obtidas as
maiores conversdes foi entre 5 e 6. J& para a conversdao de estrogénios esterdides
catalisada pela mesma enzima, a faixa 6tima de pH foi um pouco diferente, entre 6 e 7
(AURIOL et al., 2007b).

Por outro lado, o efeito do pH na conversdo de DEE catalisada pela HRP é
menos pronunciado do que no caso da lacase. Para a conversdao de estrogénios
esterdides catalisada pela HRP, AURIOL et al. (2006a) determinaram que a faixa 6tima
de pH foi entre 6 e 8. KHAN e NICELL (2007) relataram uma faixa 6tima de pH

similar, entre 4,5 e 8,5.

Cabana et al. (2007a) utilizaram a metodologia de planejamento fatorial de
experimentos para avaliar o efeito do pH na remogdo de 4-nonilfenol, bisfenol-A e
triclosan. Esses autores verificaram que o da variavel pH foi estatisticamente
significativa e que, de acordo com o modelo obtido, as remog¢6es mais elevadas ocorrem

em pH 5.

3.10.3.3 Temperatura

A atividade catalitica das enzimas é altamente dependente da temperatura,
porém, na medida em que se eleva a temperatura, dois efeitos ocorrem
simultaneamente: a taxa de reacdo aumenta, como ocorre com a maioria das reacoes
quimicas, de acordo com a lei de Arrhenius, e a estabilidade da proteina diminui, devido
a desativacdo térmica, que em niveis extremos pode desnaturar a enzima. Portanto, para
uma reacdo catalisada por enzimas existe uma faixa de temperatura na qual a taxa de
conversdo de substrato € maxima (MARANGONI, 2002).

Auriol et al. (2006b) constataram que a influéncia da temperatura, no tratamento
com HRP dos estrogénios esteroides E1, E2, E3 e EE2, foi significativa no intervalo de
5 a 35°C e que as maiores remocdes foram obtidas entre 25 e 35°C. Qutros autores
obtiveram resultados similares para a remocdo do xenoestrogénio BFA, como
Sakuyama et al. (2003), utilizando HRP (20°C), e Sakurai et al. (2001) utilizando
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peroxidase de Coprinus cinereus (25°C).

Cabana et al. (2007a) utilizaram a metodologia de planejamento fatorial de
experimentos para avaliar o efeito da temperatura na remocgéo de 4-nonilfenol, bisfenol-
A e triclosan. Esses autores verificaram que o efeito dessa variavel foi estaticamente
significativo e que, de acordo com o modelo obtido, as maiores remog¢fes ocorrem a
50°C. Vale destacar que, no modelo obtido, a interagdo entre as variaveis pH e

temperatura também foi estatisticamente significativa.

3.10.3.4 Concentracdo do aceptor final de elétrons

Em reacdes de oxidorreducdo catalisadas por enzimas, o substrato enzimatico
(doador de elétrons) é oxidado e, a cada volta completa do ciclo catalitico, seus elétrons
sdo transferidos para o aceptor final de elétrons, que por sua vez €é reduzido. No ciclo
catalitico das peroxidases, mostrado na Figura 3.5, verifica-se que duas moléculas de
substrato sdo oxidadas para cada molécula de H,O, reduzida. Assim, 0 aumento da
concentracdo de H,O, acelera a conversdo de substrato catalisada pela HRP. Por outro
lado, o excesso de H,O, favorece a reacdo do composto Il com peréxido, formando o
composto 111, uma forma menos ativa da enzima. A inativacdo da HRP ocorre muito
rapidamente, sendo o tempo de meia-vida da ordem de minutos. Desse modo, nas
reacOes catalisadas por peroxidases, a concentracdo de H,O, no meio reacional
(expressa geralmente como razdo molar H,O,/substrato) é um fator importante, visto
que efeitos inibitérios do H,O, sobre a enzima podem ser causados pelo excesso de
H.0, e reducgbes nas taxas de conversao de substrato podem ser causadas por uma razao

molar H,O,/substrato inferior ao valor 6timo.

Sakurai et al. (2001) avaliaram o efeito da dosagem de H,O, na conversao de
bisfenol-A catalisada pela peroxidase de Coprinus cinereus. Os autores verificaram que
a eficiéncia aumentou até uma razdo molar H,O,/substrato entre 1,9 e 2,5, e que
acréscimos acima dessa faixa diminuiram a eficiéncia de remocdo. Esses autores
verificaram que, se assumissem que a razdo molar 6tima fosse 2, a razdo H,0O, por
grupo OH se tornaria 1, coincidindo com a razdo molar 6tima para remocéao de fenol
relatada por Flock et al. (1999 apud SAKURAI et al., 2001) e Vasudevan e Li (1996
apud SAKURAI et al., 2001)).
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O ciclo catalitico da lacase (Figura 3.8) mostra que, em suas reacdes de
oxidorreducdo, o oxigénio molecular atua como aceptor final de elétrons, o que permite
que a enzima retorne a seu estado nativo podendo, assim, catalisar a oxidagdo de outras
moléculas de substrato. Portanto, € de se esperar que quanto maior a concentracdo de
oxigénio dissolvido na mistura reacional, maior serd a taxa de conversao do substrato.
No entanto, ndo foi encontrado nenhum estudo na literatura avaliando o efeito da
concentracdo de oxigénio dissolvido na conversdo de substratos fenolicos. Apesar disso,
alguns estudos, como o de Kim e Nicell (2006a) e Auriol et al. (2007a), enfatizam em
seu procedimento experimental, a necessidade de uma agitacdo vigorosa da mistura

reacional antes da adigdo de lacase até atingir a saturacéo de oxigénio.

3.10.3.5 Presenca de substancias que reduzem a inativagdo da enzima

Mesmo quando as condi¢bes experimentais sdo ajustadas para maximizar a
atividade e estabilidade catalitica, as enzimas estdo sujeitas a inativacdo, principalmente
devido a interagcBes com os produtos da reacdo. Apos a reacdo, 0s produtos devem se
desligar do sitio ativo da enzima para ndo impedir a entrada de outras moléculas de
substrato. No entanto, isso ndo acontece em algumas reacdes catalisadas por enzimas,
devido as fortes interacBes moleculares do produto com o sitio ativo. Um recurso
utilizado para contornar esse problema é a utilizacdo de polimeros que apresentem
maior afinidade com os produtos da reacdo do que a afinidade da enzima pelos

produtos.

No caso das peroxidases, o polietilenoglicol (PEG) tem se mostrado um aditivo
particularmente efetivo em reduzir a inativacdo. Dependendo da massa molecular do
PEG, da quantidade de enzima e de substrato, pode diminuir a inativacdo durante as
reacOes enzimaticas de 4 a 200 x (KIM e NICELL, 2006c).

No caso da lacase, aditivos como PEG, Ficoll e poli(vinil alcool) reduzem
substancialmente as taxas de inativacdo da enzima. O PEG é um aditivo particularmente
interessante porque ndo é toxico e foi declarado proprio para consumo humano pelo
FDA dos EUA (agéncia governamental que regula a liberacdo da venda de
medicamentos e alimentos) (MODARESSI et al., 2005). Kim e Nicell (2006b)
verificaram que a adicdo de 50 mg/L de PEG de 35 kDa ao meio reacional, reduziu em

50% a quantidade de lacase utilizada na converséo de triclosan.
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3.10.3.6 Uso de mediadores-redox

Mediadores-redox sdo compostos de baixa massa molecular que mediam a
transferéncia de elétrons entre compostos que ndo sdo substrato e enzimas oxidativas,
aumentando assim a gama de compostos que a enzima pode oxidar. No caso das
enzimas oxidativas lacase e HRP, que atuam preferencialmente em compostos
fendlicos, o uso de mediadores-redox permite que essas enzimas atuem em compostos
ndo-fenolicos. Na Figura 3.9 sdo mostradas a oxidacdo de compostos que s&o substratos
de uma enzima oxidativa, bem como a oxidacdo de compostos que nédo sdo substratos,
em presenca de mediadores-redox. Inicialmente, a enzima em seu estado reduzido
transfere seus elétrons para o seu aceptor-final de elétrons (oxigénio, no caso da lacase,
e perdxido de hidrogénio no caso da HRP), com isso a enzima passa para 0 seu estado
oxidado. No momento em que ocorrem as interacdes enzima-substrato, o sitio ativo da
enzima abstrai elétrons do substrato e libera o produto oxidado e, com isso, a enzima
retorna ao seu estado reduzido novamente. Quando um mediador-redox estd presente,
este pode ser oxidado pela enzima e, subsequentemente, oxidar outra molécula, que
pode ser substrato ou ndo da enzima, resultando na formacdo do produto oxidado e na
regeneracdo do mediador. Dessa forma, o uso de mediadores oferece importantes
possibilidades para aumentar a gama de compostos que podem ser oxidados pela acao
da enzima oxidativa ou para criar modos multiplos de ataque ao substrato, levando com

isso, a0 aumento da conversdo do composto alvo.
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Figura 3.9. Mecanismo de acdo dos mediadores-redox. AFE e AFEq: aceptor final de
elétrons em seus estados oxidado e reduzido; E e Eqyig: €nzima em seu estados reduzido
e oxidado; S e Syyiq: substrato em seu estados reduzido e oxidado; M e Myyiq: mediador-
redox em seu estados reduzido e oxidado; NS e NSig: composto ndo-substrato em seu
estados reduzido e oxidado, respectivamente; P: produtos.

Na literatura sdo encontrados diversos estudos que utilizam mediadores-redox
para aumentar as taxas de conversdo de reacOes catalisadas pela lacase. Murugesan et
al. (2010), por exemplo, avaliaram o uso de mediadores-redox na conversao de triclosan
catalisada por uma lacase do fungo Ganoderma lucidum e, entre os varios mediadores
testados, 0 1-hidroxibenzotriazol (HBT) e siringaldeido aumentaram a conversao de
triclosan de 56,5% para 90%, com um tempo de reacdo de 24 h. Ensaios de toxicidade
com a bactéria Escherichia coli mostraram que os produtos da reacdo (dimeros e
trimeros) possuem atividade inibitéria muito menor do gue triclosan. Por outro lado, os
estudos sobre 0 uso de mediadores-redox para reagdes que utilizam HRP s&o escassos

para aplicacOes ambientais.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste item serdo apresentados:

e Os reagentes e acessorios analiticos utilizados nos experimentos e metodologias
analiticas;

e As metodologias empregadas na caracterizacdo das enzimas lacase e HRP;

e As técnicas analiticas utilizadas na quantificacdo de triclosan e H,O, e na
determinacdo da atividade enzimaética;

e Os protocolos experimentais utilizados na avaliagdo da atividade antibacteriana;

e As condigdes dos experimentos utilizados no estudo dos processos catalisado por
lacase e catalisado por HRP na converséo de triclosan em concentragdes da mesma
ordem de grandeza do seu limite de solubilidade (12 mg.L™) e em concentracdes

ambientalmente relevantes.
4.1 Materiais

Preparados enzimaticos contendo lacase de Trametes versicolor e HRP foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Brasil) e suas principais caracteristicas estdo descritas na
Tabela 4.1.

Os reagentes triclosan, fosfato de potassio monobaésico, fosfato de sddio
dibasico, acido citrico, glicerol, fenol, 4-aminoantipira (AAP), &cido 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolino-6-sulfénico) (ABTS), vermelho de fenol, siringaldazina, alcool
veratrilico, 3,4-dihidroxibenzoato de etila, siringaldeido, acido p-coumérico, acido
siringico, pirocatecol e os meios em p6 caldo Mueller-Hinton e caldo de soja triptica

foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Peroxido de hidrogénio a 30% (v/v), cloreto de béario, acido sulfurico e agar-agar
foram adquiridos da VETEC. Metanol absoluto e acetonitrila (ambos grau HPLC)
foram adquiridos da Tedia (Brasil).

Os cartuchos para extracdo em fase solida OASIS HLB de 6 cc e 200 mg foram

adquiridos da Waters.

No ensaio para determinacgéo da atividade antibacteriana foram utilizados frascos
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de cultura, tubos criogénicos e microplacas de 96 pocos TPP e placas de petri

descartéveis e algas microbioldgicas da Krall.

A cepa de referéncia liofilizada da bactéria Escherichia coli K12 (ATCC 23716)
foi adquirida da “American Type Colection Culture” (ATCC).

No preparo de todas as solugdes aquosas, foi utilizada agua ultrapura (com
resistividade superior a 18,2 MQ.cm) obtida a partir do sistema Milli-Q Biocell da
Millipore.
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Tabela 4.1. Principais caracteristicas dos preparados enzimaticos contendo lacase e HRP
comercializados pela Sigma-Aldrich.

Lacase HRP
Sindnimo - Doador:peroxido de
hidrogénio oxidoredutase
EC 1.10.3.2 1.11.1.7
CAS 80948-15-3 9003-99-0
Caddigo do produto 38429 P8125

Nome comercial

Atividade nominal

Unidade de atividade

Fonte bioldgica

Tipo

Forma

Temperatura de
armazenamento

Solubilidade

Laccase from Trametes
versicolor

>0,5U/mg

1U corresponde a
quantidade de enzima que
converte 1umol de catecol
por minuto a pH 6,0 e 25°C

Caldo de cultivo de
Trametes versicolor

PO

2-8°C

Peroxidase from horseradish

50 a 150U/mg de solido

1 U corresponde a
quantidade de enzima que
forma 1,0mg de
purpurogalina a partir de
pirogalol em 20 segundos a
pH 6,0 e 25°C

Raizes da planta Armoracia
rustica

P46 liofilizado
essencialmente livre de sais

2-8°C

10 mg.L™* (em tampéo
fosfato 0,1 mol.L, pH 6,0)

Fonte: HTTP://sigma-aldrich.com, acesso em 26/06/2008.

4.2 Avaliacdo da pureza e determinacdo do teor de proteinas dos preparados
enzimaticos contendo as enzimas

A pureza dos preparados enzimaticos comerciais contendo lacase e HRP foi

avaliada pela técnica SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
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dodecilsulfato de sodio) utilizando gel de corrida 10% e gel de nivelamento 4%. Apds a
corrida eletroforética, os géis foram corados com azul brilhante de Coomassie. Em
canais paralelos as amostras, foi aplicada uma mistura de padrdes de massas
moleculares da BIO-RAD com as seguintes massas: 250, 150, 100, 75, 50, 37 e 25 kDa.

O teor de proteina dos preparados enzimaticos foi determinado pelo método de
Bradford (1976). Este método é baseado na interacdo entre o corante azul brilhante de
Coomassie e moléculas de proteinas com residuos de aminoécidos com cadeias laterais
basicas ou aromaticas. Uma aliquota de 0,1 mL de uma solucéo de enzima de 5 g.L™* foi
misturada com 1 mL de solugdo de corante’ mediante agitacdo. Apés 10 min, foi
medida a absorbancia a 595 nm em uma cubeta descartavel. A concentracdo de proteina
na solucéo de preparado enzimatico foi determinada pela interpolacdo em uma curva de
calibracdo formada por padrfes de albumina de soro bovino com concentragdes
variando de 0,01 a 0,1 g.L™. O teor de proteinas no preparado enzimatico foi calculado

de acordo com a equacdo 1.

C
T.P.(%) = "% 100% (1)
enzima
Onde: T.P. é o teor de proteinas em % no preparado enzimatico, Cenzima @ CONCeNtracdo
de preparado enzimético em solucéo, em g.L?, e Chroteinas @ CONCeNtracao de proteinas no

preparado, em g.L™*, determinada pelo método de Bradford.
4.3 Conversao de triclosan catalisada por lacase

Antes do tratamento com lacase, foram realizados experimentos com a solugédo
de triclosan para avaliar se, durante o periodo de reacdo, ocorre remoc¢ado de triclosan
por outros mecanismos, como adsor¢cdo nas paredes dos recipientes, interacfes
moleculares com a enzima ou fotdlise pela iluminacdo utilizada no laboratorio (lampada

a vapor de mercdrio).

