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RESUMO

MENDES, Hamilton Pires Barbosa. Biodegradacdo de horménios por bactérias
com potencial aplicacdo no tratamento de efluentes sanitarios: Reviséo
sistematica e estudo de caso. 2021. 66f. Dissertacdo (Mestrado Profissional em
Engenharia Ambiental) — Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

O lancamento de efluentes sanitarios em corpos hidricos representa um
grande desafio tanto de salude publica quanto ambiental. Além dos poluentes ja
conhecidos, um grupo de micropoluentes emergentes tem sido encontrado com
frequéncia tanto em mananciais como em aguas ja tratadas para consumo humano.
Esses composto micropoluentes, como 0s estrogénios naturais estrona (E1), 17(3-
estradiol (E2), e estriol (E3) e sintéticos, como o 17a-etinilestradiol (EE2), s&o
detectados gracas a aplicacdo de técnicas analiticas avancadas. Mesmo em baixas
concentracbes, esses estrogénios podem interferir e desregular processos
importantes do sistema endécrino em humanos e animais. Uma vez desregulado, o
sistema enddcrino tem o potencial de afetar outros sistemas, tais como nervoso,
reprodutor e imunolégico. Diante da seriedade desse problema, pesquisadores ao
redor do mundo tém buscado desenvolver sistemas eficientes e de baixo custo,
capazes de reduzir a concentragcdo destes compostos no efluente tratado. O
presente trabalho teve como objetivo revisar na literatura estudos sobre reducao de
estrogénios por microrganismos em processos de tratamento de efluentes. O
trabalho foi dividido em duas etapas sendo, apresentar uma revisao sisteméatica da
literatura cientifica sobre a degradacdo de estrogénios por microrganismos em
sistemas de tratamento de efluentes, utilizando as palavras-chaves “hormon
biodegradation bacteria” na base de dados eletrbnica Scopus, considerando o
periodo entre os anos 2000 e 2020; e realizar, através de um estudo de caso,
ensaios de enriquecimento e isolamento de estirpes bacterianas a partir de amostras
de 4gua contaminada com altas concentracdes do estrogénio sintético EE2. A busca
inicial de artigos resultou em 42 trabalhos, dentre os quais 22 preencheram o0s
critérios de inclusdo da revisdo. Constatou-se que a China e os Estados Unidos da
América sdo o0s paises com maior representatividade nos estudos sobre a
biodegradacdo de estrogénios em sistemas de tratamento de efluentes. Entre os
artigos selecionados, 63% dos ensaios de degradacdo dos estrogénios naturais
reportaram degradac&o completa e 37% reportaram subprodutos ndo estrogénicos.
Por outro lado, apenas 18% dos estudos sobre a biodegradacdo do estrogénio
sintético EE2 reportaram auséncia de estrogenicidade no efluente tratado. No ensaio
de enriquecimento e isolamento foram isolados dois tipos de colGnias
morfologicamente destintas capazes de usar o estrogénio EE2 como fonte de
carbono. Dessa forma, os bons resultados reportados sobre a eficiéncia da
degradacdo de estrogénios podem ser indicadores importantes da existéncia de
condi¢cBes tecnoldgicas viaveis para a utilizacdo do tratamento biolégico para a
remocao de tais substancias em efluentes sanitarios.

Palavras-chave:  Micropoluentes emergentes. Desreguladores  enddcrinos.

Tratamento de efluentes. Hormonios estrogénicos. Lodos ativados.



