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RESUMO

Os horménios 17B-estradiol e 17a-etinilestradiol, grupo pertencente aos
desreguladores enddécrinos, tornaram-se um problema significativo no mundo
por acarretarem uma série de alteragGes a salde humana devido a grande
liberagdo em efluentes, associado a sua dificil degradacéo. Sendo assim,
realizou-se uma revisdo de literatura integrativa buscando uma alternativa
para promover a eliminacdo desses compostos nas estagfes de tratamento
de esgoto através do uso da biodegradacéo, o qual tem evidéncias que € o
mais eficaz na degradagdo dessas moléculas de alta complexidade.
Constatou-se na literatura que a aplicagdo de um consorcio bacteriano com
as bactérias Acinetobacter sp., Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus equi
e Rhodococcus zopfii € a alternativa que apresenta os melhores resultados.
Essas bactérias, previamente utilizadas em outras pesquisas, apresentam
altas taxas de degradacéo de E2 e EE2, modo de vida e parametros fisico-
guimicos semelhantes entre si, vias de degradacdo que mineralizam as
moléculas e alta capacidade de se adaptarem a mudancas no meio.

Palavras-chave: Bactérias. Estrogénios. Estradiol. Etinilestradiol.
Biodegradacéo.

INTRODUCAO

A &gua é essencial para a manutencdo da vida e utilizada em
diversas &reas, contudo, visto que é um recurso finito, é de extrema
relevancia reconhecer a importancia de sua preservacéo (MINISTERIO DO
MEIO AMBIENTE, 2005). Um dos maiores problemas atuais € a presenca de
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residuos poluentes na dgua, entre estes, os desreguladores endécrinos (DE),
pois sdo compostos capazes de alterar as funcdes do sistema enddcrino. No
grupo dos DE, sobressaem-se 0s estrogénios representados pelos
horménios naturais estrona (E1), 17B-estradiol (E2), estriol (E3) e pelo
hormadnio sintético 17a-etinilestradiol (EE2). Dentre estes, destacam-se o0 E2
e 0 EE2 por serem os mais estudados, ja que estao entre as substancias mais
difundidas no ambiente, devido ao aumento populacional e pelo consumo
exacerbado de medicamentos de reposicdo hormonal e contraceptivos. Sao
moléculas que possuem carater de persisténcia, sdo prejudiciais a saude
humana e consequentemente, que despertam maior preocupacdo (LIMA;
BERGAMASCO, 2017).

Estes dois horménios séo excretados pelos seres humanos, langados
no esgoto e convertidos da forma conjugada (aos acidos sulfirico
e glicurdnico) e ndo nociva, para a forma livre e nociva, a partir do
metabolismo microbiano (Escherichia coli, por exemplo) (SOUZA, 2019).
Sendo assim, observa-se que 0s esgotos tratados sdo fundamentais na
gestdo sustentavel dos recursos hidricos, como uma alternativa para o reuso
de aguas e preservacao do ambiente (SCHULZ; AFONSO, 2013). Entretanto,
estudos relatam que mesmo apds o tratamento dos efluentes nas ETE,
compostos como os DE néo sdo completamente eliminados, indicando que
as tecnologias empregadas ndo séo efetivas na remocdo deste grupo de
poluentes. Além disso, apenas 38% do esgoto produzido no Brasil é tratado,
e ainda, dos 5.570 municipios brasileiros, 2.659 ndo monitoram a
gualidade da &gua, o que agrava ainda mais a situacao (TRATA BRASIL,
2016).

Em geral, a degradacdo destes poluentes por processos
convencionais (floculacdo, coagulacéo e precipitacdo) é dificultada em razédo
das suas baixas concentragfes (reduz as taxas de oxirreducdo) e da sua
resiliéncia, derivada da estrutura quimica (compostos aromaticos) (LIMA;
BERGAMASCO, 2017). No entanto, existem trabalhos demonstrando a
eficiéncia da biodegradacdo dos hormdnios E2 e EE2, a partir do
enriguecimento das ETE com bactérias. Dessa forma, alternativamente, uma
possibilidade seria a incorporacdo de uma etapa adicional a ETE, tal como a
utilizacdo dessas bactérias imobilizadas em reatores biologicos.