Para avaliar a remogdo de triclosan por fotdlise, 5 mL de triclosan foram
agitados em um béquer transparente, exposto a luz de laboratorio, em pH 5,0 e 25 °C,

durante 6 h (s/ lac; ¢/ luz). Para avaliar a adsor¢do nas paredes do recipiente de vidro, 0

! A solugéo de corante foi preparada pela dissolucéo de 100 mg de Coomassie Blue Brilhante em 50 mL
de etanol 95 % seguida pela adi¢do de 100 mL de acido fosforico 85 % m/v)
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experimento foi realizado de modo similar, porem em um ambiente protegido da luz (s/
lac; s/ luz). A remocdo de triclosan por interacbes moleculares com as enzimas foi
avaliada por meio da agitacdo de 5mL de triclosan, em um béquer de 10 mL na
auséncia de luz, contendo 0,8 U/mL de lacase inativa, durante 6 h, em pH 2,0 (c/ lac pH
2,0). Esses experimentos foram comparados com o tratamento da solucéo de triclosan
com 0,8 U/mL de lacase, em pH 5,0, na auséncia de luz, durante 6 h de agitagéo
(c/ lac pH 5,0).

No tratamento com lacase, a reacdao foi iniciada pela adicdo de uma solucdo-
estoque (preparada pela dissolucdo de preparado enzimatico em agua ultrapura) com
uma concentragdo de 55,4 mg/mL. Essa solucdo-estoque possui uma atividade

enzimatica aproximadamente 50 x superior a utilizada nos experimentos.

4.3.1 Determinagdo da atividade enzimética

A atividade da solucdo-estoque de lacase foi determinada antes seu uso,
utilizando um ensaio colorimétrico baseado na oxidacdo do ABTS. A mistura reacional
consistiu de 0,2mL de solucdo aquosa de ABTS 20 mmol.L™, 0,8 mL de tampdo
citrato-fosfato pH 5,0 (0,1mol.L™/0,2mol.L™?") saturado de oxigénio e 1 mL solucdo de
lacase em tampéo citrato-fosfato pH 5,0. A oxidacdo de ABTS, formando o radical
cation ABTS (ABTS™), foi monitorada a 420 nm, com coeficiente de extingdo molar (&)
de 3.600 mol™.L.cm™. Uma unidade de atividade enziméatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima que converte 1 umol de ABTS em seu radical cation por minuto
em pH 5,0 e 25 °C (FUKUDA et al., 2001).

Para avaliar o efeito do pH na atividade catalitica da lacase, foi utilizado
siringaldazina como substrato colorimétrico, segundo metodologia modificada de
Szklarz et al. (1989), pois a oxida¢do do triclosan é mais similar a da siringaldazina do
que do ABTS. Este método baseia-se na oxidacdo do substrato enzimatico
siringaldazina até sua forma quinona, que apresenta absorcdo em 525 nm
(e = 65.000 mol™.L.cm™). A uma cubeta de 2 mL, foram adicionados (i) 50 uL de
solugdo-estoque de lacase, (ii) 1750 pL de tampéo citrato-fosfato (0,2 mol.L™ de fosfato
- 0,1 mol.L™ de citrato), com pH entre 2 e 8, (iii) 200 pL de siringaldazina 1,0 mmol.L™
e (iv) 0,2 mL de agua destilada. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida

como a quantidade de enzima que converte 1 umol de siringaldazina por minuto a
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25°C.

4.3.2 Avaliagdo dos principais fatores que influenciam as reacfes catalisadas por
lacase

As influéncias dos parametros pH e temperatura na conversao de triclosan
catalisada por lacase foram avaliadas utilizando uma concentragéo de triclosan de
20 pmol.L™? (5,8 mg.L™), afim de evitar as dificuldades analiticas quando se trabalha
com concentragdes muito baixas, similares aguelas encontradas em matrizes ambientais
(da ordem de pg.L™). Nesses experimentos, as reacdes enzimaticas foram realizadas em
frascos @mbar de 4 mL (vial), utilizando um volume reacional de 1 mL. O procedimento
experimental consistiu em: (a) transferir volume de solucéo estoque de lacase, inferior a
5% do volume reacional; (b) adicionar 1 mL de solucéo de triclosan de 20 pmol.L™ em
tampé&o citrato-fosfato com pH entre 3 e 9 ao frasco (preparada pela dissolugédo da
solucéo estoque de triclosan em metanol de 10 mmol.L™) com a enzima; e (c) incubar
os frascos em um “shaker” com temperatura controlada (entre 10 e 40 °C) e agitacdo de
200 rpm. Apo6s um periodo de incubacdo, a reacdo foi interrompida pela adicdo de um
volume de H3PO,4 3 mol/L suficiente para reduzir o pH para 2,0. Logo em seguida, as
concentracOes residuais de triclosan foram determinadas pelo método descrito

posteriormente no item 4.5.

4.3.3 Determinacéo dos parametros cinéticos Kpy, Vimax € Keat

Para a determinacdo dos parametros cinéticos K € Vimax, as reacdes enzimaticas
foram realizadas em um reator de vidro ambar de 10 mL, descrito na Figura 4.1,
utilizando um volume reacional de 5mL. A agitacdo foi provida por um agitador
magnético. A temperatura de 25 °C foi controlada por meio de um banho térmico (TE
184, Tecnal, Brasil). Foram utilizadas solugdes de triclosan com concentracfes de 3 a

30 pmol/L em tampéo citrato-fosfato pH 5,0 (10 mmol.L*-20 mmol.L™).
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1 — Tubos para circulacio

2 — Agitador magnético

3 - Termometro

4 — Banho térmico

5 — Reator batelada

Figura 4.1. Desenho esquematico do reator batelada com temperatura controla por um
banho térmico utilizado nas reacdes enzimaticas para determinacdo dos parametros

Inicialmente, um volume de 5 mL de solucéo de triclosan foi agitado até atingir
equilibrio térmico (com o ambiente) e a saturacdo de oxigénio. Apos determinacdo da
atividade enzimatica da solucdo-estoque de lacase, transferiu-se 15U de lacase ao
reator, atingindo uma atividade inicial de 3,0 U/mL no meio reacional. Aliquotas de
100 pL do meio reacional foram retiradas nos tempos 10, 40, 100 e 220 s e transferidas
para frascos ambar (vials) de 1 mL, os quais continham 100 pL de HsPO, a 0,21 mol.L™
para interromper a reacdo. As concentracdes residuais de triclosan foram determinadas

pelo método descrito posteriormente no item 4.5.

O parametro k.4 foi determinado de acordo com a equagéo 2:

Vmax
kcat = ﬁ (2)

Onde [E] é a concentracdo molar de enzima no meio reacional, Vi é taxa maxima de
conversdo de substrato estimada por meio do gréafico duplo-reciproco de Lineweaver-
Burk.

A concentracdo molar de lacase no meio reacional foi determinada conforme

descrito na equacao 3.
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AE. .. (U/mL 9
fea@ao ( ) : Cenzima (mg/l—) : TP( & m/m)
(U/mL) 100% (3)

M rIacase (Da)

[LAC] (mOI/L) = A.E'SOIUGéO'GStoque

Onde: [LAC] é a concentragdo de lacase no meio reacional (em mol/L), A.E.reacio @
atividade de lacase (em U/mL) no meio reacional, Cenzima @ COncentracdo de enzima
comercial na solugéo-estoque, A.E.solucio-estoque @ atividade (em U/mL) da solugéo-
estoque de lacase, Mrqcase @ massa molecular da lacase (determinada no item 4.2) e T.P.

o teor de proteinas (em % m/m) da lacase comercial (determinado no item 4.2).
4.4 Conversao de triclosan catalisada por HRP

Antes do tratamento com HRP, foram realizados experimentos com a solucgéo de
triclosan para avaliar se, durante o periodo de reacdo, ocorre remocao de triclosan por
outros mecanismos, como adsor¢do no vidro ou plastico dos recipientes, interacdes
moleculares com a enzima ou fotdlise pela iluminagdo do laboratério (lampada a vapor
de mercurio). Nesses experimentos a solucdo de triclosan foi agitada em um béquer

transparente, em pH 7 e 25 °C, com enzima inativa e por um periodo maximo de 6 h.

No tratamento com HRP, a reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de uma solucéo-
estoque (preparada pela dissolucdo da enzima em p6 em agua ultrapura) com uma
concentracdo de 0,1 mg/mL. Essa solucdo-estoque possui uma atividade enzimatica

aproximadamente 30 vezes superior a utilizada nos experimentos.

4.4.1 Determinacdo da atividade enzimatica

Para determinar a atividade de HRP, foram utilizados os ensaios colorimétricos
com fenol/AAP e com ABTS.

No primeiro ensaio, o fenol atua como substrato redutor e AAP
(4-aminoantipirina) como substrato cromogénico e a enzima HRP catalisa a conversao
de moléculas de fenol a radicais fendxi. Esses radicais reagem com AAP e H,0,
formando o corante quinoneimina. Esse ensaio ndo é indicado para medir a atividade
enzimatica durante a conversdo de triclosan, devido a interferéncia dos produtos da

reacdo (ZHANG e NICELL, 2000). O ensaio utiliza uma mistura reacional composta
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por 10 mmol.L™ de fenol, 0,2 mmol.L™ de H,O, em tampdo fosfato pH 7,4
(0,1 mol.L™), 2,4 mmol.L™ de AAP e solucdo contendo HRP, em um volume total de
ImL. Uma unidade de atividade foi definida como o nimero de micromoles de H,0;
consumido por minuto a pH 7,4 e 25°C, que é proporcional a taxa de formacgdo de
quinoneimina (esio nm = 7.100 M*.cm™) . A absorbancia a 510 nm foi monitorada a cada
segundo durante 1 min ap6s o inicio da reagdo (NICELL e WRIGHT, 1997; WAGNER
e NICELL, 2002).

No segundo ensaio, o substrato colorimétrico ABTS é oxidado na presenca de
H,0,, formando o radical cation ABTS (ABTS™). A taxa de formacéo desse radical
cation (que é proporcional a atividade enzimatica) foi monitorada pela absorbancia em
405 nm (e405nm = 18600 M™t.cm™). A mistura reacional consistiu de 0,170 mL de
solucdo aquosa de ABTS 20 mmol.L™", 0,660 mL de tampio fosfato pH 6,0
(0,2 mol.L™), 1 mL de amostra contendo a enzima HRP em tamp&o pH 6,0 e 0,170 mL
de H,0, 10 mmol.L™ . Uma unidade de atividade enziméatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima que converte 1 pmol de ABTS em seu radical cation por minuto
em pH 6,0 e 25 °C.

Foram preparadas solucdes com quantidades de HRP na faixa utilizada nos
tratamentos e suas atividades foram medidas por ambos os métodos (fenol/AAP e
ABTS). Verificou-se uma relacdo linear entre os valores de atividade obtidos por esses
métodos, conforme mostrado na Figura 4.2. A relacdo linear entre as unidades de
atividade foi utilizada para converter unidade de atividade com ABTS (Uagts) em
unidade de atividade com PhOH/AAP (Upnon/aap) NO tratamento de uma solugdo de

triclosan em concentracdo ambientalmente relevante.
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Figura 4.2. Correlagdo entre as unidades de atividade medida com fenol/AAP e
atividade medida com ABTS.

4.4.2 Determinacdo de H,O, durante a cinética de converséo de triclosan

Para a determinacdo da concentracdo de H,O, durante a conversdo de triclosan
catalisada por HRP, foi utilizada HRP e vermelho de fenol, seguindo os procedimentos
descritos por Kerem et al. (1999) e com modificagBes necessarias para que as reacdes

fossem realizadas nos pocos de uma microplaca.

Em intervalos regulares, foram retirados 400 puL do meio reacional e transferidos
para quatro pocos (sendo 100 pL em cada um). Em seguida, adicionaram-se: (i) 60 pL
de tampéo succinato de sédio pH 4,6 (100 mmol.L™), (ii) 20 pL de vermelho de fenol a
0,100 mg/L e (iii) 20 uL de HRP 98 mg/L em cada poco. Agitou-se a microplaca
durante 5 min em um mini-shaker e, em seguida, adicionou-se 20 uL de KOH a
1 mol.L™ para interromper a reacéo. A absorbancia em 620 nm nos pocos foi lida em
uma leitora de microplacas da BIO-TEK modelo EL808. Foi obtida uma curva de
calibracdo com 12 concentracbes de H,O, e em 4réplicas, seguindo o mesmo
procedimento utilizado para as amostras. A concentracdo de H,O, comercial (de
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35,3% v/v) foi determinada por espectrofotometria em 230 nm, no qual o coeficiente de

extingdo molar é 81 mol™.L.cm™.

4.4.3 Avaliacdo dos principais parametros gque influenciam a conversdo de triclosan
catalisada pela HRP

As influéncias dos pardmetros pH, temperatura, razdo molar H,O-/triclosan,
presenca de mediador-redox, tempo de reacdo e concentracdo de enzima na conversao
de triclosan catalisadas por HRP foram avaliadas utilizando uma concentracdo de
triclosan de 20 pmol.L™* (5,8 mg.L™). Considerando que os efeitos desses pardmetros
serdo similares em concentracdes da ordem de mg.L™ ou da ordem de ug,L™, essa
concentracdo de triclosan nesses experimentos foi selecionada de modo que fossem
evitadas as dificuldades analiticas quando se trabalha com concentragdes muito baixas,
similares aquelas encontradas em matrizes ambientais (da ordem de pg.L™" ou mesmo

emng.L?).

As condicgdes dos experimentos utilizados para avaliar os efeitos dos principais

parametros reacionais estdo mostradas na Tabela 4.2..
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Tabela 4.2. Condi¢bes dos experimentos utilizados para avaliar o efeito dos principais parametros (pH, temperatura, razdo molar
[H.O,]/triclosan, dose de HRP, tempo de reacéo e presenca de mediador) da conversao de triclosan catalisada por HRP. A concentragao inicial de
triclosan foi de 20 pmol.L™.

PARAMETRO AVALIADO

CONDICOES REACIONAIS pH Temperatura  [H,O;]/[triclosan]  Dose de HRP Tempo Mediador
pH 3-9° 7 7 7 7 7
Temperatura (°C) 25 10-40° 25 25 25 25
Razao molar H,Oo/triclosan 1,5 1,5 0-1° 15 1,5 1,5
Atividade inicial de HRP (U/mL) 0,10 0,10 0,10 0,1-1,0° 0,25-1° 0,10
Tempo de reagdo (min) 60 60 60 60 0-360" 60
Razdo molar mediador/triclosan - - - - - 19

Os valores de pH avaliados foram 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9. Os experimentos foram realizados em duplicata.

® As temperaturas avaliadas foram 10, 20, 30 e 40 °C

¢ As concentracdes utilizadas de H,O, foram de: 0; 2,5; 5,0; 7,5; 10; 12,5; 15 e 20 pmol.L™

9 As atividades iniciais de HRP foram de 0,1; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 U/mL.

®" Foram realizadas quatro cinéticas, com medidas da concentracio de triclosan nos tempos de 0, 30, 60, 90, 120, 180, 240 e 360 min. Foram
utilizadas as seguintes atividades iniciais de HRP: 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 U/mL.

9 Os mediadores-redox foram testados individualmente no meio reacional. Um experimento sem mediador foi utilizado para fins de comparacéo.

Todos os experimentos foram realizados em duplicata e simultaneamente.
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Nesses experimentos, as reaces enzimaticas foram realizadas em frascos &mbar
(vials) de 4 mL, com volume reacional de 1 mL. VVolumes apropriados (inferiores a 5%
do volume reacional) da solucdo-estoque de HRP foram adicionados aos vials. A
dosagem de enzima variou de 0,1 a 1,0 U/mL. A reacdo foi iniciada pela adicdo de
solucdo de triclosan 20 umol.L™* com H,0,, em tampdo citrato-fosfato em diferentes pH
ao vial contendo a enzima, com ou sem mediador-redox. A razdo molar H,Oy/triclosan
dessas solucdes variou de 0,1 a 1,0 e o pH de 3 a 9. Em seguida, os vials foram
mantidos em uma incubadora com agitacdo orbital em uma determinada temperatura
(entre 10 e 40 °C) e agitagdo de 200 rpm. A reacdo nos frascos foi interrompida pela
adicdo de um volume de HsPO, a 3 mol.L™ suficiente para reduzir o pH do meio
reacional para 2,0. As concentracBes residuais de triclosan foram determinadas de
acordo com o método descrito posteriormente, no item 4.5. O efeito da adicdo de
mediador-redox no meio reacional contendo triclosan, H,O, e HRP foi avaliado na
propor¢do molar (mediador/triclosan) de 1,0. As estruturas quimicas dos mediadores-

redox testados estdo mostradas na Figura 4.3.
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Figura 4.3. Estruturas quimicas dos mediadores redox siringaldazina, catecol, &cido p-
coumarico, protocatecuato (DHBE), siringaldeido, alcool veratrilico e acido siringico.
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4.4.4 Determinacao dos parametros cinéticos Kpy, Vmax € Keat

Para a determinacdo dos parametros cinéticos Km e Vmax, as reacdes enzimaticas
foram realizadas no reator descrito na Figura 4.1. Misturas de H,O,/triclosan foram
preparadas em tampéo citrato-fosfato (10 mmol.L™-20 mmol.L™") com concentragdo de
triclosan entre 3 e 30 pmol.L™ e uma raz&o molar H,O,/triclosan de 1,5.