ABSTRACT

MENDES, Hamilton Pires Barbosa. Bacterial degradation of estrone, 17B-estradiol,
estriol and 17a-ethinylestradiol in aerobic wastewater treatment systems:
Systematic review and case study. 2021. 66f. Dissertacdo (Mestrado Profissional
em Engenharia Ambiental) — Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Sewage discharge into water bodies represents a challenge for both public
health and the environment. In addition to the classic environmental pollutants, a
group of emerging pollutants have been detected in environmental waters and waters
already treated for human consumption. These micropollutant compounds, such as
the natural estrogens estrone (E1), 173-estradiol (E2) and estriol (E3) and synthetic
ones, such as 17a-ethinylestradiol (EE2), are detected thanks to the application of
advanced analytical techniques. Even at low concentration, these estrogens can
interfere and disrupt important endocrine system processes in human and animals.
Once deregulated, the endocrine system has the potential to affect other systems,
such as the nervous, reproductive, and immune systems. Given the seriousness of
this problem, researchers around the world have sought to develop efficient and low-
cost systems capable of reducing the concentration of these compounds in the
treated effluent. The present work aimed to review in the literature studies on
estrogen reduction by microorganisms in effluent treatment processes. The work was
divided into two stages, presenting a systematic review of the scientific literature on
the degradation of estrogens by microorganisms in effluent treatment systems, using
the descriptor "hormone biodegradation bacteria" in the Scopus electronic database,
considering the period between years 2000 and 2020; Carry out, through a case
study, enrichment tests and isolation of bacterial strains from water samples
contaminated with high concentrations of synthetic estrogen EE2. The initial search
for articles resulted in 42 works, among which 22 met the review's inclusion criteria. It
was found that China and the United States of America are the countries with the
greatest representation in studies on the biodegradation of estrogens in effluent
treatment systems. Among selected articles, 63% of natural estrogen degradation
trials reported complete degradation and 37% reported by-products without
estrogenicity. On the other hand, only 18% of studies on the biodegradation of
synthetic estrogen EE2 reported an absence of estrogenicity in the treated effluent.
In the enrichment and isolation trial, the case study, two types of morphologically
distinct colonies capable of using estrogen EE2 as a carbon source were isolated.
Thus, the good results reported on the efficiency of estrogen degradation, through
biological treatment systems, can be important indicators of the existence of viable
technological conditions for the inclusion, in Brazilian environmental legislation, of
estrogenicity criteria in treated effluents.

Keywords: Emerging micropollutants. Endocrine disruptors. wastewater treatment.

Estrogen hormones. Activated sludge.
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INTRODUCAO

O lancamento de efluentes em corpos hidricos, sem o devido tratamento, tem
consequéncias graves tanto para o equilibrio ecolégico como para a saude humana.
Dentre os diversos poluentes, os micropoluentes desreguladores endocrinos (DES)
tém um lugar de destaque devido a capacidade de interferir nos processos
hormonais, bloqueando ou mimetizando as acdes destes. Além disso, esses
compostos tém o potencial de causar efeitos adversos a saide humana e animal
mesmo em concentracfes extremamente baixas entre 0.1 e 1 ng.L?! (PAUWELS,
2008). Segundo Saloméao (2014), em humanos, a exposicdo diaria aos DEs ocorre
por via da ingestdo de alimentos e agua, inalacdo de gases e particulas presentes
no ar e através da pele. Esses compostos exdgenos estdo divididos em classes,
dentre as quais estdo os hormbnios estrogénicos naturais e os artificiais (BILA e
DEZOTTI, 2007).

Os estrogénios naturais estrona (E1), 17B-estradiol (E2) e estriol (E3) e o
estrogénio artificial 17a-etinilestradiol (EE2) s&o os principais responséaveis pelos
efeitos desreguladores observados em corpos hidricos que recebem despejo de
efluentes (HOMKLIN et al., 2011; BILA e DEZOTTI, 2007; OMS, 2012). Esses
estrogénios, naturais e sintéticos, sdo excretados por humanos e animais na forma
ativa e como conjugados, principalmente glicuronideos (E2) e sulfatos (E1 e EE2)
(HANSELMAR et al., 2003). Apesar de apresentarem baixo potencial estrogénico na
forma de conjugado, estes séo facilmente dissociados para a forma mais ativa por
processos quimicos ou enzimaticos (DUONG et al., 2011). Na saida das estacdes de
tratamento de efluentes (ETES) os estrogénios estdo predominantemente na forma
ativa, o que indica que a dissociacdo dos conjugados ocorre majoritariamente entre

a excrecao e o lancamento do efluente (GOMES et al., 2009).