Portanto, o objetivo deste trabalho de revisdo concentra-se em
descrever a biodegradacdo como alternativa para a eliminacdo dos
hormdnios E2 e EE2 em ETE.

METODOLOGIA

Neste trabalho realizou-se uma reviséo de literatura integrativa, com
0 objetivo de sumarizar os microrganismos capazes de degradarem o0s
hormdnios E2 e EE2, em ETE. As pesquisas foram realizadas em trés bases
de dados bibliogréficas diferentes — PubMed, Scientific Electronic Library
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Online (SciElo) e Google Académico. Selecionou-se artigos publicados entre
0s anos de 2000 e 2020, nos idiomas inglés, portugués e espanhol.

Os termos utilizados para abordar o assunto de interesse das
pesquisas foram: biodegradacgao, horménios sintéticos, hormdnios naturais,
desreguladores enddcrinos, estradiol (E2), etinilestradiol (EE2), 173-Estradiol
e 17a-Etinilestradiol, caracteristicas fisico-quimicas do E2 e EE2, estacdes
de tratamento de esgoto (ETE), descontaminacbes nas ETE, reatores
biolégicos, métodos de degradacdo, microrganismos com potencial de
degradacéo, potencializadores da degradacao.

Os artigos foram lidos pelos autores, realizado um fichamento com
as informacdes de interesse, e daqueles que continham informacdes
semelhantes foram selecionados os mais atuais, excluindo os antigos. Os
termos acima foram utilizados individualmente ou em conjunto com
terminacg@es de interesse, para potencializar as pesquisas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

PRESENCA DOS HORMONIOS ESTROGENIOS NAS ETE

O uso exacerbado de medicamentos de reposicdo hormonal, e
principalmente contraceptivos, evidencia a excre¢cdo massiva pela populacéo.
Existe uma ampla gama de compostos poluentes presentes nas ETE e, entre
estes, estdo os hormdnios estrogénios (TRATA BRASIL, 2016). Os
horménios E2 e EE2 recebem destaque, pois sdo 0s mais disseminados no
meio ambiente, devido a excrecdo através da urina e fezes (NETO, 2020).
Fatores como sexo, idade, estado de saude e gravidez interferem diretamente
na quantidade diaria excretada (Quadro 1), assim como a quantidade variante
das concentracbes (15 a 50 pg por comprimido) de EE2 presente nos
comprimidos dos anticoncepcionais (PETERSON et al., 2000).

Quadro 1 - Excrecéo diaria (ug) de 17B-estradiol e 17a-Etinilestradiol pelos seres
humanos

. Excrecdo diaria (ug)
Populagao 17B-estradiol 17a-etinilestradiol

Homens 1,6 -

Mulheres em uso de - 35,0

contraceptivos

Mulheres em menstruacéo 3,5 -
Mulheres em menopausa 2,3 -
Mulheres em gestacdo 259,0 -

Fonte: Adaptado de Peterson et al., 2000.

Os horménios E2 e EE2 quando excretados, sdo encontrados em sua
forma menos ativa (conjugados a glicuronidas e sulfatos). Entretanto, quando
sdo submetidos aos tratamentos nas ETE, eles s&o convertidos a sua forma
ativa (livre), a partir da enzima R-glicuronidase sintetizada por alguns
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microrganismos, com destaque a bactéria Escherichia coli, presente em altas
populagbes em ETE, pois € eliminada através das fezes (SOUZA, 2019).