Uma aliquota de 5 mL da mistura de H,O,/triclosan foi transferida para o reator
e, apbs atingir equilibrio térmico, 5.0 U de HRP foi adicionado. Subsequentemente,
aliquotas de 100 pL foram retiradas em intervalos de 30 s e transferidas para vials
ambar contendo 100 pL de HsPO4; a 0,21 mol.L™ para interromper a reacdo. Esse
procedimento foi realizado para cada uma das concentracdes de triclosan utilizadas. As
concentracdes residuais de triclosan foram determinadas de acordo com o método
descrito no item 4.5. Os dados foram utilizados para determinar as taxas iniciais de
reacdo e os graficos de duplo-reciproco de Lineweaver-Burk permitiram estimar os

parametros Km € Vimax.

O pardmetro kc; foi determinado por meio da equacdo (2, utilizando a

concentragdo molar de HRP no meio reacional estimada por meio da equagé&o 4:

[HRP](mol/L) = A'E'reagao (U/mL) : ]
AE (U/mL) ' solugao-estoque

*—solucdo-estoque

Onde: [HRP] e a concentragdo de HRP no meio reacional (em mol/L), A.E.reacio @
atividade de HRP (em U/mL) no meio reacional, A.E.soiucso-estoque @ atividade (em U/mL)
da solucéo-estoque de HRP, [HRP]soicao-estoque @ CONcentracdo (em mol/L) da solugéo
estoque de HRP determinada por espectrofotometria em 403 nm (&403nm = 0,102 mol

! L.em™,), de acordo com o procedimento descrito em Smith et al. (1992).

445 Conversdo de triclosan em concentracdo ambientalmente relevante

A concentragdo de triclosan utilizada (10 pg.L™) foi similar as concentragdes
relatadas em efluentes de ETE (KANTIANI et al., 2008). A solucéo foi preparada pela
dissolucdo de um volume apropriado de solucéo-estoque de triclosan de 10 mmol.L™

em tampéo citrato-fosfato (10 mmol.L™-20 mmol.L™) com H,0, com uma razéo molar
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H,O,/triclosan de 1,5. As rea¢Bes enzimaticas foram realizadas em um volume reacional
de 200 mL em frascos de vidro &mbar de 500 mL (Duran, Schott), que foram incubados
em uma incubadora com agitacdo a 25°C. Quatro experimentos foram realizados
simultaneamente com as seguintes atividades iniciais de HRP: 0, 0,5, 1,0 e 2,0 U/mL.
Apos 5 h de reacdo, acido fosforico concentrado foi adicionado a mistura reacional para
reduzir o seu pH a 2,2. Logo em seguida, as amostras foram concentradas por extracao
em fase sdlida, reconstituidas com 200 uL de acetonitrila/agua pH 2,2 (55:45) e
mantidas sob refrigeracdo (-20 °C) até 0 momento da analise cromatogréafica, conforme

mostrado no fluxograma da Figura 4.4.
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Figura 4.4. Fluxograma mostrando as etapas do procedimento experimental utilizado na
conversdo de triclosan catalisada por HRP em uma concentracdo ambientalmente
relevante.

Cartuchos Oasis HLB cartridges (200 mg, 6 cc) da Waters (EUA) foram usados
para a extracdo do triclosan das solugdes tratadas. O sistema utilizado para a extracao
em fase solida, com bomba de vacuo, manifold e cartuchos, esta mostrado na Figura
4.5.
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Bombade
vacuo

Figura 4.5. Aparato experimental utilizado para a extracdo em fase solida das amostras
de triclosan em concentra¢do ambientalmente relevante.

Inicialmente, os cartuchos foram condicionados com a passagem de 2 x 3 mL de
metanol seguido pela passagem de 2 x 3 mL de agua em pH 2,2. Em seguida, as
amostras (200 mL) foram passadas pelos cartuchos a uma vazdo de 1 mL/mim. Os
cartuchos foram lavados com 2 x 3 mL de uma mistura de dgua/metanol a 5% (v/v) em
pH 2,2 e secos com o auxilio de vacuo. O analito foi eluido dos cartuchos com 2 x 2 mL
de metanol absoluto e o eluato coletado em um frasco &mbar de 4 mL (vial). O metanol
foi evaporado sob um fluxo suave de nitrogénio, conforme mostrado no fluxograma da
Figura 4.6. Os frascos com os extratos secos foram guardados em um dessecador até o

momento em que foram reconstituidos com a fase movel.
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Figura 4.6. Fluxograma mostrando as etapas do procedimento experimental utilizado na
extracdo em fase solida (EFS) das amostras de triclosan em concentracdo
ambientalmente relevante.

4.5 Determinacdo da concentracdo de triclosan

A concentracdo de triclosan foi determinada por meio de um equipamento de
cromatografia da Shimadzu modelo LC-20A, equipado com uma coluna C18 da
Shimadzu modelo Shim-Pack VP-ODS (tamanho 250,0 x 4,6 mm) e um detector
UV/VIS. A temperatura da coluna foi mantida em 40 °C. O volume de amostra injetado
na coluna foi de 20 pL e a deteccdo do triclosan foi realizada no comprimento de onda
de 280 nm.
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Para as amostras provenientes das reagdes com uma concentracdo inicial de
triclosan de 20 pmol.L™?, catalisadas por lacase e HRP, foi utilizada uma fase mével
composta por acetonitrila (80% v/v) e agua ultrapura em pH 2,2 (20% v/v), a uma vazéo
de 1,3 mL/min.

Para as amostras provenientes do tratamento com HRP de uma solugéo de
triclosan com uma concentracdo inicial de 10 pg.L™ (concentradas por EFS e
reconstituidas com a propria fase movel) foi utilizada uma fase movel composta por
acetonitrila (55% v/v) e agua ultrapura em pH 2,2 (45% v/v), a uma vazdo de
2,0 mL/min.

4.6 Determinacdo da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana das amostras obtidas dos tratamentos enzimaticos foi
avaliada por meio de um ensaio em que é medida a inibicdo do crescimento da
Escherichia coli K12 na presenca das solucGes serialmente diluidas. Foi utilizado o
protocolo descrito por Suarez et al. (2007) com as modificacfes necessarias para que 0
ensaio fosse realizado em microplacas de 96 pocos, ao invés de tubos de cultura. A
seguir serdo descritos os procedimentos utilizados na reidratacdo da cepa de referéncia
liofilizada, no preparo das culturas de estoque, do pré-indculo e das culturas de trabalho,

na realizacdo do ensaio e na analise dos dados.

4.6.1 Preparo das culturas de estoque

Inicialmente, a cepa de referéncia liofilizada (adquirida da ATCC) foi reidratada
com 10 mL de caldo Mueller-Hinton (M-H) estéril e em seguida transferida para um
frasco de cultura estéril de 25 cm?, conforme fluxograma apresentado na Figura 4.7. A
cepa recem-hidratada tambem foi utilizada para inocular duas placas de petri com agar
M-H para verificar a pureza das col6nias. De acordo com as instrugdes do manual da
ATCC para essa cepa, as colbnias devem ser uniformes, com aspecto molhado,
circulares e um pouco mais turvas que o agar. Apos incubacdo por 24h a 37°C e
150 rpm, a cultura em meio liquido foi utilizada para inocular mais dois frascos com
10 mL de caldo M-H, que foram incubados nas mesmas condi¢fes (1° repique). Mais
dois repiques foram realizados, sendo que as culturas do 3° repique foram utilizadas

para 0 preparo das culturas de estoque. As culturas de estoque foram preparadas pela

59



adicdo de 1 mL da cultura proveniente do 3° repique em cada tubo criogénico contendo
1 mL de glicerol a 40% (v/v) estéril, ap6s isso os tubos foram mantidos sob refrigeracdo
a-20°C.

Cepa de referéncia
liofilizada

Reidratacao
Inoculagdo em agar M-H 19 repique
10 mL de caldo M-H num frasco
de 25 cm? (24 h, 150 rpm, 37 2C)
22 repique
32 repique
Culturas de estoque 1 mL da cultura do 32 repique adicionado

a 1 ml de glicerol a 40% em um tubo
criogénico de 2,5 mL (-20 9C)

Figura 4.7. Sequéncia das etapas utilizadas na reidratacdo da cepa de E. coli K12
liofilizada da ATCC e na preparac¢do das culturas de estoque.

4.6.2 Preparo das culturas de trabalho e do pré-indculo

Um tubo criogénico com a cultura estoque obtida no item anterior foi
descongelado sob condicBes assépticas e, em seguida, utilizado para inocular duas
placas com agar M-H (primeiro repique), que foram incubadas por 24 h a 37 °C. Mais
dois repiques seriais foram realizados, nas mesmas condicOes de incubagéo, para obter
as culturas de trabalho. Essas culturas foram armazenadas a 5 °C, por no maximo um
més. Cada placa com a cultura de trabalho foi utilizada uma Unica vez para um novo

repique.

As culturas de E. coli K12 utilizadas no ensaio (pré-indculo), foram preparadas

sempre no dia anterior a realizacdo do ensaio. Com o0 auxilio de uma alca
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microbioldgica estéril, uma coldnia individual de uma placa da cultura de trabalho, foi
transferida para um frasco de cultura contendo 10 mL de caldo M-H estéril. Essa cultura
foi incubada (37 °C e 150 rpm) em uma incubadora com plataforma de agitacdo (Nova
Etica, modelo 430DB), durante a noite. No dia seguinte, de manhd, a densidade do
indculo foi ajustada, diluindo a cultura com caldo M-H, até atingir uma densidade de
1 x 108 UFC/mL, isto é, quando a absorbancia a 625nm do meio se igualava a
absorbancia de uma solucgéo padrao de 0,5 de McFarland. Essa solucao foi preparada de

acordo com o protocolo a seguir:

e Acrescentou-se uma aliquota de 0,5 mL de BaCl, 0,048 mol.L™ (1,175% m/v de
BaCl,-2H,0) a 99,5 mL de H,SO4 0,18 mol.L™* (1% v/v), agitando constantemente
para manter a suspensao;

e Verificou-se a densidade correta do padrdo McFarland através de um
espectrofotdmetro (Shimadzu, UVmini-1240) com fonte de luz de 1 cm e cubetas
vidro. A absorbéncia em 625 nm deve variar de 0,08 a 0,10;

e Transferiu-ser a suspensdo de BaSO,, em aliquotas de 4 a 6mL, para tubos com
tampa de rosca. Esses tubos foram selados hermeticamente e armazenados em local
escuro, a temperatura ambiente;

e Agitou-se vigorosamente o controle de BaSO, em um agitador mecénico do tipo

vOrtex antes do uso.

4.6.3 Diluicdo das amostras e ensaio

Foram utilizados dois procedimentos (I e 1) para a diluicdo de uma amostra na
microplaca de 96 pocos (geometria 8 x 12 e volume do poco de 300 pL). Em ambos os
procedimentos, a amostra foi diluida serialmente na proporgédo 2:1 com tampéo fosfato
estéril (1 mmol.L™ pH 8,0), de modo a obter diluigdes diferentes ao longo das linhas e
iguais ao longo das colunas. No caso da curva padrdo de triclosan, foi utilizada uma
solucdo de triclosan de 0,8 pmol.L™ preparada pela dissolugdo da solug&o-estoque de

triclosan em tampéo fosfato.
O procedimento | foi realizado da seguinte maneira:

e Foram adicionados 100 puL de tampéo fosfato nos pocos de A2 a H12 (Figura

4.8a) com o auxilio de uma micropipeta de oito canais;
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e 300 pL da amostra foram transferidos para os pocos de Al a H1 (Figura 4.8b);

e 200 pL foram pipetados de cada um dos pogos da coluna 1 (com o auxilio da
micropipeta de 8 canais), transferidos para os pocos adjacentes da coluna 2 e, para
homogeneizar a amostra diluida nesses pocos (da coluna 2), 200 pL foram
aspirados e dispensados pelo menos trés vezes (Figura 4.8c);

e A etapa anterior foi repetida da coluna 2 para a coluna 3 e assim sucessivamente
até a coluna 11, onde, apds a homogeneizacdo, foram retirados e descartados
200 pL de cada um dos pocos (Figura 4.8d), de modo que apos a dilui¢do todos 0s

pocos tivessem 0 mesmo volume de 100 pL.
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100 pL de tampdo-fosfato 300 plL da amostra diluida 25x
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Figura 4.8. Procedimento | utilizado na diluigéo serial 2:1. (A) 100 pL de tampéo fosfato séo adicionados nos pogos de A2 a H12; (B) 300 pL da
amostra foram transferidos para os po¢os da coluna 1; (C) 200 pL séo simultaneamente transferidos dos pocos da coluna 1 para 0S pocos
adjacentes da coluna 2, homogeneizados, e transferidos da coluna 2 para a 3 e, assim sucessivamente, até a coluna 11; (D) 200 uL séo
descartados dos pogos da coluna 11.
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Apos a diluigdo serial 2:1, seguindo o procedimento I, cada coluna continha a
amostra com um determinado fator diluicdo, em oito réplicas, e a coluna 12 continha

apenas tampéo (controle negativo), conforme mostrado na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3. Fatores de diluicdo da amostra nos pogos da microplaca apos a diluicdo serial 2:1 seguindo o procedimento I.

Coluna 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Linha

A 1,000 0,667 0,444 0,296 0,198 0,132 0,088 0,0585 0,039 0,026 0,017 0
B 1,000 0,667 0,444 0,296 0,198 0,132 0,088 0,0585 0,039 0,026 0,017 0
C 1,000 0,667 0,444 0,296 0,198 0,132 0,088 0,0585 0,039 0,026 0,017 0
D 1,000 0,667 0,444 0,296 0,198 0,132 0,088 0,0585 0,039 0,026 0,017 0
E 1,000 0,667 0,444 0,296 0,198 0,132 0,088 0,0585 0,039 0,026 0,017 0
F 1,000 0,667 0,444 0,296 0,198 0,132 0,088 0,0585 0,039 0,026 0,017 0
G 1,000 0,667 0,444 0,296 0,198 0,132 0,088 0,0585 0,039 0,026 0,017 0
H 1,000 0,667 0,444 0,296 0,198 0,132 0,088 0,0585 0,039 0,026 0,017 0
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A sequencia de etapas utilizada no procedimento Il foi a seguinte:

Foram adicionados 100 pL de tampé&o fosfato nos pocos: A2 a A12, C2 a C12, E2
a E12 e G2 a G12 com o auxilio de uma micropipeta de 12 canais, conforme
mostrado na Figura 4.9a;

300 pL da amostra foram transferidos para os pogos de Al, C1, E1 e G1,
conforme mostrado na Figura 4.9b;

Foram pipetados 200 uL do pogco Al com uma micropipeta monocanal e
dispensados no pogo A2 e, nesse mesmo poco, aspirados e dispensados pelo
menos trés vezes para homogeneizar a amostra; essa etapa foi repetida do poco A2
para 0 A3 e, assim sucessivamente até o Al2, onde, ap6s a homogeneizacéo,
foram retirados e descartados 200 pL (Figura 4.9c);

A etapa anterior foi repetida para as linhas C, E e G (Figura 4.9c);

100 pL de tampao fosfato foram transferidos para os pocos das linhas B, D, Fe H

(controle negativo), conforme mostrado na Figura 4.9d.
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Figura 4.9. Procedimento Il utilizado na dilui¢do serial 2:1 da amostra para 0 ensaio de atividade antibacteriana. (A) 100 pL de tampéo fosfato
sdo transferidos para os pocgos de A2 a A12, de C2 a C12, de E2 a E12 e de G2 a G12; (B) 300 pL da amostra séo transferidos para os pocos Al,
C1, El e G1; (C) 200 pL do poco Al sdo transferidos para o pogco A2, homogeneizado, e assim sucessivamente até o poco Al12; o procedimento
é repetido para as fileiras C, E e G; (D) 100 uL de tampdo sdo transferidos para os pocos das fileiras B, D, F e H.
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Apos a diluicdo serial 2:1, seguindo o procedimento Il, as linhas A, C, E e G
continham as dilui¢Bes seriais da amostra, com 4 réplicas para cada um dos 12 fatores
de diluicdo, e as linhas B, D, F e H continham apenas tampédo (controle), conforme

mostrado na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4. Fatores de diluicdo da amostra nos po¢os da microplaca apos a diluicdo serial 2:1 seguindo o procedimento II.