Os estrogénios presentes em efluentes podem ser removidos ou
transformados através da atividade microbiolégica em sistemas como lodo ativado
(CHANG et al. 2009), wetlands construido (RABELLO et al. 2019) e sistema de
microalgas (LAl et al., 2002). A degradacdo dos estrogénios através de processos
microbiolégicos também pode ser observada nos ecossistemas naturais tais como
rios (JURGENS et al. 2002), sedimento marinho (HOMKLIN et al., 2011) e em solos



20

(FAN et al., 2007). Apesar de ser um processo pouco adotado, quando comparado
aos processos de oxidacdo avancada, carvdo ativado e membranas, a
biodegradacdo dos estrogénios € uma alternativa eficiente e de menor impacto
ambiental. Nesse processo sdo criadas condi¢cdes para que bactérias, fungos ou

vegetais removam, reduzam ou modifiquem os estrogénios (VILELA, 2012).

A biodegradacédo de estrogénios tem sido assunto de estudos nacionais e
internacionais. Alguns microrganismos como bactérias (FUJII et al., 2002), fungos
(LIU et al., 2017) e microalgas (POLLIO et al., 1994) tém a capacidade de degradar
0s estrogénios E1, E2, E3 e EE2. Além disso, Yang et al. (2016) observaram que
algumas bactérias conseguem degradar completamente estes estrogénios e seus
subprodutos (YANG et al., 2016).

Este trabalho fez, por meio de uma reviséo sistemética, um levantamento da
producao bibliogréafica cientifica dos ultimos 20 anos a respeito da degradacdo de
estrogénios naturais e sintéticos por microrganismos, principalmente bactérias. Além
disso, por meio da técnica de isolamento em meio mineral minimo, avaliou a
presenca de bactérias degradadoras de EE2 em amostras provenientes de um rio
urbano poluido por esgoto sanitario, onde foram quantificadas concentracdes

elevadas de EE2.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Realizar uma revisdo sistematica sobre a adocdo de processos
microbiologicos na degradacéo de horménios em efluentes sanitarios, além de isolar,
a partir de amostras de agua de um rio urbano contaminado pelo despejo continuo
de efluente sanitario, bactérias capazes de crescer utilizando o EE2 como Unica

fonte de carbono.

1.2 Objetivos especificos

e Fazer um levantamento bibliografico nos ultimos vinte anos sobre a utilizacéo
de microrganismos para a degradacédo de hormonios, usando a base de dado
Scopus;

e Avaliar, a partir da revisdo sistematica, o potencial de biodegradacdo de
bactérias isoladas de diferentes matrizes ambientais para a degradacédo de
hormonios;

e |solar bactérias degradadoras do hormbénio EE2, usando a técnica de
isolamento e enriquecimento em meio mineral minimo, a partir de um rio
urbano com histoérico de contaminacgéo por este hormonio;

e Avaliar em laboratério a curva de crescimento das bactérias isoladas

utilizando o EE2 como Unica fonte de carbono.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Micropoluentes Emergentes

2.1.1 Origem e classificagéo

Os avancos tecnoldgicos tém permitido o desenvolvimento de uma grande
variedade de novos produtos como farmacos, pesticidas, plastificantes, produtos de
limpeza, produtos de higiene pessoal, entre outros. Com isso, devido ao consumo
desenfreado e descarte inadequado de residuos e efluentes, novas substancias
provenientes desses produtos chegam diariamente ao ar, solo e aos corpos hidricos
(DAUGHTON, 2013). Nessas substancias sdo encontrados compostos que podem
ter o potencial de causar efeitos adversos aos ecossistemas e a saude humana
mesmo em concentragcdes na faixa de pg/L e ng/L. Portanto, a deteccédo e
quantificacdo desses compostos, nessas concentracdes, s6 foi possivel devido ao
desenvolvimento de novas técnicas analiticas extremamente sensiveis, por esta
raz&o, esses micropoluentes sdo denominados micropoluentes emergentes (BILA e
DEZOTTI, 2007). Dentro deste grupo, destacam-se os compostos desreguladores
enddcrinos (DES) que sdo agentes exdgenos que interferem na sintese, secrecao,
transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de hormoénios que tém papel fundamental na
manutencdo, desenvolvimento, reproducdo e comportamento dos organismos
(USEPA, 1997).