As técnicas convencionais (floculacédo, coagulacédo e precipitacdo)
aplicadas durante o tratamento de esgoto possuem como objetivo a extragédo
dos poluentes dos efluentes (PETERSON et al., 2000). Nestas etapas a
matéria organica € retirada através da separacdo do esgoto nos
decantadores primarios, onde a fase solida se deposita no fundo e forma o
lodo priméario bruto. Entéo, os coagulantes e floculantes sao adicionados para
auxiliar o processo de sedimentagdo, tornando a matéria poluente com
maiores dimensfes e mais densa. Contudo, estas técnicas ndo estdo em
conformidade com o nivel desejado de remogéo para os compostos de baixa
massa molar (100 a 500 g.mol-1), como os estrogénios (MOURA, 2011).

No Brasil, os processos mais utilizados nos sistemas de tratamento
das ETE séo os bioldgicos, pois sdo mais efetivos na eliminacao de moléculas
complexas, possibilitam o tratamento de um volume maior de efluente,
mantendo a eficiéncia na remocdo da matéria organica. Além disso, possui 0
menor custo para desenvolvimento e a possibilidade de aplicacdo da
técnica in situ, uma vez que ndo é necessario o transporte do residuo para
realizar o tratamento (VIEIRA, 2007).

CARACTERIZACAO DAS MOLECULAS DOS HORMONIOS E2 E EE2

Os hormonios E2 e EE2 sdo classificados como esteroides, devido a
presenca de um nucleo esteroide, caracterizado por sua composicdo de
guatro anéis carbdnicos fundidos entre si, sendo que 1 deles é anel
benzénico. Esse fato colabora com a rigidez e estabilidade energética do
estrogénio, dificultando a quebra dessas moléculas (CARAMORI; OLIVEIRA,
2009). A presenca do grupo etinil no carbono 16 na estrutura do EE2 o torna
extremamente estavel contra a oxidacdo no meio ambiente, promovendo
maior resisténcia ao metabolismo e a degradacéo (LI et al., 2013).

As caracteristicas fisico-quimicas desses estrogénios também
contribuem na dificuldade de degradag&o dos mesmos. Tanto o E2 como o
EE2 sdo compostos hidrofébicos, o que acarreta na reducdo da sua
solubilidade em agua. Além disso, a baixa massa molar, combinada com sua
baixa volatilidade, colaboram para que os hormonios sejam insolUveis em
meio aquoso. Desse modo, 0 EE2 com sua menor solubilidade e baixa
volatilidade, possui maior dificuldade de degradacéo (PERONDI, 2019).

Outra dificuldade evidenciada € a acumulacdo do E2 e EE2 na 4gua,
no solo e em sedimentos. Isso se deve, parcialmente, pelo valor de log Kow
(potencial de bioacumulacéo e de solubilidade de moléculas organicas), uma
vez que todos os compostos que apresentam log Kow > 1,0 tendem a ser
menos soluveis em &agua (ARSEGO, 2009). Esse parametro também
demonstra a tendéncia para associar-se a fase sélida, ou seja, na matéria
organica presente na agua e nos sedimentos, devido ao comportamento
hidrofobico das moléculas (CARAMORI; OLIVEIRA, 2009).
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Todos esses fatores intrinsecos também auxiliam na estimativa do
tempo e destino de cada substancia, além de quantificar a porcentagem da
substancia que sera adsorvida pela fase solida e a que é dissolvida em fase
liguida. Além disso, a meia-vida destes hormonios, mesmo sendo
considerada curta, juntamente com a taxa de degradacdo que eles
apresentam, também podem ser afetadas por outros fatores, como a
presenca de ligagdes covalentes, troca de ligante, migragéo para micro sitios
nas particulas do solo e as concentracfes dos poluentes que foram
adsorvidos (ADEEL et al., 2017).