Coluna 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Linha

A 1,000 0,667 0,444 0,296 0,198 0,132 0,088  0,0585 0,039 0,026 0,017 0,011
B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C 1,000 0,667 0,444 0,296 0,198 0,132 0,088  0,0585 0,039 0,026 0,017 0,011
D 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E 1,000 0,667 0,444 0,296 0,198 0,132 0,088 0,0585 0,039 0,026 0,017 0,011
F 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
G 1,000 0,667 0,444 0,296 0,198 0,132 0,088 0,0585 0,039 0,026 0,017 0,011
H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Apos a diluicdo serial da amostra (seja pelo procedimento | ou Il), cada um dos
pocos da microplaca foi inoculado com 100 pL de uma cultura de E. coli K12 de
1x10° UFC/mL preparada pela diluicdo do pré-inéculo com caldo M-H estéril. Apés a
adicdo de indculo na proporgdo 1:1, as concentracdes de triclosan nos pogos (ou 0s
fatores de diluicdo da amostra) foram reduzidas a metade. Em seguida, a microplaca foi
tampada, selada com fita crepe e incubada por 8 h a 37°C e 200 rpm. Apos esse
periodo, a microplaca foi agitada vigorosamente para ressuspender as células
depositadas e as absorbancias dos pocos foram medidas a 620 nm, em uma leitora de
microplacas (BIO-TEK modelo EL808).

4.6.4 Andlise dos dados

As medidas de absorbancia foram convertidas em inibicdo do crescimento em

porcentagem | de acordo com a equacéo 5.

| = (AAIZ—le _A) %100 (5)

(AA12—H12 - Al—Hl)

Onde Aa12-H12 € @ média das leituras de absorbancia dos pogos de A12 a H12 (controle
negativo), A é a absorbancia de um determinado pogo e Aai-n1 € @ média da absorbancia

dos pocos de Al a H1 em que a inibicao foi de 100% (controle positivo).

As curvas dose-resposta foram obtidas pelo grafico da inibicdo do crescimento
versus fator de diluicdo (FD). As curvas obtidas foram ajustadas aos modelos

sigmoidais logistico e dose-resposta, descritos nas equacdes 6 e 7, respectivamente:

max ', _ __ <H
1+(FDj ®)
FD50
I max I min
b= + 1+ 10(FD50-FD)H @)

Onde: Imax e Imin S80, respectivamente, os valores maximo e minimo da inibigdo do
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crescimento previstos pelo modelo, FD50 ¢ o fator de dilui¢do “in vitro” que causa 50%
de inibicdo de crescimento em relacdo ao controle negativo (sem triclosan) e H é o

coeficiente adimensional de Hill, conforme ilustrados na Figura 4.10.

100 +
,O\ Imax
S
o
-lg 75+
£ Ay/AX = H
O
n
@ 504
(&)
o
=]
@
O 25 +
=2
-
- Imin

0
— . : —+— : : —
1E-8 1E-7 1E-6

FD (v/v)

Figura 4.10. Interpretacdo grafica dos parametros Inin, Imax, FD50 € H do modelo
sigmoidal ajustado a uma curva dose-resposta do ensaio de atividade antibacteriana.

O ajuste das curvas dose-resposta do triclosan aos modelos sigmoidais foi
avaliado por Andlise de Variancia Estatistica (ANOVA), seguindo os algoritmos

descritos por Barros Neto (2007) e utilizando o software Microsoft Excel 2007.
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A concentracdo no limite de deteccdo (LD) da curva dose-resposta® do triclosan

ajustada ao modelo logistico foi determinada de acordo com a equag&o 8:

_ H
LD = 2. CES50- i~ -1 8)
(Iun +3-DP,_ ) =1

Onde: LD é a concentracdo no limite de deteccdo do ensaio, CE50 a concentracdo de
triclosan que causa 50% de inibi¢cdo no ensaio, Imax @ inibicdo maxima estimada pelo
modelo, Inin a inibicdo minima estimada pelo modelo, DPyin 0 desvio-padrdo do

parametro Imin, H 0 coeficiente de Hill.

A concentracdo no LD da curva dose-resposta ajustada ao modelo dose-resposta

foi determinada de acordo com a equacao 9:

1. H
LD =2.CE50-2-log oo o 4 )
(Imin +3- DPImm)_ Imin

Onde: LD ¢ a concentracdo no limite de detec¢do do ensaio, Imax @ inibicdo maxima
estimada pelo modelo, Iy a inibicdo minima estimada pelo modelo, DP i, 0 desvio-
padrdo do parametro Inmin, H 0 coeficiente de Hill.

A atividade antibacteriana das amostras foi expressa como concentracdo
equivalente de triclosan - [TCS]eq -, Ou seja, a concentragdo da solucéo de triclosan que
provoca no ensaio a mesma resposta obtida para a amostra. A concentracdo equivalente
de triclosan foi estimada por meio da interpolacdo do maximo valor de inibigdo da curva
da amostra no modelo sigmoidal ajustado a curva dose-resposta do triclosan, conforme
descrito na equacdo 10. Visto que as concentracGes de triclosan no ensaio foram
reduzidas & metade com a adi¢do de indculo na proporgdo 1:1, conforme explicado no
item 4.6.3, a concentracdo obtida na curva dose-resposta deve ser multiplicada por dois
para obter o valor da concentracdo equivalente da solugéo testada.

® O limite de deteccdo da curva dose-resposta foi definido como a inibic&o igual ao Iy, mais 3x 0 seu
respectivo desvio-padréo.
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1
-1 . H
[TCS], = 2-CE50-2- |og(M —1] (10)

amostra mi

Onde: [TCS]eq é a concentragdo equivalente de triclosan, Imax @ inibigdo maxima
estimada pelo ajuste do modelo dose-resposta a curva do triclosan, Iy, a inibicéo
minima da curva do triclosan, H o coeficiente de Hill da curva do triclosan e lymostra O

maior valor de inibigdo da amostra no ensaio.

A poténcia antibacteriana relativa (PAr) dos mediadores-redox foi avaliada por
meio da relacdo entre a sua concentracdo equivalente de triclosan’, determinada de
acordo com a equacdo 10, e a concentracdo da solucdo utilizada para a sua curva dose-

resposta do triclosan (0,8 pmol.L™) , conforme descrito na equagéo 11.

_ [TCSle -100%

T [TCS] (11)

curva

Onde: [TCS]eq € a concentragdo equivalente de triclosan da solu¢éo de um determinado
mediador-redox na mesma concentracdo da solugéo utilizada para a curva dose-resposta
do triclosan, [TCS].urva € a concentracdo da solucdo utilizada para a curva dose-resposta

do triclosan no ensaio de atividade antibacteriana.

" A concentracao equivalente do mediador foi estimada por meio da curva dose-resposta de uma solugéo
de mediador de 0,8 ug.L™, que é a mesma concentragdo utilizada na curva dose-resposta do triclosan,
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente serdo apresentados os resultados obtidos na caracterizacdo das
enzimas comerciais lacase de Trametes versicolor e HRP adquiridas comercialmente da
Sigma-Aldrich. Em seguida, 0s processos serdo comparados em relagéo (i) as faixas de
pH e de temperatura em que atuam, (ii) aos parametros cinéticos (Km, Vmax € Keat/Km) €
(iii) a dosagem minima de enzima para atingir uma conversao estabelecida de triclosan,

conforme ilustrado no fluxograma da Figura 5.1.

Para a enzima que apresentou o melhor desempenho catalitico, menor dosagem
de enzima para atingir uma taxa de conversdo e se mostrou mais apropriada para as
faixas de pH e temperatura encontradas nos efluentes de ETE, foram realizados mais
estudos visando: (i) determinar a relacdo estequiométrica entre substrato e aceptor final
de elétrons, (ii) avaliar o efeito da dosagem de enzima nas taxas de conversao (ii)
avaliar a inativacgao durante a conversao de triclosan, (iii) selecionar mediador(es)-redox
que promovam aumento na taxa de conversdo de triclosan, (iv) avaliar a remocao da
atividade antibacteriana ap6s o tratamento enzimatico, (v) avaliar a atividade
antibacteriana dos mediadores-redox e (vi) avaliar o desempenho da enzima em
catalisar a conversdo do agente em uma concentracdo ambientalmente relevante,

conforme ilustrado no fluxograma da Figura 5.1.
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Figura 5.1. Fluxograma ilustrando a sequencia das etapas executadas na caracterizagdo das enzimas comerciais, na selecdo da enzima para
conversao de triclosan e nos demais estudos realizados com a enzima selecionada.
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5.1 Avaliacdo da pureza, estimativa da massa molecular e determinacdo da
atividade do preparado enzimatico comercial contendo lacase

Antes do uso dos preparados enziméaticos para a conversdo de triclosan, foram
estimadas as massas moleculares das enzimas lacase e HRP presentes, e avaliadas as
purezas dos preparados, por meio da técnica SDS-PAGE. Foram determinados também
o teor de proteinas e a atividade enzimatica desses preparados. Posteriormente, o teor de
proteinas determinado foi utilizado para estimar o acréscimo de proteina na solucéo
tratada e as massas moleculares foram utilizadas para estimar a concentragdo molar de

enzima dissolvida na solugéo reacional.

Na Figura 5.2 € mostrada uma fotografia do gel da SDS-PAGE do preparado
enziméatico comercial contendo lacase de Trametes versicolor adquirido da Sigma-
Aldrich com duas réplicas.

Réplica #1 Réplica #2

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75kDa

50 kDa

37 kDa

25kDa

Figura 5.2. Foto do gel obtido da SDS-PAGE do preparado enzimatico comercial
contendo lacase de Trametes versicolor comercializado pela Sigma-Aldrich e dos
padrdes de massa molecular em duplicata. As elipses em preto destacam as bandas da
lacase.
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Na SDS-PAGE do preparado enzimatico comercial, observou-se uma Uunica
banda definida, indicando que ndo existem outras proteinas, em concentracdes
expressivas, com tamanho na faixa de 25 a 250 kDa. Por meio de um gréafico log-log da
distancia percorrida pelo padréo versus sua respectiva massa molecular, foi estimada a

massa molecular da lacase, conforme mostrado na Figura 5.3.

1,6
1 y =1,32725 + 1,0506x - 0,62625x" 1
R? = 0,9998 '

0,4-

Y
14 16 18 20 22 24

log Mr

Figura 5.3. Relacdo quadrética entre o logaritmo da distancia percorrida pelos padrbes
de massa molecular na corrida eletroforética (log d) e o logaritmo de suas respectivas
massas moleculares (log M;). O tracejado indica o logaritmo da distancia percorrida pela
lacase e a estimativa do logaritmo de sua massa molecular.

O logaritmo da distancia percorrida apresentou uma dependéncia quadratica com
0 logaritmo da massa molecular do padrdo, com um coeficiente de determinagéo
superior (R?) a 0,999. Por meio do modelo quadrético obtido, a massa molecular de
lacase foi estimada em 58 (x2) kDa. Esse resultado foi similar ao de uma lacase de
Trametes sp. cepa AH28-2 (57 kDa), determinada por Xiao et al. (2003) usando
cromatografia liquida de proteinas (FPLC) e a de uma lacase de Trametes sanguinea
M85-2 (62 kDa), determinada por Nishizawa et al. (1995), usando SDS-PAGE.
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O teor de proteinas do preparado enzimatico comercial determinado pelo método
de Bradford (1976) foi de apenas 0,8% (m/m). Como a principal proteina, presente no
preparado enzimatico comercial, é a da propria enzima, pode-se supor que outros
compostos ndo proteicos, como agentes estabilizantes de proteinas, devam estar

presentes.

A atividade do preparado enzimatico, medida usando ABTS como substrato
colorimétrico foi de 0,88 (£ 0,02) U/mg (U por mg de solido).

5.2 Avaliagdo da pureza, estimativa da massa molecular e determinagéo da
atividade do preparado enzimatico comercial contendo HRP

A SDS-PAGE do preparado enzimatico comercial contendo HRP exibiu trés
bandas bem definidas com massas préximas ao do padréo de 37 kDa e uma banda bem
intensa de proteinas com massas inferiores a 25 kDa, conforme mostrado na Figura 5.4.

Padrbes Réplica#l Reéplica#2
250 kDa<———
150 kDas———
100 kDa<———

7/5kDa<——— o

50kDas—— -

37 kDa<——

e ‘q
25 kDa<—e - ‘

Figura 5.4. Foto do gel obtido da SDS PAGE da HRP da Sigma-Aldrich em duplicata e
dos padroes de massa molecular da BIO-RAD. As elipses em vermelho destacam as trés
bandas com melhor definigéo das corridas em duplicata da HRP.
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A presenca de vérias bandas na corrida eletroforética da HRP comercial sugere
que o seu grau de pureza é baixo e que, além da HRP, outras proteinas estdo presentes.
Embora n&o tenha exibido uma Unica banda como a lacase, foi feita uma estimativa da
faixa de massas moleculares que compreendem as trés bandas observadas na SDS-

PAGE, conforme mostrado na Figura 5.5.

164 0N y=20+0,13x-0,29x" -
| R : RZ - 0,9991

© 1,24 primeiraé éterceira i
(@) banda : ° banda
S E

0,8 - i

T T v vl T T T T T T T T
1,4 1,6 1,8 2,0 2,2 2,4

log Mr

Figura 5.5. Relacdo quadréatica entre o logaritmo da distancia percorrida pelos padroes
na corrida eletroforética (log d) e o logaritmo de suas respectivas massas moleculares
(log M;). Os tracejados indicam a faixa que compreende os logaritmos das distancias
percorridas pelas trés bandas definidas da HRP e as respectivas estimativas dos
logaritmos de suas massas moleculares.

A faixa de massas moleculares que compreende as trés bandas principais foi de
34 a 39 kDa e, portanto, menor do que a massa molecular da HRP determinada por

Regalado et al. (1996) como 44 kDa, utilizando a mesma técnica.

O teor de proteinas da HRP comercial foi de 28% (m/m), o que sugere que além

de agentes estabilizantes, estdo presentes outras proteinas em concentragdes
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significativas, visto que foram observadas varias bandas de proteinas na faixa proxima a

massa molecular da HRP.

A atividade da HRP comercial utilizando o ensaio com ABTS foi de
275 (x19) U/mg e utilizando o ensaio com PhOH/AAP foi de 148 (+10) U/mg (U por
mg de sélido).

5.3 Comparacdo dos processos catalisados pela lacase e pela HRP em relacdo as
faixas de pH e temperatura em que atuam

Considerando que o triclosan pode ser removido por outros mecanismos que néo
sejam via catalise enzimatica, como fotdlise na presenca de luz UV e visivel
(SANCHEZ-PRADO et al., 2006), adsorcdo nas paredes do recipiente da solucdo e
interagbes moleculares com a molécula de enzima, experimentos iniciais foram
realizados para avaliar as remocdes de triclosan por esses processos. Os resultados estdo

apresentados na Figura 5.6.
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Figura 5.6. Concentraces residuais de triclosan apos tratamento com lacase ativa (c/lac
pH 5,0) e lacase inativa (c/lac pH 2,0) na auséncia de luz (20 pmol.L™ de triclosan,
360 min e 0,8 U/mL). Experimentos-controle foram realizados agitando-se solugdes de
triclosan sem lacase e com luz (s/lac; c/luz) e sem lacase e sem luz (s/lac; s/luz).

N&o houve qualquer remocdo de triclosan na presenca de luz ambiente do
laboratério (iluminado por lampadas fluorescentes), tampouco por interacbes com a
lacase desnaturada em pH 2. A remocdo aconteceu apenas com lacase cataliticamente
ativa, em pH 5, sugerindo que o triclosan é seu substrato. A temperatura do meio
reacional aumentou de 25 para 35 °C, ap6s 360 min de agitacdo, indicando que durante
a reacdo a temperatura deva ser controlada, visto que influencia a velocidade das

reacoes.