Os compostos DEs podem ser de origem sintética ou natural. Estes sao
agrupados em quatro classes: a) Substancias sintéticas utilizadas na agricultura e
seus subprodutos como pesticidas, herbicidas, fungicidas e moluscicidas; b)
Substancias sintéticas utilizadas nas industrias e seus subprodutos, dioxinas,
bifenilas policloradas (PCBs), alquilfendis e seus subprodutos, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAP), ftalatos, bisfenol A, entre outros; c) Substancias
naturais, como os fitoestrogénios — genisteina e metaresinol e 0s estrogénios
naturais estrona (El), 17B-estradiol (E2) e estriol (E3); e d) Compostos
farmacéuticos, como o dietilestilbestrol (DES) e o 17a-etinilestradiol (EE2) (BILA e

DEZOTTI, 2007). Devido a quantidade despejada continuamente nos corpos hidricos
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e melhor conformacédo para ligagdo com 0s receptores estrogénicos, 0s estrogénios
naturas E1l, E2, E3 e o sintético EE2 geram impacto ambiental mesmo em
concentragdes extremamente baixas (BARCELO, 2013 apud CHAVES, 2016).

As moléculas dos estrogénios possuem um esqueleto comum denominado
ciclopentanoperidro-fenantreno e sdo biossintetizados a partir do colesterol. A
estrutura basica consiste em trés anéis hexagonais e um anel pentagonal (Figura 1).
O anel fendlico, o qual forma o acido 3-hidroxila, € responsavel pela transmisséo da
informac&o biolégica por meio da realizacdo de pontes de hidrogénio com o receptor
estrogénico. Diante da relevancia do anel fendlico para a propagacdo do efeito
biologico, os sistemas de tratamento de efluentes devem promover a remocgao
completa desses compostos ou promover a destruicdo deste anel (LOPES e
MOURA, 2008).

0
OH i
@) flj
()
Ho o T~
17p-Estradiol Estrona
o ) EIIDI[
-~ \f-">/c;m \/f \‘[' _-OH
ST e Y
Ly N
P
Ho T HO -
| 7a=Etinilestradiol Estriol

Figura 1: Estrutura quimica do E2, EE2, E1 e E3. Fonte: Adaptado de Bila e Dezotti
(2006).

A comprovacdo dos efeitos desreguladores desses compostos tem sido
reportada ha muito tempo, por exemplo, o estudo desenvolvido pelo Departamento
de Pesca do Canada, em 1957, observou que muitos peixes da area norte da llha de
Vancouver tinham sintomas de cegueira devido a exposi¢cdo ao pesticida sintético
diclorodifeniltricloroetano (DDT) (CARSON, 1962 apud SANCHEZ, 2008). Em um
estudo sobre DEs, Purdom et al. (1994) observaram que o E2 e outros estrogénios

naturais, presentes no efluente sanitario de ETEsS no Reino Unido, causaram a
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feminilizacdo de peixes machos. Bila e Dezotti (2003) elencaram alguns efeitos

observados em peixes atribuidos a exposicdo aos estrogénios E1, E2 e EE2 (Tabela

1).

Hormonio

Efeito

EE2

Inducéo da sintese de vitelogenina (VTG)

Mortalidade da espécie

Declinio na reproducéo

E2

Feminizacdo de peixes
Alteracdo nas gbnadas

Hermafroditismo

Incidéncia de testiculo-6vulos nas gbnadas

Declinio na reproducéo

Inibicdo do crescimento testicular

Mortalidade elevada dos descendentes

Inducao da sintese de vitelogenina (VTG)

El

Inducéo da sintese de vitelogenina (VTG)

Inibicdo do crescimento testicular

Tabela 1: Efeitos em peixes atribuidos aos hormoénios 17a-etinilestradiol, 17(3-

estradiol, estrona. Fonte: Adaptado de Bila e Dezotti (2007).