BIODEGRADAGAO DOS HORMONIOS E2 E EE2

De maneira geral, a biodegradacdo consiste em um processo de
tratamento em que se faz uso de organismos vivos (bactérias, fungos ou
plantas) para reduzir, modificar e/ou eliminar compostos organicos (LIZ,
2013). Dentre esses, as bactérias apresentam melhores resultados quanto as
taxas de degradacdo, pois sdo amplamente difundidas no ambiente e
possuem a capacidade de degradar compostos organicos complexos. Além
de apresentarem rapido tempo de geracdo, também possuem maior
versatilidade metabdlica e alta capacidade de adaptacdo aos meios que sao
implantadas (UPADHYAY; SRIVASTAVA, 2010).

Nesse processo de biodegradacéo, considerando que o0s estrogénios
sdo moléculas orgéanicas e, portanto, passiveis de serem degradadas pela
microbiota, a acdo bacteriana pode atuar degradando as formas ativas (sem
conjugacao) de E2 e EE2 de trés maneiras distintas:

1) Cometabolismo de bactérias oxidadoras de amobnia, onde utiliza-
se as enzimas existentes das préprias bactérias para degradar hormonios e
dessa forma, o composto organico é modificado, mas ndo é utilizado para
crescimento. |As bactérias nitrificantes agem n&o somente em compostos
organicos de baixo peso molecular, mas também em compostos sintéticos
como EE2 (VADER, 2000).

2) Cometabolismo de bactérias heterotréficas, onde ocorre a
degradacéo a partir de diferentes fontes de carbono. Como exemplo pode-se
citar o estrogénio EE2 sendo degradado a partir da utilizacéo do E2, presente
no mesmo meio, como fonte de carbono. Nessa via ocorre a mineralizacéo
completa do horménio (LIU; KANJO; MIZUTANI, 2009).

3) Via oxidativa (direta), onde os préprios hormonios sdo a fonte de
carbono para o metabolismo energético das bactérias. Por exemplo, o E2 é
primariamente degradado a E1 e subsequentemente, & um metabdlito com
uma estrutura de lactona (X1), em seguida, ocorre o processo de clivagem
dos anéis da molécula e finalmente, sua inser¢éo no ciclo do &cido citrico,
onde ha a conversao a dioxido de carbono. Nesse processo também ocorre
a mineralizacdo completa dos compostos (LIU; KANJO; MIZUTANI; 2009).

Além disso, a biodegradacdo dos estrogénios E2 e EE2 é
influenciada diretamente por fatores ambientais, principalmente pelo pH,
temperatura e oxigénio. Dessa maneira, € indispensavel que todas essas
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variaveis sejam previamente estudadas, favorecendo o crescimento
bacteriano e as taxas de degradagdo dos hormonios (JOSS et al., 2004).

Ph: Dentre os valores mais favoraveis para o desenvolvimento
bacteriano, estdo aqueles aproximados da neutralidade (6,5 a 7,5) (TELLES,
2020). Além disso, as moléculas de E2 e EE2 apresentam maior solubilidade
em pH basico (7,0 a 10,0) (ADEEL et al., 2017). Estudos realizados
demonstram que a degradacdo do E2 através da co-cultura entre cepas
de Acinetobacter e Pseudomonas ocorreu entre uma variacdo de pH de 7 a
9, sem comprometimento da eficiéncia de degradagéo (LI et al., 2013).

Temperatura: Estudos de Gabet-Giraud et al. (2010) comprovam
gue temperaturas mais altas favorecem a eliminacdo dos estrogénios, uma
vez que andlises em 20°C resultaram em melhor remocgdo, quando
comparadas a 10°C. Além disso, a influéncia da temperatura na
biodegradacéo do E2 e o resultado mostrou que a taxa de biodegradacéo
aumentou linearmente com a elevacdo da temperatura de 20 a 35°C (Ll et al.,
2013), resultado que se assemelhou com o0s estudos de Layton et al.
(2000). Fatos parcialmente explicados pela maioria dos microrganismos no
sistema de esgoto se originarem de excrec¢éo, portanto, estdo adaptados a
temperatura corporal, que é de 36 °C.