Experimentos similares preliminares foram realizados com HRP utilizando
solucéo de triclosan com concentrago inicial de 20 pmol.L™, em pH 7 e 360 min de
reacdo. Os resultados (ndo mostrados) indicaram que ndo houve conversdo de triclosan
na auséncia de HRP ou na auséncia de H,O,, tampouco na auséncia de ambos. Nao foi

observada remogéo por interagdes com a enzima inativa.
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Tendo em vista que as enzimas lacase e HRP foram capazes de catalisar a
conversao de triclosan, foram avaliados isoladamente os efeitos da temperatura e do pH
na conversao do substrato. A influéncia desses parametros foi avaliada sob condicGes
estringentes, ou seja, a atividade enzimatica inicial e o tempo de reacdo foram
selecionados de modo que ndo fossem suficientes para obter a remocéo proxima de
triclosan proxima de 100%. Além disso, um ligeiro excesso de H,0, foi adicionado a
mistura reacional para assegurar que a reacdo ndo fosse interrompida pela auséncia do

reagente.

O efeito do pH em reacBes enziméticas € usualmente pronunciado visto que a
atividade catalitica da enzima depende da estrutura tridimensional de seu sitio ativo e
esta estrutura esta relacionada com o pH do meio. Na Figura 5.7 é mostrada a influéncia
do pH, na faixa de 2 a 8, na conversdo de triclosan catalisada por lacase. Observa-se que
a conversao ocorreu na faixa de pH de 4 a 7, atingindo valor maximo em pH 5. Esse
resultado foi similar aos obtidos por Kim e Nicell (2006) e por Cabana et al. (2007) para

a conversao de triclosan com lacase.
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Figura 5.7. Efeito do pH na conversdo de triclosan catalisada por lacase a 25 °C. Os
experimentos foram realizados nas seguintes condicdes: 20 umol.L™* de triclosan,
60 min de reacédo e 0,5 U/mL de lacase.

A reducdo da conversdo de triclosan com o aumento do pH acima de 5 poderia
ser explicado pelo aumento da quantidade de moléculas de triclosan com o anel fendlico
desprotonado, que pode diminuir a interagdo com a enzima, ou devido a reducdo da
atividade enzimatica. Para elucidar essa questdo, avaliou-se o efeito do pH na atividade
enzimatica usando o substrato siringaldazina. Conforme pode ser verificado na Figura
5.8, a dependéncia da atividade de lacase em relagdo ao pH exibiu um comportamento
similar ao da conversao do triclosan em funcdo do pH. Assim, as baixas conversdes de
triclosan observadas em pH abaixo de 4 e acima de 7 podem ser atribuidas a
desnaturacdo da enzima com o pH, 0 que altera a estrutura tridimensional da enzima,

reduzindo sua atividade catalitica.
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Figura 5.8. Efeito do pH na atividade da lacase usando siringaldazina como substrato
colorimétrico a 25 °C. Atividade relativa (%) ¢ a atividade enzimatica normalizada em
relacdo ao seu valor maximo em pH 5. As reacdes foram realizadas com 1 mmol.L™ de
siringaldazina, em tampdo citrato-fosfato.

O efeito do pH, na faixa de 3 a 9, na conversdo de triclosan em presenca de HRP
foi bem menos pronunciado do que o observado para a lacase, conforme mostrado na
Figura 5.9. Foi observada converséo de triclosan em todos os valores dentro da faixa

estudada, atingindo conversdo maxima na faixa de pH de 6 a 7.
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Figura 5.9. Efeito do pH na conversdo de triclosan catalisada por HRP a 25°C. Os
experimentos foram realizados nas seguintes condicdes reacionais: 20 umol.L™! de
triclosan, 0,1 U/mL de HRP, 60 min de reag&o e razdo molar [H,0,]/[triclosan] de 1,5.

Assim, em relacéo a faixa de pH em que atua, o tratamento com HRP parece ser
mais apropriado para efluentes de ETE, visto que apresenta uma faixa de conversao
mais ampla que a da lacase. Além disso, os valores de pH em que foram obtidas as
conversdes de triclosan estiveram dentro da faixa tipica de pH desses efluentes, que é
entre 6,5 e 7,5 (JORDAO e PESSOA, 2009).

Dois efeitos ocorrem simultaneamente quando a temperatura aumenta em
reaces enzimaticas: 0 aumento da taxa de reagdo devido ao aumento da energia
cinética dos reagentes, conforme enunciado pela lei de Arrhenius, e a reducdo da
estabilidade da enzima devido a desnaturagéo térmica. O efeito da temperatura, entre 10
e 40 °C, na conversdo de triclosan em presenca de lacase é mostrado na Figura 5.10.
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Figura 5.10. Efeito da temperatura na conversdo de triclosan catalisada por lacase. Os
experimentos foram realizados nas seguintes condicées: 20 umol.L™" de triclosan,
0,5 U/mL, 60 min e pH 5,0.

O efeito da temperatura na conversao catalisada por lacase foi significativo,
aumentando a conversdo de 12%, a 10 °C, para 88%, a 40 °C, além disso, a conversao
exibiu uma dependéncia quadratica (R* > 0,99) com a temperatura nessa faixa. Embora
ndo tenha sido observada uma temperatura 6tima, supde-se que seja acima de 40 °C,
visto que a atividade da lacase (medida com o substrato colorimétrico ABTS) é maxima
em 60 °C (DODOR et al., 2004).

O efeito da temperatura na conversdo de triclosan em presenca de HRP ¢é
mostrado na Figura 5.11, na qual se verifica que, 0 aumento da temperatura, de 10 para

40 °C resultou em um aumento da conversédo de 21% para 37%.
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Figura 5.11. Efeito da temperatura na conversao de triclosan catalisada por HRP. Os
experimentos foram realizados nas seguintes condicées: 20 umol.L™* de triclosan,
0,1 U/mL de HRP, 60 min de reagdo, 200 rpm, pH 7 e razdo molar H,O/triclosan de
1,5.

Ao analisar a dependéncia da conversdao com a temperatura, verificou-se que o
ajuste dos dados a um modelo linear ou quadratico apresentou uma correlagdo muito
baixa, 0 que sugere que outros tipos de modelo devam ser testados. Entre 20 e 25 °C,
que é uma faixa tipica de temperatura de efluentes de ETE de paises tropicais
(JORDAO e PESSOA, 2009), o efeito da temperatura na conversdo de triclosan com
HRP (aumentando de 32 para 33%) foi bem menos pronunciado do que com lacase
(aumentando de 38 para 58%). Considerando uma possivel aplicacdo do tratamento
enzimaético para remocao de triclosan de efluentes de ETE, processo catalisado por HRP
parece mais apropriado, visto que sua eficiéncia seria muito menos impactada pelas

oscilagcdes na temperatura dos efluentes.
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5.4 Comparacdo dos processos catalisados pela lacase e pela HRP em relacéo aos
parametros cinéticos Km, Vmax € Keat/Km

O ajuste das taxas de conversdo de substrato nos instantes iniciais de uma reagao
enzimética a uma cinética de Michaelis-Menten, no caso de enzimas que seguem esse
tipo de cinética, pode fornecer informacgdes importantes sobre a eficiéncia catalitica e
afinidade da enzima com o substrato. Na Figura 5.12 é mostrado o grafico de

Lineweaver-Burk para a conversdo de triclosan em presenca de lacase.

240 - . - . - T - T
Intercepto = 27,3+10,7
2004 Inclinacéo = 416+38 1
R’=0,975
» 160 1
-
[s)
e 1204 1
3
< 80 i
—
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0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

1/[triclosan] (umoI.L'l)

Figura 5.12. Gréafico de Lineweaver-Burk para a conversdo de triclosan catalisada por
lacase. As condigdes reacionais utilizadas foram as seguintes: 3,0 U/mL de lacase,
tempo méximo de reagdo de 210 s, pH 5,0 e 25 °C.

A linearidade do gréfico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk (R? = 0,975) para
a lacase indica que a conversdo segue uma cinetica de Michaelis-Menten, o que
permitiu determinar os parametros cinéticos Km, Vmax, Keat € Kcat/ Km, mostrados na Tabela
5.1.
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O gréfico de Lineweaver-Burk para a conversdo de triclosan em presenca de
HRP é mostrado na Figura 5.13.
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Figura 5.13. Gréfico de Lineaweaver-Burk para a conversédo do triclosan catalisada pela
HRP. As condi¢des reacionais utilizadas foram: 1,0 U/mL de HRP, pH 7, tempo
maximo de reacdo de 180 s, 25 °C e razdo molar H,Oy/triclosan de 1,5.

A linearidade do gréfico duplo-reciproco de Lineweaver-Burk (R? = 0,994) para
a HRP indica que a conversao segue uma cinética de Michaelis-Menten, o que permitiu

determinar os parametros cinéticos Kn, Vmax, Keat € Keat/ Km, mostrados na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1. Valores dos parametros cinéticos Km, Vmax, Keat € Keat/Km da conversdo de
triclosan catalisada pela lacase e pela HRP.

Parametro (unidade) HRP Lacase
Km (umol.L™) 20 15
Vinax (Umol.Ls™) 0,037 0,034
Keat (53 1,094 0,066
Keat/Km (mol™.L.s™) 5,47 x 10* 4,40 x 10°

O parametro K, representa a afinidade da enzima por seu substrato, e quando Ky,
é alto a afinidade é baixa (NELSON e COX, 2004). Os valores de K, para a HRP e para
a lacase foram similares, o que indica que a afinidade das enzimas pelo substrato

triclosan sao similares.

O valor de Ky, para a converséo de triclosan em presenca de lacase foi da mesma
ordem de grandeza do determinado por Kim e Nicell (2006), que foi de 24 pmol.L™.
Auriol et al. (2008), ao determinar as afinidades das enzimas lacase de T. versicolor e
HRP pelos substratos E2, EE2, E1 e E3 (estrogénios esterdides), também verificaram
que, para um determinado substrato, ndo houve diferenca significativa entre os valores
de K, determinados para as enzimas, e que os valores de K, dos substratos foram

similares para uma mesma enzima.

O parametro kg, corresponde a taxa de oxidagdo, ou seja, é a constante cinética
de primeira-ordem efetiva para a quebra do complexo enzima-substrato, liberando os
produtos da enzima e deixando a enzima livre para catalisar a conversdao de outra
molécula de substrato (MARANGONI, 2002). Assim, como o valor do k. determinado
para a HRP foi uma ordem de grandeza maior do que o para lacase, a velocidade com
que sdo liberados os produtos do complexo HRP-triclosan é bem maior do que do
complexo lacase-triclosan. De acordo com Auriol et al. (2008), o parametro kg, para a
conversdo de estrogénios esterdides com a enzima HRP é cerca de duas ordens de

grandeza maior do que com a lacase

A razdo k./Km representa a eficiéncia catalitica de uma enzima para um

determinado substrato. Se uma enzima A apresenta uma razao Ke./Kmn maior do que uma
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enzima B, para um mesmo substrato S, entdo o substrato S é mais especifico para a
enzima A do que para a B. Assim, verifica-se que o substrato triclosan € muito mais
especifico para a HRP do que para a lacase, visto que a razéo Kc/Km para HRP foi uma
ordem de grandeza maior do que para a lacase. Auriol et al. (2008) também verificaram
que os estrogénios esterdides sdo substratos muito mais especificos para a HRP do que

para a lacase.

Considerando a aplicacdo do tratamento enzimatico para a remogéo de triclosan
em efluentes de ETE, a enzima HRP, que apresentou maior especificidade, & a mais
apropriada, visto que no efluente estdo presentes varios outros compostos organicos em

concentragdes muito maiores.

5.5 Comparacdo entre as dosagens minimas de enzima para atingir determinada
conversao

O principal componente do custo em um tratamento enzimatico € a enzima.
Assim, sob condicBes 6timas de pH e temperatura, a quantidade de enzima deve ser a
minima possivel para converter os substratos de interesse. Assim, foram comparadas as
dosagens minimas de lacase e de HRP para atingir uma conversao de triclosan de 97%,
com 6 h de reacdo, a 25°C. A concentracdo de enzima foi expressa como atividade
enzimatica inicial. Na Figura 5.14a, sdo mostradas as conversdes de triclosan obtidas
pelo processo catalisado por HRP com atividade inicial variando de 0,1 a 1,0 U/mL e na
Figura 5.14b as conversdes obtidas pelo processo catalisado por lacase com atividade
inicial variando de 0,1 a 4,0 U/mL. Nesses experimentos, a maxima conversao de
triclosan que pode ser detectada foi de 97%, visto que o limite de deteccdo da técnica
utilizada para quantificacdo (HPLC/UV) foi de 0,6 pmol.L™.
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Figura 5.14. Determinacdo da concentracdo minima de enzima para atingir a maxima
conversao detectavel (97%), com 6 h de reacdo a 25 °C, de uma solucdo de triclosan de
20 pmol.L™. As reacBes com HRP foram realizadas em pH 7 e com uma razdo molar
H,O,/triclosan de 1,5, e as rea¢cdes com lacase em pH 5.

Assim, para atingir a maxima conversdo detectavel foi necessaria uma atividade
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inicial de 0,62 U/mL para o processo com HRP e de 0,5 U/mL para o processo com
lacase. No entanto, visto que a atividade enzimatica expressa a quantidade de enzima
em termos da taxa de conversdo de um determinado substrato colorimétrico, e que a
adicdo de enzima implica em um inconveniente aumento no teor da matéria organica da
solucdo tratada, é importante avaliar a quantidade de proteinas que é acrescentado a
solucdo em cada processo enzimatico para atingir a remogéo estabelecida.

A concentracdo de proteinas na solucdo de triclosan tratada com a dosagem
minima de lacase foi determinada como 9,12 mg.L™ e com a dosagem minima de HRP

foi de 0,63 mg.L™, de acordo com a equacéo 12.

A'E'rea 50 (U/ml—) T.P.(%m/m
Cproteinas = : ’ Cenzima (mg/L) ’ # 12
A. E'solu(;éoestoque(U/mL) 100%

Onde: Cproteinas € @ COncentragdo de proteinas (em mg/L) no meio reacional, A.E.reacs0 @
atividade enzimatica do meio reacional (em U/mL), A.E.solugio-estoque € atividade
enzimatica da solucdo-estoque de enzima (em U/mL), Cenzima € @ concentracdo de
enzima em p6 na solugdo-estoque (em mg.L™) e T.P. é o teor de proteinas determinado

na enzima comercial (em % m/m).

Portanto, a dose minima de lacase estimada para atingir a conversao de 97% de
triclosan, com 6 h de reacdo, possui uma concentracdo de proteinas significativamente
maior do que a concentracdo de proteinas na solucdo tratada com a dose minima de
HRP, para atingir a mesma conversdo. Assim, a adi¢do de HRP a solucéo de triclosan
promove um acréscimo no teor de matéria organica da solu¢cdo muito menor do que a

lacase.

Além dessa vantagem, a HRP apresentou eficiéncia catalitica superior a da
lacase na conversdo de triclosan, conforme avaliado no item 5.4, as maximas
conversdes catalisadas por essa enzima foram observadas na faixa de pH dos efluentes
de ETE e, além disso, a HRP foi mais estdvel do que a lacase na faixa tipica de
temperaturas de efluentes de ETE, conforme discutido no item 5.3. Dessa forma, o
processo catalisado por HRP foi selecionado para investigar a influéncia de outros

parametros reacionais e para avaliar a remocao da atividade antibacteriana.
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5.6 Cinéticas de conversao do triclosan catalisada pela HRP

Na Figura 5.15 estdo apresentadas as cinéticas de conversdo de triclosan em
presenca de quatro concentracOes diferentes de HRP (0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 U/mL)
com tempos de reacdo de até 360 min.
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Figura 5.15. Efeito da atividade inicial de HRP na taxa de conversdo do triclosan. Os
experimentos foram realizados com uma concentragdo inicial de triclosan de
20 pmol.L™, razdo molar H,0,/triclosan de 1,5, em pH 7 e 25 °C.

Observou-se que incrementos na concentracdo de enzima aumentam a
velocidade da reacdo. Apos 360 min de reacdo, com uma atividade inicial de HRP de
0,5 U/mL, a concentracao residual de triclosan foi inferior a0 0,6 pmol.L™.

As cinéticas foram ajustadas ao modelo de decaimento de primeira ordem
descrito na equagao 13.

S= (SO - Smin )eikt + Smin (13)
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Onde: Sp € a concentracdo inicial de triclosan, Smin é a concentragdo de triclosan em

t = oo e k € a respectiva constante de cinética de decaimento de primeira-ordem.

No entanto, os coeficientes de correlacdo para o ajuste (R?) foram baixos (<0,8),
indicando que o modelo ndo € apropriado para a cinética de conversdo com HRP nas

condicdes utilizadas.