Johnson et al. (2000) avaliaram as quantidades diarias excretadas dos

estrogénios naturais E1, E2, E3 e a quantidade de EE2 nas pilulas orais

contraceptivas e estimaram as excre¢cOes diarias de estrogénios por humanos

(Tabela 2). As ETEs convencionais em operacédo, de forma geral, ndo sao projetadas

especificamente para reduzir ou transformar estrogénios em compostos nao
estrogénicos (LUO et al., 2014) (Tabela 3).

Categoria El (ug/dia) E2 (pg/dia) E3 (pg/dia) EE2 (ug/dia)
Homens 3,9 1,6 15
Mulheres menstruando 8 35 4,8
Mulheres menopausa 4 2,3 1
Mulheres gravidas 600 259 6000

Mulheres que usam contraceptivos

35
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Tabela 2: Excrecao diéria (ug) per capita de estrogénios por humanos. Fonte:
Adaptado de Johnson et al. (2000).

E1l (ng/L) E2 (ng/L) EE2 (ng/L)
Pais Referéncia Sistema de
tratamento %R
Afl. Efl.  %Rem  Afl. Efl.  %Rem.  Afl. Efl. o €
ltalia Boronti et Lodo 52 21 61 12 1 87 3 0,45 85
al., 2000 Ativado
Alemanha  Johnson et Lodo 31 24 23 9,69 4 59 4,84 14 71
al., 2000 Ativado
Brasil Ghiselle et Lodo 4830 4130 14,5 6690 5560 16,9 5810 5040 13,3
al., 2006 Ativado
Inglaterra Kanda e Lodo 447 1,22 97,3 29 0,23 99,2 0,65 0,63 3,2
Churchley, Ativado

2008

Tabela 3: Concentracdes afluentes e efluentes de estrogénios em estacbes de
tratamento de esgoto sanitario e seus indices de reducao (%). Fonte: Adaptado de
Pessoa, (2012).

Segundo Santos et al. (2010), a via mais provavel para a contaminacdo dos
corpos hidricos por estrogénios € através da excrecdo pela urina e fezes e chegam
por meio de esgotos sanitarios, assim como esgotos industriais. Os residuos
excretados pelo gado, suinos e outros animais também sé&o fontes potenciais de E1,
E2 e E3 (KHANAL et al., 2006). A proximidade entre os rios, lagos e aquiferos que
recebem esses micropoluentes com os mananciais de captacdo de agua podem
afetar a qualidade da agua potavel (RODRIGUEZ et al., 2004). As principais rotas de
exposicdo dos diferentes tipos de micropoluentes no ambiente podem ser
visualizadas na Figura 2. Entretanto, mundialmente, as legislacdes relacionadas a
concentracdo de estrogénios nos efluentes e na agua potavel ainda ndo estdo

consolidadas.
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Aplicagao

MedicinaVeterinaria MedicinaHumana  Aquicultura Industria
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Sanitario

de efluente
industrial

Agua subterranea l Agua superficial

Estagdo de Tratamento de Agua

Agua potavel

Figura 2: Rotas de exposi¢cdo de micropoluentes no ambiente. Fonte: Adaptado de
Bila e Dezotti (2003).

2.1.2 Legislacéo aplicada aos desreguladores enddcrinos

O avanco do conhecimento sobre os impactos dos estrogénios exdgenos na
saude humana e no equilibrio ecoldgico, reforca a necessidade urgente da definicdo
de diretrizes para o gerenciamento de efluentes estrogénicos. A elaboracdo e
implementacdo dessas normas depende do esforco conjunto da sociedade e das
autoridades publicas. Além disso, fatores como a complexidade metodol6gica
necessaria para a deteccdo desses compostos tornam o processo ainda mais
desafiador (CHAVES, 2016).