Oxigénio: A degradacao de compostos organicos por bactérias em
meio aerdbico é mais eficiente, quando comparado a processos anaerdbicos,
devido a presenca de monooxigenases e dioxigenases (DIREITO, 2005).
Estas enzimas clivam o anel aromatico fendélico do estrogénio, fazendo com
gue seja mais facilmente biodegradado (ADEEL et al., 2017). Os valores de
degradacéo de E2 foram maiores em condicdes aerdbias do que anaerodbicas
(ANDERSEN, 2004). Ainda, as taxas de remoc¢do com sistema aerébico
sdo de 99,9% para 0 E2 e 78% para 0 EE2 (JOSS et al., 2004).

Vérias bactérias possuem capacidade comprovada em degradar os
horménios estrogénios, contudo, analisando fatores fisicos, quimicos e
biol6gicos, além da influéncia que estes possuem sobre o0 processo de
biodegradacéo, selecionou-se as bactérias Acinetobacter sp., Pseudomonas
aeruginosa, Rhodococcus equi e Rhodococcus zopfii como microrganismos
a serem empregados no sistema de biodegradacao. Tanto pela efetividade na
degradacdo dos estrogénios, como pelas caracteristicas individuais que
apresentam (modo de vida e vias de degradacdo) (COMBALBERT, 2010).

Acinetobacter sp.: No trabalho proposto por Pauwels et al. (2008),
avaliou-se a capacidade de degradagcdo do hormdnio EE2, pelas cepas
de Acinetobacter sp. selecionadas a partir de amostras de lodo ativado
cultivadas na presenca de 50 mg.L! de EE2. A degradacdo de 5 mg.L* de
EE2 foi avaliada durante 38 dias, juntamente com o fornecimento de E2 (2,5
e 5mg.L?). Todas as bactérias cultivadas foram capazes de degradar
aproximadamente 97% de EE2 apés 38 dias, contudo, o composto EE2 ndo
foi removido na auséncia de E2, portanto, através do processo
de cometabolismo, a presenca de E2 contribuiu para a remocdo de EE2.
Também foram conduzidos testes onde a razdo de E2/EE2 foi aumentada de
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zero a cinco e o melhor resultado, 95% de remoc¢édo de EE2 em 5 dias, foi
obtido com a maior concentracdo de E2 adotada.

Pseudomonas aeruginosa: Além de possuir capacidade
significativa de crescer e se desenvolver na presenca de E2, ela faz uso de
diferentes fontes de carbono e nitrogénio (geralmente nitrato em substituicdo
ao oxigénio como aceptor final de elétrons) (SILVA, OTERO, ESTEVES,
2012). De acordo com os estudos de Zeng et al. (2009), uma cepa isolada do
lodo aerdbico ativado foi inoculada em meio contendo E2 como a Unica fonte
de carbono. Apds 4 dias, observou-se que 99% do E2, em concentracao
inicial de 20 mg.L?, havia sido degradado.

Uma co-cultura entre as cepas de Acinetobacter sp.
e Pseudomonas sp. tiveram a capacidade de remover aproximadamente
98% de E2, quando se utilizou 5 mg.L™* de E2 como Unica fonte de carbono,
em 7 dias de incubacao (LI, et al., 2018). Ainda, ressaltou-se que quando
essas bactérias sdo incubadas isoladamente, ambas reduzem a porcentagem
de degradacédo desses compostos (Acinetobacter sp. 7%
e Pseudomonas sp. 68%).