Conforme comentado no item 3.10.1, a enzima HRP pode sofrer inativacdo
devido a vérias reacdes paralelas, principalmente quando se utiliza excesso de H,0,
(KHAN e NICELL, 2007b). Para avaliar a inativacao durante a conversao de triclosan,
cinéticas foram realizadas para monitorar as reducdes da atividade enzimatica e da
concentracdo de H,O,. As curvas cinéticas obtidas estdo apresentadas na Figura 5.16,
que mostram simultaneamente a dependéncia com o tempo da conversao de triclosan, o
consumo de H,0, e a variacdo da atividade enzimatica, para uma mistura reacional com
20 pmol.L™ de triclosan e 30 umol.L™* de H,0,. Nos tempos selecionados, aliquotas de
100 uL foram retiradas do meio reacional e, imediatamente, determinados a
concentracdo de H,O, e atividade enzimatica com ABTS. As curvas obtidas foram

ajustadas ao modelo descrito na equacgéo 13.

95



100

| 1 Hzoz
30 4 A Triclosan 80
S-S =157+06 B
— 0 min - HRP
4 S =143+02 —~
_I min \O
— | k =0,071+0,004 S
(@] 2
= R’ = 0,094 -60 o
= k=
e e
S
IN t @ » 40 D
== ] S,-S. =87,9+20 2
- min S-S =187+1,11] o
o 10 - S =29+1,0 o >
= min S .= 0,87 + 0,08 —_—
- k= 0,086 + 0,005 (e 009910000 20 &
O R’= 0,997 e
= R*= 0,982
— /4
ol —5 n [0

Tempo (min)

Figura 5.16. Cineéticas de conversdo de triclosan catalisada por HRP, de consumo de
H.O, e reducdo da atividade catalitica. Os experimentos foram realizados com uma
concentracéo inicial de triclosan de 20 pmol.L™, 1,0 U/mL de HRP, pH 7, 25 °C e razéo
molar H,Oy/triclosan de 1,5.

O bom ajuste dos dados experimentais (R? > 0.99 para todas as curvas) indicou
que as reducdes das concentracdes de H,O; e de triclosan e da atividade relativa de HRP
seguiram um perfil de decaimento com o tempo de primeira ordem. A atividade relativa
da HRP medida na mistura reacional, logo no inicio da reacéo, foi 9 pontos percentuais
menor do que a mesma atividade medida em tampéo pH 7. Essa reducédo imediata da
atividade quando a enzima foi adicionada a mistura H,Oy/triclosan pode ser explicada
pela competicdo entre triclosan e o substrato colorimétrico ABTS pelos sitios ativos da

HRP, resultando em uma reducdo da atividade medida.

Com o progresso da reacgdo, a atividade da HRP foi gradualmente reduzida,
assim como as concentracgdes de H,O; e triclosan, até 45 min de reacdo. Nesse instante,
triclosan atingiu a conversdo maxima (>97%), porém, 5% da atividade de HRP e
14 pmol.L™* de H,0, ainda permaneceram na mistura reacional. Embora ndo tenha sido

detectada mais nenhuma conversao de triclosan e nem reducéo de H,O,, a atividade de
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HRP continuou a reduzir até 120 min de reacao.

Conforme mostrado no ciclo catalitico da HRP (Figura 3.5), a enzima HRP pode
ser convertida em formas cataliticamente inativas por meio da reacdo com H,O,
formando proteinas verdo-heme, denominadas P-670, e composto I11. A geracdo dessas
formas inativas de peroxidase € significativa em condi¢Bes reacionais de baixa
concentracdo de substrato e excesso de H,O,. A cinética de conversdo de peroxidase na
forma inativa P-670 € lenta e irreversivel. A formacdo de composto 111 é reversivel e seu
retorno a forma nativa de peroxidase € lento, 0 que pode representar uma perda
importante de atividade enzimética (HONG-MEI e NICELL, 2008). A inativacdo
também pode ser causada pela interacdo com radicais livres (RO") gerados pela
abstracdo de um elétron do grupo fenol do triclosan. No entanto, esse mecanismo de
inativacdo ndo é significativo em concentracdes baixas de substrato (HUANG et al.,
2005).

Dessa forma, pode-se supor que a inativacdo de HRP durante a conversdo de
triclosan pode ser devida principalmente a formacéao de P-670 e composto Ill, visto que
foi utilizada uma concentragéo inicial de substrato baixa (20 pmol.L™) e que, ao final da
reacdo, esteve presente uma quantidade H.O, (14 umol.L™) que ndo reagiu. Essas

condigdes reacionais favorecem a inativagdo da peroxidase.

A concentracdo de H,O, é um fator critico em reacOes catalisadas por HRP,
visto que um excesso de H,O, pode aumentar a taxa de conversdo de substrato e ao
mesmo tempo pode reduzir a atividade da enzima por mecanismos de inativagdo. Para
contornar esse problema, H,O, pode ser gradualmente adicionado a mistura reacional
durante a reacdo, a fim de evitar o uso de uma quantidade excessiva, mas assegurando
que a concentracdo de H,O, seja suficiente para manter as taxas de reacdo a niveis
razoaveis. Hong-Mei e Nicell (2008) sugerem que H,O, deve ser quimicamente gerado
in situ em concentracdes sub-estequiométricas para garantir o seu consumo completo ao

final da reacéo.
5.7 Determinacao da relacdo estequiométrica entre H,O; e triclosan

Em reacbGes enzimaticas de oxidorreducdo, nas quais a enzima catalisa a

transferéncia de elétrons do substrato para o aceptor final de elétrons, a concentracao de
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aceptor € uma condicdo reacional importante. Assim, a propor¢do estequiométrica entre
substrato e aceptor ird definir o nimero minimo de moléculas de aceptor para que cada
molécula de substrato seja oxidada. No caso das reagdes catalisadas por HRP, o aceptor
final de elétrons é o H,O, e, ao determinar a proporcdo estequiométrica entre H,O, e
triclosan, sera definido a quantidade minima de H,O, necessaria para oxidar uma

quantidade estabelecida de triclosan.

A fim de determinar a relacdo estequiométrica entre triclosan e H,O; na reagédo
catalisada por HRP, em pH 7 e 25 °C, experimentos foram realizados com a razdo molar
H,O,/triclosan variando entre 0 e 1. Como a concentragdo inicial de triclosan foi
mantida constante em 20 pmol.L™, as concentracdes iniciais de H,O, variaram de 0 a
20 pmol.L™. A atividade inicial de HRP (1 U/mL) e tempo de reacdo (120 min) foram
selecionados de modo a garantir que a conversao de triclosan fosse limitada apenas pela
concentracéo inicial de H,O,. De modo que, foi considerado que H,O, fosse consumido
completamente em 120 min de reacdo. A relacdo entre concentracdo de triclosan

convertido e concentracdo inicial de H,O, estd mostrada na Figura 5.17.
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Figura 5.17. Determinacdo da proporcdo estequiométrica entre triclosan e H,O, na
converso catalisada por HRP. As condicdes reacionais utilizadas foram: 20 umol.L™ de
triclosan, 1 U/mL de HRP, 120 min de reagéo, pH 7 e 25 °C.

Uma dependéncia linear da concentragdo triclosan convertido com a
concentracdo de H,0, foi verificada na faixa de concentracées entre 0 e 15 umol.L™%. A
relacdo estequiométrica entre H,O; e triclosan foi estimada pela inclinacdo da reta do
trecho linear da curva, como 0,83 (x 0.01). Esse valor foi maior do que o previsto pelo
ciclo catalitico da HRP, no qual cada molécula de H,O, pode oxidar duas moléculas de
substrato, resultando em uma relacdo estequiomeétrica teorica de H,Oy/substrato de 0,5
(HONG-MEI e NICELL, 2008). Esse desvio do valor teérico foi relatado para outros
substratos fenolicos como os estrogénios esterdides E2, EE2 e E3 (KHAN e NICELL,
2007a) e o aditivo de pléasticos bisfenol-A (HONG-MEI e NICELL, 2008).

De acordo com Khan e Nicell (2007a), o desvio pode ser atribuido a
caracteristica dos produtos da reacdo, formados pela polimerizagdo via acoplamento de
radicais livres (RO’ produzidos a partir da oxidacdo enzimatica. A proporcao

estequiométrica de 0,5 é esperada quando os radicais livres se acoplam para formar
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apenas dimeros. Nos casos em que a proporcdo esta entre 0,5 e 1,0, produtos com
grupos fendlicos sdo possivelmente formados no inicio da reacdo e, como sdo substratos
da HRP, esses produtos podem ser posteriormente oxidados para trimeros, tetrameros e

outros oligdbmeros.

No caso da lacase, em que oxigénio dissolvido é o aceptor final de elétrons, €
muito mais complexo realizar experimentos variando a concentragdo inicial de
oxigénio, visto que este é adicionado ao meio por agitacdo do meio reacional e,
portanto, durante todo o tempo de reacao oxigénio é adicionado, fazendo com que a sua
concentracdo seja muito similar em qualquer experimento. Além disso, é muito dificil
medir a concentragdo de oxigénio dissolvido com volumes extremamente reduzidos,

que no caso do presente estudo é de apenas 1 mL.
5.8 Conversao de triclosan catalisada pela HRP em presenca de mediador-redox

Embora triclosan seja substrato da enzima HRP e o processo catalisado por HRP
promova elevadas conversdes do substrato, a enzima é passivel de sofrer inativacdo por
meio de diversos mecanismos, o que dificulta a sua reutilizacdo. Desse modo, ao aplicar
esse processo, € importante explorar alternativas que aumentem o seu desempenho e
minimizem a quantidade utilizada. Dentre essas alternativas, destaca-se o uso de
mediadores-redox, que sdo compostos cuja oxidacdo € prontamente catalisada pela
enzima, formando radicais que também podem abstrair elétrons do triclosan, ampliando
assim as formas de oxidar o substrato e, com isso, aumentando as taxas de conversao.
Na Figura 5.18, sdo apresentadas as remoc¢Oes de triclosan na auséncia (controle) e
presenca de mediador-redox na proporcdo 1:1. Esses mediadores tem se destacado na
conversdo por meio do acoplamento oxidativo de substancias que ndo sdo substrato de
lacase e HRP, como sulfonamidas (BIALK et al., 2005) e hidrocarbonetos
poliaromaticos (CANAS et al., 2007), o que diminui a mobilidade e biodisponibilidade
dessas substancias. Exceto a siringaldazina, os demais mediadores sdo acidos humicos
modelo que podem estar presentes no solo, em diversas plantas e inclusive no esgoto
doméstico (BIALK et al., 2005).
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Figura 5.18. Conversdes de triclosan catalisadas pela enzima HRP na auséncia de
mediador-redox (CONT) e na presenca de siringaldazina (SIRN), catecol (CATE),
3,4-dihidroxibenzoato de etila (DHBE), acido siringico (SIRC), &cido p-coumarico
(COUM), Aélcool veratrilico (VERA) e siringaldeido (SIRD) na razdo molar
mediador/triclosan de 1,0. Os experimentos foram realizados com uma concentracao
inicial de triclosan de 20 pmol.L™?, 0,1 U/mL de HRP, 60 min de reag&o, pH 7, 25°C e
razdo molar H,Oy/triclosan de 1,5.

A conversdo de triclosan em presenca do mediador acido siringico, na propor¢éo
molar utilizada, ndo foi significativamente diferente da obtida apenas com HRP. Além
disso, a adicdo dos mediadores catecol, protocatecuato (DHBE) e siringaldeido inibiram

a conversdo com HRP.

Segundo Mechichi et al. (2006), o catecol e o protocatecuato também inibiram a
descoloragdo do corante azul brilhante remazol R catalisada por lacase de Trametes
trogii. De acordo com esse estudo, a inibicdo pode estar relacionada com a presenca de
dois grupos hidroxila na posi¢do orto no anel aromatico nesses compostos. No entanto,
a adicdo de siringaldeido (um composto proveniente da degradacdo de lignina)
aumentou significativamente a conversao de diversos clorofendis (em pH 5,6) com

lacase e peroxidase e, de forma menos expressiva, a conversao de cloroanilinas (PARK
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et al., 1999). Murugesan et al. (2010) também verificaram que a adi¢ao de siringaldeido
pode aumentar a conversdao de triclosan catalisada por lacase de Ganoderma lucidum
(em pH 4) de 59% para 84%. E provavel que siringaldeido em pH neutro (ou basico)
atue como inibidor em reacdes com HRP e em pH acido atue como mediador-redox,

aumentando as taxas de conversao.

A converséo de triclosan pelo processo catalisado por HRP aumentou de 25%
para 56%, 64% e 80% com a adicdo de siringaldazina, alcool veratrilico e acido

p-coumarico, respectivamente, na proporcao molar 1:1.

A siringaldazina é um substrato enzimético utilizado em ensaios colorimétricos
para medir atividade de lacases e peroxidases, visto que é facilmente oxidada e os
produtos da reacdo podem ser quantificados por espectrofotometria (ENOKI et al.,
2003). Néao foram encontrados estudos na literatura utilizando siringaldazina como
mediador-redox em reagdes catalisadas por enzimas oxidativas, embora outros
substratos colorimétricos, como o ABTS e HBT, ja tenham sido avaliados para a
conversdo com lacase (AURIOL et al., 2007a; MURUGESAN et al., 2010). No entanto,
a toxicidade dos substratos sintéticos ABTS e HBT (e de seus produtos) impede sua

aplicacdo na remogéo de contaminantes ambientais (XU et al., 2000).

O 4lcool veratrilico é um substrato facilmente oxidado pela lignina peroxidase
que desempenha importante funcdo na degradacdo da lignina pelo fungo Phanerochaete
chrysosporium, pois aumenta a gama de atuacdo de enzima para fragmentos
ndo fendlicos de lignina (GOODWIN et al., 1995). Alcool veratrilico também pode ser
rapidamente convertido por HRP (MCELDOON e DORDICK, 1991), visto que possui
substratos e ciclos cataliticos muito similares ao da lignina peroxidase. A rapida
conversdo de alcool veratrilico em presenca de HRP favorece a sua utilizacdo como

mediador-redox em reagdes catalisadas por essa enzima.

Acido p-coumérico é um écido p-hidroxicindmico encontrado com abundancia
no solo, onde se incorpora as substancias himicas. Esse composto é capaz de mediar a
conversdo de compostos recalcitrantes & degradagdo enzimatica, como hidrocarbonetos
poliaromaticos, benzo[a]pireno e fenantreno (CAMARERO et al., 2008), esteroides
recalcitrantes provenientes da polpa Kraft ndo-branqueada (GUTIERREZ et al., 2007),

corantes recalcitrantes (CAMARERO et al., 2005), entre outros. No entanto, a adigdo

102



desse mediador diminui a conversdo de triclosan catalisada por uma lacase de
G. lucidum de 59% para 43% (MURUGESAN et al., 2010).