No contexto mundial, alguns paises da Europa, América do Norte e a
Australia estdo na vanguarda da adocdo de diretrizes especificas para o0s
estrogénios. Como exemplo, a Comissdo Europeia sugere para aguas superficiais,
como lagoas e rios, o limite de 0.035 ng/L para EE2 e 0.4 ng/L para E2 (EUROPEAN
COMMISSION, 2012 apud BERNARDELLI, 2014).
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No Brasil, mesmo apds a alteracdo recente da Portaria de Consolidagcéo
GM/MS n° 5 de 28 de setembro de 2017 pela Portaria GM/MS n° 888 de 4 de maio
de 2021, que dispde sobre os procedimentos de controle e de vigilancia da
qualidade da agua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade, a legislacdo
em vigor ndo estabelece limites para a concentracdo de estrogénios. Em relacdo aos
corpos hidricos e ao lancamento de efluentes, a resolucdo CONAMA 357, de 17 de
marco de 2005 — que dispbe sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes
ambientais para o seu enquadramento — complementada pela Resolu¢do Conama
430, de 13 de maio de 2011 — que dispbe sobre as condicbes e padrdes de
lancamento de efluentes — n&o apresenta diretrizes sobre limites para a

concentracao de estrogénios em efluentes.

2.2 Tratamento de efluentes sanitarios

As ETEs convencionais visam promover o enquadramento dos efluentes nos
limites das legislacdes vigentes através de etapas de gradeamento, sedimentacgéo,
floculacdo e precipitacdo. Segundo Von Sperling (1996), o tratamento de efluente

sanitario é usualmente classificado como preliminar, primario, secundario e terciario.

2.2.1 Tratamento Preliminar

O tratamento preliminar dos efluentes tem como objetivo remover solidos
grosseiros, areia e 6leos e graxas livres (GIORDANO, 1999). Essa remogao visa
proteger os dispositivos do sistema de tratamento tais como bombas, tubulacdes,
pecas, raspadores, além de remover parcialmente a carga poluidora, contribuindo
para melhorar o desempenho das unidades subsequentes do tratamento (VON
SPERLING, 2005).
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2.2.2 Tratamento Priméario

O objetivo principal dessa etapa € a reducdo dos solidos sedimentaveis e
solidos flutuantes (VON SPERLING, 1996). Nessa etapa, as particulas em
suspensao, compostas tanto por solidos organicos como por solidos inorganicos,
sedimentam através da ac&o da gravidade (JORDAO e PESSOA, 2011). O efluente
sanitario flui em baixa velocidade através do centro do decantador, permitindo que
os solidos em suspensdo, sedimentem gradualmente (JORDAO e PESSOA, 2011).
Nessa etapa sdo removidos normalmente componentes toxicos (excesso de
detergentes, corantes, amidas), matéria organica, gorduras e metais pesados
dissolvidos (GIORDANO, 1999). A reducdo desses sélidos garante uma reducao
inicial da carga de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) que € encaminhada para
o tratamento secundario, onde a reducdo da matéria organica é mais efetiva (VON
SPERLING, 2005).

2.2.3 Tratamento Secundario

No tratamento secundario, 0os principais agentes sdo 0S microrganismos
aerobios, anaerobios e os facultativos (RECESA, 2008). Nesse processo a matéria
organica dissolvida ou em suspensdo é utilizada como substrato para
microrganismos tais como bactérias, fungos e protozoarios, que a transformam em
gases, agua e novos microrganismos (GIORDANO, 2004). Nessa etapa, além da
reducdo da matéria carbonacea, pode ocorrer também a reducdo de matéria
nitrogenada (VON SPERLING, 2012). Os processos biolégicos de tratamento
reproduzem em escala de tempo e area os fendbmenos de autodepuracdo que
ocorrem na natureza (GIORDANO, 2004). Os processos aerdébios sao usualmente
representados por lodos ativados de aeracdo prolongada, lodos ativados
convencionais, lagoas aeradas facultativas e aerébias (GIORDANO, 2004). Os
sistemas que utilizam filtros biologicos, biodiscos, biocontactores e as lagoas
fotossintéticas sédo representantes dos processos facultativos. Por fim, os processos
biolégicos anaerdbios ocorrem em lagoas anaerobias e biodigestores (GIORDANO,
2004).
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2.2.4 Tratamento Terciario