Rhodococcus equi e Rhodococcus zopfii: As cepas das espécies
de Rhodococcus equi e R. zopfii isoladas de lodo ativado em ETE, quando
expostas a 100 mg.L'! de E2 e EE2, degradaram 80% do EE2 e
mineralizaram o E2 em apenas 24 horas apdés o inicio da cultura. Além disso,
observou-se que R. zopfii possui atividades degradadoras particularmente
fortes, assimilando o E2 seletivamente. Em contrapartida, R. equi apresenta
elevada resisténcia no ambiente e capacidade de adaptacdo, podendo
persistir vidvel por até 12 meses, mesmo quando exposto a condi¢cBes
extremas de temperatura e pH, 0 que demonstra que essas duas bactérias
sdo extremamente vidveis em aplicacdes praticas (YOSHIMOTO, et al.
2004).

Portanto, considerando as taxas de degradacdo apresentadas pelas
quatro bactérias, além das suas caracteristicas metabdlicas, sugere-se o
emprego de um consoércio bacteriano. As vantagens de empregar culturas
mistas baseiam-se nos resultados positivos apresentados, quando as
bactérias interagem entre si e potencializam a biodegrada¢éo, uma vez que
todas essas bactérias demonstram altas taxas de degradacéo de E2 e EE2
(LI, et al., 2018). Ainda, o consorcio bacteriano auxilia no desenvolvimento
das bactérias e permite que as mesmas se adaptem com maior facilidade a
alteracbes no ambiente, como mudancgas de temperatura, pH, oxigénio,
disponibilidade de nutrientes e até mesmo, a quantidade de efluente contendo
0s estrogénios (GHAZALI, 2004).

PROPOSTA DE MODELO BIOLOGICO PARA DEGRADACAO DE E2 E
EE2 EM ETE

Diversos estudos recomendam a utilizacdo de diferentes cepas
bacterianas, formando um consorcio, para potencializar a degradacédo de
poluentes orgéanicos, tais como os estrogénios E2 e EE2 (LIM, et al., 2016).
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Sendo assim, selecionou-se as bactérias Acinetobacter sp., Pseudomonas
aeruginosa, Rhodococcus equi e Rhodococcus zopfii, pois além de
apresentarem altas taxas de degradacao confirmadas, elas também possuem
maior potencial de assimilacdo de E2 e EE2 quando estdo associadas
(VARJANI, UPASANI, 2017). Essas bactérias também sdo muito similares
entre si, tanto em relagéo as suas caracteristicas individuais (modo de vida),
como seus parametros fisico-quimicos (principalmente temperatura, pH e
oxigénio). Além disso, elas possuem alta capacidade de adaptar-se ao
ambiente em que séo inseridas, fato que também é fortalecido quando elas
atuam em consorcio.

A escolha desses microrganismos também é justificada devido a rota
de degradacéo ser pela via oxidativa ou 0 cometabolismo a partir da oxidagéo
de outras fontes de carbono, onde ocorre a mineralizagdo do E2 e EE2, sem
gerar subprodutos nocivos a salde humana (TRAN, et al., 2013).

CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista que os DE E2 e EE2 s&o considerados contaminantes
de aguas superficiais e apresentam riscos a salde humana mesmo em
concentracbes extremamente baixas, o presente estudo é justificado. De
acordo com pesquisas preliminares, sabe-se que € durante o processo de
degradacéo bioldgica das ETE que se obtém os melhores resultados acerca
da eliminacdo de estrogénios, portanto, utiliza-se bactérias na metodologia
proposta.

A Acinetobacter sp., Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus equi e
Rhodococcus zopfii séo as selecionadas para compbr o consércio bacteriano,
pois além de apresentarem caracteristicas e modo de vida similares, também
tem alta capacidade de adaptar-se a mudangas do meio, isto €, dentro da
ETE. Além disso, elas utilizam a mesma via metabdlica, o cometabolismo
heterotroéfico, a partir da degradacéo de fontes de carbono e oxidacéo direta,
ocorre a mineralizacdo das moléculas de E2 e EE2, tornando-a in6cua, o que
resolve a problematica de contaminacdo das aguas e a exposi¢cdo do ser
humano a essas, diminuindo o risco de danos a salde humana, provocados
pelo E2 e EE2 nos corpos hidricos.
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