Embora os subprodutos da conversdo de triclosan em presenca desses
mediadores nao tenham sido identificados, pode-se supor que sejam homo-oligbmeros,
formados pelo acoplamento de radicais livres de triclosan entre si ou de radicais de
mediadores entre si, ou hetero-oligdmeros, formados pelo acoplamento de radicais
livres de triclosan e de mediadores. Bialk et al. (2005) propuseram, por meio da
identificacdo dos subprodutos da reacdo, que a conversao de sulfonamidas (que séo
antibiodticos bacteriostaticos), em presenca HRP e mediada por acidos himicos modelo,
ocorre por meio do acoplamento do radical fendxi do mediador com o grupo anilinico

da sulfonamida.
5.9 Avaliagédo da atividade antibacteriana

5.9.1 Adaptacdo do método de macrodiluicdo de Suarez et al. (2007)

O método utilizado para avaliar a inibicdo ao crescimento da E. coli K12 das
amostras utilizou um protocolo baseado nos procedimentos descritos por Suarez et al.
(2007) para o monitoramento da remogdo da atividade antibacteriana durante a
ozonizacdo do triclosan. Nesse procedimento, para avaliar a atividade antibacteriana de
uma amostra por macrodiluicdo, Suarez et al. (2007) utilizaram 14 tubos de cultura de
vidro para fazer a diluigdo serial 2:1 do triclosan e mais um tubo para o controle
negativo. Ao final da diluicdo, cada tubo continha 1,5 mL de triclosan diluido em
tampéo fosfato 1 mmol.L™, pH 8. Em seguida, cada tubo foi inoculado com 1,5 mL de
E. coli K12 contendo 1x10° UFC/mL. Apés as 8h de incubagdo a 37 °C e 200 rpm, 0s
tubos foram colocados em banho de gelo. Em seguida, foi retirada 1 mL de cada tubo
(previamente agitado) e transferido para uma cubeta para medir a absorbancia a 625 nm.
Evidentemente, esse procedimento possui baixa reprodutibilidade, fornecendo apenas
uma replica para cada diluicdo da amostra testada, além de consumir muito tempo,
materiais e reagentes. O ensaio se torna impraticavel caso se utilize duplicata para cada
diluicdo da amostra testada. Para justificar o uso de tubos de vidro, os autores
argumentam que o triclosan possui fortes interacbes hidrofébicas com materiais
plasticos (polipropileno ou poliestireno), o que ndo permite o uso de tubos nem de

microplacas de pléstico.
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Mesmo considerando a possibilidade da interagdo de triclosan com as paredes do
recipiente, no presente estudo o ensaio foi adaptado para avaliar a atividade
antibacteriana por microdiluicdo. As amostras foram diluidas e inoculadas com
E coli K12 em uma microplaca de polipropileno, reduzindo o volume do ensaio, em
cada diluicdo, de 3 mL para 200 pL, e aumentando o numero de réplicas para cada
diluicdo. Como ndo havia trabalhos na literatura descrevendo detalhadamente os
procedimentos para a diluicdo em microplaca, foram utilizados dois métodos de
microdiluicdo: procedimento | e procedimento Il, descritos no item 4.6.3. No
procedimento Il, cada amostra € diluida, como o auxilio de uma micropipeta na
propor¢do 2:1 em uma determinada fileira, obtendo 12 diluicdes da amostra. Em
seguida o mesmo procedimento foi repetido mais 3 vezes em outras trés fileiras da
microplacas, conforme mostrado na Figura 4.9. Os demais pogos (48 no total) foram
utilizados como controle negativo. Esse procedimento foi testado para uma solugéo de
triclosan de 0,8 umol.L™. A curva dose-resposta no ensaio est4 mostrada na Figura 5.19.
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Figura 5.19. Curva dose-resposta do triclosan no ensaio de atividade antibacteriana
utilizando o procedimento Il para microdiluicdo. Amostra: solucdo de triclosan de
0,8 pmol.L™ em tampéo-fosfato 1 mmol.L™ pH 8. Condicdes do ensaio: 8h de
incubacdo a 37°C e 200 rpm, densidade inicial do inéculo de 5x10° UFC/mL. O
intervalo de cada ponto representa £1 desvio-padrdo. A linha representa o modelo
logistico ajustado aos dados.

No ensaio utilizando o procedimento 11, a repetibilidade foi muito baixa para as
dilui¢cdes nas quais a inibicéo foi inferior a 100%, com desvio-padrdo entre 7,5 e 30%.
Apesar disso, a CE50 do triclosan no ensaio (62,7 nmol.L™) foi similar & determinada
por Suarez et al. (2007), utilizando macrodiluicdo, que foi de 61,7 nmol.L™. Esse
resultado demonstrou que adsorcéo de triclosan nas paredes dos pogos da microplaca
ndo foi significativa a ponto de alterar a CE50 obtida no ensaio, 0 que permite a

realizacdo do ensaio usando o protocolo de microdiluicéo.

O ensaio foi repetido com a mesma solucéo de triclosan (de 0,8 pmol.L™), mas
dessa vez, utilizando o procedimento | para a microdiluicdo. Nesse procedimento, por
meio de uma micropipeta de oito canais, sdo obtidas simultaneamente oito réplicas para

cada uma das 11 diferentes diluices da amostra e para o controle negativo (apenas
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tampdo). Na Figura 5.20 é mostrada a foto de uma microplaca de 96 pocos ao final do
ensaio de uma solucdo de triclosan de 0,8 umol.L™ diluida por meio do procedimento I.

# P | “'

Figura 5.20. Foto da microplaca do ensaio de atividade antibacteriana com E. coli K12,
ap6s 8 h de incubago (37 °C e 200 rpm) para uma solucéo de triclosan de 0,8 pmol.L™
que foi diluida por meio do procedimento I. Da esquerda para a direita estdo as colunas
de 1 até 12, e de cima para baixo, estdo as fileiras de A até H.

Na microplaca do ensaio, a diluicdo de triclosan é a mesma ao longo de uma
coluna e aumenta da esquerda para a direita ao longo de uma mesma linha. A turbidez
dos pogos aumenta na medida em que aumenta a diluicdo de triclosan da esquerda para
a direita, indicando que nas primeiras colunas a esquerda a inibicdo do crescimento
diminui com o aumento da diluicdo da solucdo. Observa-se que nas quatro primeiras
colunas da esquerda a inibicdo foi praticamente completa. Os pocos da primeira coluna

a direita sdo controle positivo (sem triclosan).

A curva dose-resposta do triclosan utilizando o procedimento | e o respectivo

modelo logistico obtido do ajuste esta mostrada na Figura 5.21.
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Figura 5.21. Curva dose-resposta do triclosan obtida no ensaio de atividade
antibacteriana utilizando o procedimento | para microdiluicdo. Amostra: solucdo de
triclosan de 0,8 umol.L™* em tampéo-fosfato 1 mmol.L™, pH 8. Condicdes do ensaio:
8 h de incubacéo, a 37 °C e 200 rpm, e densidade inicial do inéculo de 5x10° UFC/mL.
O intervalo de cada ponto representa +1 desvio-padrdo. A linha representa o modelo
logistico ajustado aos dados.

A repetibilidade obtida para cada diluicdo por meio do procedimento | foi
significativamente maior do que a obtida para procedimento, com o desvio-padréo das
inibicbes variando de 0,1 a 6%. A concentracdo de triclosan no limite de deteccdo do
ensaio com a curva dose-resposta ajustada ao modelo logistico, determinado por meio
da equacdo 8, foi de 33,8 nmol.L™.

A analise de variancia estatistica (ANOVA) para o ajuste do modelo logistico

(equacdo 6) a curva dose-resposta mostrada na Figura 4.18 é mostrada na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2. ANOVA para o ajuste do modelo logistico a curva dose-resposta do
triclosan no ensaio de atividade antibacteriana seguindo o procedimento |.

FONTE DE VARIACAO  SQ GL MQ Fealc Ferit'
Regresséo (reg) 166127 3 55375 5491 2,7
Residuos (res) 847,0 84 10,08

Falta de ajuste (faj) 352,9 7 50,4 79 2,1
Erro puro (ep) 494,1 77 6,4

Total 166974 87

% de variancia explicada = 99,49

% maxima de variancia explicada = 99,70

ISignificancia de 5% (o = 5%)

De acordo com Barros Neto et al. (1995), um modelo matematico é
significativo, para descrever um conjunto de dados experimentais, quando ele apresenta
regressdo significativa e uma falta de ajuste que ndo seja significativa, ao nivel de
significancia estipulado. Uma forma de testar a regressdo e a falta de ajuste de um
modelo é por meio da comparacao entre Fcyc para a regressao (MQreg/MQres) € Feaic para
a falta de ajuste (MQgj/MQgp) com o valor do teste F (Fcrir), com 0s mesmos nimeros de
graus de liberdade. Assim, quanto maior for o valor do MQe/MQres em relagéo ao valor
de Feit (MQreg/MQres > Feit), com um nivel de significancia estipulado, mais
significativa é a regressdo. Por outro lado, quanto menor o valor MQx,;/MQe, em relagéo
a0 Ferit (MQri/MQgp < Ferit), menos significativa sera a falta de ajuste. Analisando a
Tabela 5.2, verificou-se que a porcentagem de variacdo explicada pela regressao € alta e
que o valor de MQeg/MQyres € muito maior que Fgit para 0 mesmo numero de graus de
liberdade (MQreg/MQres >> Ferit), 0 que indicaria uma regressao significativa néo fosse
pela evidéncia da falta de ajuste, confirmada pelo alto valor de MQz/MQgp
(MQ#ji/MQgp > Ferir). Desse modo, foi testado o modelo sigmoidal dose-resposta
(equacdo 7) para ajustar a curva dose-resposta do triclosan obtida por meio do

procedimento 11, conforme mostrado na Figura 5.22.
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Figura 5.22. Curva dose-resposta do triclosan obtida no ensaio de atividade
antibacteriana utilizando o procedimento | para microdiluicdo. Amostra: solucdo de
triclosan 0,8 pmol.L™* em tamp&o-fosfato pH 8, 1 mmol.L™ . Condicdes do ensaio: 8 h
de incubagéo a 37 °C e 200 rpm, densidade inicial do inéculo de 5x10° UFC/mL. O
intervalo de cada ponto representa £1 desvio-padrdo. A linha representa o0 modelo dose-
resposta ajustado aos dados.

A concentracdo de triclosan no limite de deteccdo do ensaio com a curva
ajustada ao modelo dose-resposta, determinada por meio da equacdo 9, foi de
22,8 nmol.L™, o que indica que a curva ajustada a esse modelo é mais sensivel do que
guando ajustada ao modelo logistico.

A Tabela 5.3 apresenta a ANOVA para o ajuste do modelo dose-resposta a curva
dose-resposta do triclosan no ensaio de atividade antibacteriana executado seguindo o
procedimento 1.
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Tabela 5.3. ANOVA para o ajuste do modelo dose-resposta a curva do triclosan no
ensaio de atividade antibacteriana seguindo o procedimento I.

FONTE DE VARIACAO  SQ GL MQ Fealc Ferit'
Regresséo (reg) 165862 3 55287 8412,8 2,7
Residuos (res) 552,0 84 6,6

Falta de ajuste (faj) 57,89 7 8,3 1,3 2,1
Erro puro (ep) 494,1 77 6,4

Total 166414 87

% de variancia explicada = 99,66

% maxima de variancia explicada = 99,70

'Significancia de 5% (o = 5%)

Portanto, pdde-se observar que o valor de MQg/MQres foi maior que o seu
respectivo Feir. Além disso, o valor de MQxi/MQe, foi menor que o valor do Feit, para o
mesmo numero de graus de liberdade. Assim, podemos concluir que a regressdo
apresentada pelo modelo foi significativa e que ndo houve evidéncias da falta de ajuste.
Esses resultados, somados as altas porcentagens de variancia explicada, indicam que o
modelo dose-resposta, descrito na equacdo 7 € apropriado para descrever a curva dose-
resposta do triclosan no ensaio de atividade antibacteriana.

Assim, para avaliar a atividade antibacteriana das amostras nesse trabalho foi
utilizado o procedimento | e as curvas dose-resposta obtidas foram ajustadas por meio

do modelo sigmoidal dose-resposta.

O valor da CE50' do triclosan obtida nesse trabalho (50,4 + 0,8 nmol.L™),
utilizando o procedimento | e o modelo dose-reposta, foi menor do que a CE50
determinada por Suarez et al. (2007) que foi de 62 (+ 1) nmol.L™, indicando que a curva
dose-resposta obtida por meio da microdiluicdo é mais sensivel do que a obtida pela
macrodiluicdo. Além disso, o protocolo baseado na microdiluicdo é mais reprodutivel e
mais pratico de realizar do que o da macrodilui¢do. No entanto, as pequenas diferencas

na sensibilidade observadas entre os métodos ndo comprometem a comparacao entre as

! Concentragdo necesséria para inibir 50% do crescimento da E. coli K12 em relagéo ao controle
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atividades antibacterianas das soluces tratada e ndo-tratada.

5.9.2 Avaliacdo da remocao da atividade antibacteriana

Conforme avaliado no item 5.5, o processo catalisado por HRP apresenta
elevada eficiéncia catalitica na converséo de triclosan, com reduzido acréscimo no teor
de proteinas da solucdo, atuando em faixas de pH e de temperatura apropriadas aos
efluentes de ETE. No entanto, é importante avaliar se os produtos formados apos a
reacao enzimatica apresentam atividade antibacteriana, e com isso saber se, a reacao
promoveu uma alteracdo no grupo fendlico da molécula de triclosan, que esta
relacionado com a atividade biologica do agente. Essa é uma das etapas mais
importantes desse trabalho e para isso foi utilizado uma cepa de bactéria (Escherichia
coli K12) que ndo desenvolveu mecanismos de resisténcia a antibiéticos e, portanto,
poderd fornecer medidas extremamente sensiveis da atividade inibitoria do triclosan

e/ou de seus produtos da reacao enzimatica.

As condicdes utilizadas no tratamento de triclosan com HRP (tempo e dosagem
de enzima) foram selecionadas de modo que a dose de HRP fosse a menor possivel para
a maxima conversdo detectavel (> 97%), a fim de evitar possiveis interferéncias da
enzima no ensaio biolégico. Uma possivel interferéncia esta relacionada com a adicéo
de proteinas, 0 que levaria a um estimulo no crescimento da E. coli K12. Além disso,
como a atividade de HRP é desprezivel apés 2 h de reacdo, conforme mostrado na
Figura 5.16, ao se utilizar um tempo de reacdo de 6 h, evita-se a possibilidade de

triclosan ser convertido durante o ensaio bioldgico.

Assim, o tratamento foi realizado com uma dose de HRP um pouco maior
(0,75 U/mL)* do que a dose minima com 6 h de reaco (item 5.5), visto que o tempo de
reacéo foi reduzido para 5 h. concentracéo residual de H,0, foi de 15 umol.L™ e néo foi
suficiente para causar inibicdo no ensaio, visto que apos a diluicdo com tampéo-fosfato,

a concentragdo é reduzida ainda mais, chegando a 0,6 umol.L™ (ou 20 pg.L™).

Na Figura 5.23, sdo mostradas as curvas dose-resposta para as solucdes de

triclosan tratada e ndo tratada e de uma solucdo de HRP de 0,75 U/mL,em pH 7, (a

! As demais condigdes do tratamento foram: pH 7, 25 °C e razdo molar H,0./triclosan de 1,5
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mesma atividade utilizada no tratamento), com fatores de dilui¢do “in vitro” variando de
0,0087 a 0.5. Vale lembrar que, antes do ensaio, todas as solugdes foram diluidas 25 x
com tampéo fosfato.
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Figura 5.23. Curvas dose-resposta da solucdo de HRP de 0,75 U/mL e da solucdo de
triclosan (20 pmol.L™) ndo-tratada e tratada com HRP. As condicdes do tratamento
foram as seguintes: 0,75 U/mL de HRP, pH 7, 6 h, 25 °C e razdo molar H,O,/triclosan
de 1,5. Antes do ensaio, as solucGes foram diluidas 25 x com tampdo fosfato pH 8.

A curva para a solugdo de triclosan ndo-tratada (com 800 nmol.L™ apés diluicdo
de 25x) exibiu uma tendéncia sigmoidal e foi ajustada ao modelo dose-resposta
(equacdo 7), com uma CE50 de 36 nmol.L™. O fator de diluicdo no limite de deteccéo
da curva foi de 0,011, que corresponde a uma concentracdo de triclosan de
17,6 nmol.L™.

A curva da solugdo de HRP ndo exibiu um perfil sigmoidal e,
consequentemente, 0 modelo ndo se ajustou aos dados experimentais. A concentragdo
equivalente de triclosan da solucdo de HRP, ou seja, a concentracdo de triclosan que

apresentaria a mesma resposta no ensaio de atividade antibacteriana foi estimada, por
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meio da equagdo 10, como 31,8 nmol.L™%. A baixa inibicdo apresentada pela solugéo de
HRP pode ser devida aos agentes estabilizantes presentes na HRP comercial.

De modo similar a solugdo de HRP, a curva da solucédo de triclosan tratada com
HRP néo exibiu um perfil sigmoidal e, consequentemente, 0 modelo ndo se ajustou aos
dados experimentais. A concentracdo equivalente de triclosan dessa solugdo foi
determinada como 42,2 nmol.L™*. Tendo em vista que a concentracéo de triclosan na
solucdo ndo-tratada, ap6s diluida 25 x, é de 800 nmol.L™, a remocao de equivalentes de
triclosan foi de 95%, similar a remocao média determinada por HPLC que foi de 98%.
Assim, pode-se inferir que a atividade residual seja devida ao triclosan que ndo foi
convertido e que os produtos da reacdo enzimatica ndo possuem atividade
antibacteriana. Essa constatacdo € consistente com o mecanismo de reacdo de
compostos fendlicos em presenca de HRP, no qual os grupos fenolicos perdem um
elétron, formando radicais livres, que se acoplam dando origem a dimeros e trimeros

com menos (ou sem) grupos fendlicos.

5.9.3 Avaliacéo da atividade antibacteriana dos mediadores-redox

Os compostos que foram utilizados como mediadores-redox na conversao de
triclosan por HRP, com excecdo do alcool veratrilico, apresentam em suas moléculas
estruturas fendlicas e, por isso, podem apresentar atividade antibacteriana. O efeito
inibitério desses compostos foi avaliado por meio do ensaio de atividade antibacteriana,
utilizando soluces de 20 pmol.L™, que é a mesma concentracéo utilizada nas reacdes
enzimaticas (que utilizam uma razdo molar mediador/triclosan de 1,0). Da mesma forma
que as solucdes de triclosan, as solucdes de mediador foram diluidas 25 x, para permitir
a comparagdo com a curva dose-resposta do triclosan no ensaio. Os resultados do ensaio

estdo mostrados na Figura 5.24 e na Figura 5.25.
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Figura 5.24. Curvas dose-resposta, no ensaio de atividade antibacteriana, dos mediadores-redox: catecol (A), protocatecuato (B), acido siringico
(C) e siringaldeido (D). A concentragdo das solucdes de mediador foi a mesma o utilizada nas reacdes enzimaticas (20 pmol.L™) e, antes do

ensaio, essas solucgdes foram diluidas 25x.
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Figura 5.25. Curvas dose-resposta, no ensaio de atividade antibacteriana, do triclosan (A) e dos mediadores-redox: siringaldazina (B), acido p-
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A atividade antibacteriana dos mediadores-redox foi, de um modo geral, bem
menor do que a apresentada pelo biocida triclosan. Os mediadores que apresentaram
maior atividade foram protocatecuato, siringaldazina e siringaldeido, exibindo curvas

dose-resposta com valor maximo de inibicdo entre 20 e 30%.

Na Figura 5.26 é apresentada a poténcia antibacteriana relativa de cada um dos
mediadores-redox que foram utilizados na converséo de triclosan em presenca de HRP
(item 5.8). A poténcia relativa foi estimada com base na concentracdo equivalente de
triclosan da solucdo de mediador, que possui a mesma concentracdo de triclosan

utilizada em sua curva dose-resposta (800 nmol.L™), conforme descrito na equacéo 11.

104 I [
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Figura 5.26. Estimativas das poténcias antibacterianas relativas dos mediadores-redox
no ensaio de atividade antibacteriana. A concentracdo de mediador nas solugdes foi de
de 800 nmol.L™ e, ap6s a diluicdo serial e adi¢do de inoculo, a faixa de concentragdes
“in vitro” foi de 13,6 a 400 nmol.L™". O limite de deteccéio da curva dose-resposta do
triclosan foi de 22 nmol.L™.

A poténcia antibacteriana dos mediadores testados foi maior do que o menor
valor de poténcia que pode ser medido, levando em consideracdo o limite de deteccéo

do ensaio, que € de 2,8%. Os mediadores acido p-coumarico, acido siringico, alcool
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veratrilico e catecol apresentaram valores similares de poténcia antibacteriana, do
mesmo modo que os valores de poténcia dos mediadores siringaldazina, protocatecuato
e siringaldeido foram similares entre si e, a0 mesmo tempo, maiores do que 0s

apresentados pelos primeiros mediadores.

Os mediadores que se destacaram em aumentar a conversdo de triclosan em
presenca de HRP, conforme mostrado no item 5.8, foram siringaldazina, acido
p-coumarico e alcool veratrilico e, entre esses, 0s dois Ultimos apresentaram poténcias

antibacterianas significativamente menores.

Embora a atividade antibacteriana ndo tenha sido avaliada apds a conversao de
triclosan em presenca de mediador, é provavel que seja muito baixa, considerando que,
apos a reacdo, os grupos fenol do triclosan e dos mediadores tenham sido
transformados, conforme discutido no item 5.8. Essa transformacdo faz com que esses
compostos percam a caracteristica estrutural chave para atuarem como inibidores do
crescimento da E. coli K12. E ainda que uma parte de mediador ndo seja convertida, sua
adicdo ao meio reacional ndo implicaria em um aumento expressivo da atividade
antibacteriana da solucdo tratada, visto que os mediadores, de um modo geral, quando
comparados ao triclosan (na mesma proporcdo molar) apresentaram baixa atividade

antibacteriana.

5.10 Conversao de triclosan em concentracdo ambientalmente relevante

Embora o processo catalisado por HRP tenha se mostrado eficiente na converséo
e remocao da atividade antibacteriana do triclosan, esses experimentos foram realizados
com solucdes de triclosan em uma concentragdo (5,8 mg/L) muito maior do que aquelas
em que triclosan é encontrado em matrizes ambientais, que sdo da ordem de alguns
microgramas por litro. Assim, 0 processo enzimatico foi avaliado para a remocdo de
triclosan em uma soluc&o com 10 pg/L (ou 34,5 nmol.L™), que é mais alta concentracio
determinada em afluentes de ETE da Espanha (KANTIANI et al., 2008).

O tratamento foi realizado com trés valores diferentes de atividade inicial de
HRP (0,5, 1,0 e 2,0 U/mL), nas seguintes condi¢Ges reacionais: 25°C, razdo molar
H,O,/triclosan de 1,5 e 5 h de reagdo. Embora a atividade da HRP seja praticamente

nula apos 2 h de reacdo, conforme mostrado na Figura 5.16, foi utilizado um tempo de
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reacdo muito maior nesses experimentos para garantir que a converséo fosse limitada
apenas pela atividade inicial de HRP. Além disso, € de se esperar que a inativagdo da
HRP ocorra a partir de tempos de reacdo muito maiores, visto que é utilizada uma
concentracéo de H,0, (51,8 nmol.L™) muito menor do que a utilizada no experimento
da Figura 5.16, que foi de (30 umol.L™).

As concentracOes residuais das solucOes tratadas e do controle estdo mostradas
na Tabela 5.4. A recuperacdo do analito (triclosan) pelo processo de extracdo em fase
solida foi estimada em 93,7%, por meio da extracdo de uma solucéo de triclosan com a
mesma concentragdo utilizada nos tratamentos com 1,0 U/mL de HRP desnaturada

(controle).

Tabela 5.4. Concentragdes residuais de triclosan apds o tratamento com trés valores
diferentes de atividade inicial de HRP. As reacGes foram realizadas nas seguintes
condigdes: 25°C, razdo molar H,O,/triclosan de 1,5 e 5 h de reacdo. A atividade de HRP
foi medida por meio do ensaio com fenol/AAP (Upnoraap/mL)e por meio do ensaio
com ABTS (UABTslm L)

Atividade inicial de HRP
Concentracéo de triclosan (ug/L)

Uphoraar/mL Uagts/mL
0 0 9,37+0,06
0,27 0,5 0,41+0,03
0,54 1,0 <LD
1,1 2,0 <LD

Limite de deteccdo (LD) = 0,036 pg/L
Limite de quantificacdo (LQ)= 0,101 pg/L

Com uma atividade inicial de 1,0 Uagts/mL de HRP, foi possivel reduzir a
concentracdo de triclosan de 10 pg/L (34,5 nmol.L™") para um valor abaixo de
0,036 pg/L, resultando em uma remocdo superior a 99,6%. A razdo molar
enzima/substrato utilizada nesse experimento foi de 0,98, aproximadamente uma
molécula de enzima para cada de substrato, o que é muito superior a utilizada para
converter 97% de triclosan em uma solugdo com concentracéo inicial de 20 umol.L™, de

que foi de 1,05 x 10” (conforme determinado no item 5.5).
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Para enzimas que seguem a cinética de Michaelis-Menten, como a HRP, a taxa

de conversdo inicial de reacdo v é dada pela equagéo 14:

_ ka[EIS]
K, +[S] (14)

Onde: K, é o constante de Michaelis-Menten, [E;] é a concentracdo de enzimas, ket a
constante cinética de primeira-ordem efetiva para a quebra do complexo enzima-

substrato e [S] concentragdo de substrato.

No entanto, para reacdes em que a concentracdo inicial de substrato € muito
menor do que Ky, ([S] « Kp), a velocidade inicial da reacdo passa a depender
diretamente da eficiéncia catalitica kq/Ky, da concentracdo de enzima [E{ e da

concentracdo inicial de substrato [S], conforme mostrado na equacéo 15.

V=

kCat
K. -[E.I[S] (15)

A equacdo 16 € equivalente a equacdo 15, mas com a quantidade de enzima

expressa em termos da razéo [E(]/[S].

_&.E[s]z (16)

Ky [S]

Assim, caso fosse mantida a mesma razdo molar [E{]/[S] utilizada em
concentragOes iniciais de substrato similares ao pardmetro Ky, a taxa de conversdo de
substrato reduziria consideravelmente, visto que varia diretamente com o quadrado da
concentracdo de substrato. Assim, quando a concentracdo inicial de substrato é muito
baixa, é necessario aumentar a razdo molar [E]/[S] de enzima na reagdo e/ou utilizar
outra enzima com eficiéncia catalitica superior para que os tempos de reacdo nao se

tornem demasiadamente longos.

A anadlise dessas relagcbes demonstra que, quando a concentragdo inicial de
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triclosan diminuiu em vérias ordens de grandeza (de 20 x 10° nmol.L? para
34,5 nmol.L™), a probabilidade de uma molécula de triclosan encontrar uma enzima
também diminui consideravelmente, 0 que torna necessario aumentar a quantidade de
enzima para que a taxa de reacdo ndo seja demasiadamente baixa , conforme previsto

pela equacdo 16.

Auriol et al. (2007b), utilizaram a mesma enzima para remocao de uma mistura
de quatro estrogénios esterdides com concentraco total de 1,52 nmol.L™, e obtiveram
remocdes proximas a 100%, mas com uma dosagem de enzima 10 vezes menor
(0,032 Upponaap/mL) e um tempo de reagdo cinco vezes menor (1h) do que os
utilizados no presente estudo. Esse resultado € consistente com o fato de que os
estrogénios esterdides sdo substratos muito mais especificos para a HRP do que o
triclosan, visto que a eficiéncia catalitica (kca/Ky) para a conversdo de estrogénios
esterdides (entre 6,47 x 10° e 1,13 x 10° mol™.L.s™) é significativamente maior do que
para a conversdo de triclosan (5,47 x 10* mol™.L.s™).

A concentracdo de proteinas no meio reacional apo6s a adicdo de 1,0 U/mL de
HRP foi estimada em 1 mg/L, de acordo com a equacdo 12. Essa quantidade de HRP
comercial adicionada implica no acréscimo de uma concentracdo de proteinas de apenas
1 mg por litro de solugdo, o que resulta em um aumento insignificante no teor de
matéria organica. Considerando uma relagdo DQO/mg de proteina de 1,5 (MIRON et
al., 2000; AQUINO et al., 2006), pode-se estimar a DQO correspondente a proteinas em
solucdo em 1,5 mgO,.L™

Vale ressaltar que o valor determinado para concentracdo de proteinas em
solucdo € valido apenas para o preparado enziméatico comercial contendo HRP (da
Sigma-Aldrich) utilizado no presente trabalho, que apresenta um elevado teor de
proteinas (28% m/m) e baixo grau de pureza, conforme discutido no item 5.1. Assim, é
de se esperar que o teor de proteinas em solucdo seja ainda menor ao se utilizar

preparado enzimatico com grau de pureza mais elevado.

O processo catalisado por HRP foi capaz de converter triclosan em uma
concentracdo muito menor do que Ky, da reacdo (8,6 mg/L), com uma dose de enzima e
um tempo de reagdo que ndo foram demasiadamente elevados. Consequentemente, 0

processo apresenta grande potencial de ser usado para remover triclosan em
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concentragOes similares as que sdo encontradas em amostras reais, como, por exemplo,

em afluentes de ETE.
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6. CONCLUSOES

Embora tanto o processo catalisado por HRP como o processo catalisado por
lacase tenham sido efetivos na conversdo de triclosan, o processo com HRP é mais
apropriado para atuar nas faixas de pH e de temperatura de efluentes de ETE e possui
eficiéncia catalitica superior. Além disso, no processo com HRP o teor de proteinas

dissolvido na solugdo reacional € muito menor do que no processo com lacase.

A conversdo de triclosan foi significativamente influenciada pelas condicdes
reacionais, como a atividade inicial de HRP, presenca de mediadores-redox e razao
molar H,O,/triclosan, 0 que sugere que esses parametros devam ser otimizados ao
aplicar esse processo. Os mediadores-redox &cido p-coumético, alcool veratrilico e
siringaldazina, que possuem atividade antibacteriana muito baixa, aumentaram
significativamente a taxa de conversao de triclosan, quando utilizados na razdo molar
mediador/triclosan de 1,0. Alguns desses mediadores, como o0 &cido p-coumarico, sdo
acidos humicos que podem estar presentes em efluentes de ETE.

A conversdo de triclosan catalisada por HRP segue uma cinética de Michaelis-
Menten e a afinidade da HRP por triclosan é similar a afinidade de lacase por esse
substrato. O decaimento de triclosan, H,O, e atividade de HRP durante a reagéo seguiu
um padrdo de primeira-ordem, sendo que, a reducdo da atividade de HRP pode ser

devida a mecanismos de inativacao relacionados com a presenca de excesso de H,0..

A atividade antibacteriana de triclosan foi eficientemente reduzida pelo
tratamento enzimatico, indicando que o anel fendlico foi modificado para um grupo éter
mais hidrofébico por meio de mecanismos de acoplamento oxidativo, formando
dimeros, trimeros e outros oligbmeros, conforme indicado na literatura. Esses sub-
produtos apresentam maior hidrofobicidade do que o triclosan e, portanto, menores
mobilidade e biodisponibilidade em matrizes aquosas, 0os quais podem ser removidos

mais facilmente por microfiltracdo e/ou coagulacéo.

Além disso, foi demonstrada a viabilidade técnica do processo catalisado por
HRP para a remocéo de triclosan em uma concentragcdo ambientalmente relevante, sem
consumir uma grande quantidade de enzima ou sem requerer tempos demasiadamente

longos de reacdo. Consequentemente, 0 processo é um candidato potencial para a
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remocao de triclosan em matrizes ambientais complexas, como efluentes de ETE, nas
quais um processo de tratamento seletivo é necessario visto que outros compostos
organicos (e inorganicos) estdo presentes em concentragdes muito maiores. O
tratamento com HRP pode ainda remover outros micropoluentes que possuam anel
fenolico, como os desreguladores enddcrinos estrogénicos, com a vantagem de formar

sub-produtos com atividade biol6gica reduzida.

De acordo com a revisdo feita na literatura, esse € o primeiro trabalho relatando
0 uso da enzima HRP para a remocao da atividade antibacteriana de triclosan e para

remocao em concentracdes ambientalmente relevantes, em agua ultrapura.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade a esse trabalho, propde-se:

e A avaliacdo do desempenho catalitico de outras enzimas oxidativas na conversao
de triclosan, como lignina peroxidase, manganés peroxidase e peroxidase de
Coprinus cinereus;

e A identificacdo dos subprodutos da conversao enzimatica de triclosan, com e sem
mediadores-redox por técnicas analiticas, como a espectroscopia de massas e a de
ressonancia magnética nuclear, para elucidar os mecanismos de reacdo e avaliar a
estabilidade das ligacGes quimicas formadas nos subprodutos;

e A avaliacdo da estabilidade dos subprodutos da reacdo a agentes fisicos e
quimicos, como radiagdo UV e visivel, adsorcdo em sedimentos, hidrdlise,
alteracdes de pH e oxidagdo por microrganismos aerébios e anaerobios;

e A avaliacdo do uso de outros mediadores-redox naturais, como 0s provenientes da
degradacéo da lignina ou da matéria organica natural presente no solo, visando o
aumento das taxas de conversdo enzimética de triclosan;

e A avaliacdo da remocdo da atividade antibacteriana das solucgdes tratadas com
enzimas utilizando ensaios com outras espécies de bactéria de relevancia
ambiental;

e A avaliacdo do desempenho dos processos enzimaticos em remover triclosan de
efluentes de ETE em concentragdes ambientalmente relevantes;

e A avaliacdo da remocédo de triclosan por meio de enzimas imobilizadas em
suportes de baixo custo e de reduzido impacto ambiental;

e [Estudos sobre os mecanismos pelos quais HRP € inativada em baixas
concentracdes de substrato e determinacdo de um ponto 6timo para a taxa de
adigéo de H,O;, ao meio reacional, de modo a minimizar a inativacdo da enzima e

maximizar a conversao de substrato.
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