O tratamento terciario de efluentes destina-se a melhoria da qualidade dos
efluentes tratados pela remocdo de cor residual; turbidez (reducédo de coloides,
metais pesados, nitrogénio, fésforo, compostos orgéanicos refratarios aos niveis de
tratamento anteriores); e desinfeccao (GIORDANO, 2004). A escolha do método de
tratamento terciario depende do uso potencial do efluente tratado, da natureza do
esgoto (domeéstico ou industrial), da compatibilidade das véarias operacdes e
processos, da disponibilidade de meios de disposicdo dos contaminantes finais, da
viabilidade ambiental e econémica de cada método (TCHOBANOGLOUS, 1991).
Segundo Chang et al. (2009), nessa etapa os DEs sao removidos ou reduzidos de
forma eficiente. Entretanto estes autores afirmam que o processo de redugéo
adequado para um DE tem que ser cuidadosamente selecionado, levando-se em
conta suas caracteristicas, sua concentracdo e suas diferentes propriedades fisicas

e quimicas.

2.3 Reducéo de desreguladores endocrinos em estacdes de tratamento de

efluentes

A complexidade para a degradacdo de compostos, como 0s micropoluentes
DEs, € um fator que dificulta o controle e favorece a disseminacdo desses nos
corpos hidricos (CHAVES, 2016). Dentre os processos biologicos aplicados em
sistemas convencionais, o tratamento secundario através de lodos ativados é o que

tem maior eficiéncia na reducéo de estrogénios (AQUINO et al. 2013).

O sistema de lodos ativados consiste na oxidagc&o bioguimica da matéria
organica e inorganica, presente no efluente, através de uma populacdo microbiana
mantida em suspenséo sob condicdes aerébias (METCALF e EDDY, 2003). Nesse
processo, 0s microrganismos usam o O, e o NO3z—N como receptores de elétrons
durante a producdo de energia na forma de adenosina trifosfato (ATP)
(HERNANDEZ, 2012). Desta forma, os microrganismos transformam os compostos
organicos em CO;, H,O, NH4*, SO4 e novas células (MARAIS e EKAMA, 1975). As
partes integrantes de um processo de lodo ativado, segundo Von Sperling (2002),

sdo: reator biolégico — parte onde acontece a degradagédo da matéria organica pelos
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microrganismos; sistema de aeracdo — fornece o0 oxigénio necessario para a
manutencdo das condi¢cbes aerdbias; decantador secundario — ocorre a
sedimentacao dos flocos biolégicos formados no reator biol6gico. Apesar de ser um
processo que reduz a concentracdo de DEs no efluente, nos lodos ativados nem
todos os compostos sdo completamente degradados ou convertidos (BOLONG et
al.,, 2009). A reducéo destes compostos requer a aplicacdo de tratamento

complementar além do tratamento convencional (YANG et al., 2017).

Entre as opcdes de sistemas complementares existentes para reduzir ou
remover estrogénios, destacam-se a adsorcdo em carvao ativado (CA), os
processos oxidativos avancados (POA), os processos de filtracdo por membranas e
a biodegradacdo (YANG et al.,, 2017). Cada um desses processos apresenta
vantagens e desvantagens que devem ser consideradas antes da sua adocédo. O
CA, embora apresente elevada eficiéncia de reducédo dos DEs, requer troca ou
regeneracdo constante do carvdo e aumenta consideravelmente o volume de
residuo gerado durante o processo de tratamento (BRANDAO; SILVA, 2006). A
utiizacdo dos POA apresenta elevada eficiéncia de reducdo dos DEs, mas a
oxidacdo quimica pode gerar subprodutos potencialmente mais toxicos que 0s
proprios compostos organicos (WESTERHOFF et al.,, 2005). A utlizacdo de
membranas é extremamente eficiente para a remog¢ao desses compostos, porém,
existe o alto consumo de energia e necessidade de troca das membranas (YOON et
al., 2006). Entretanto, estas tecnologias sao caras e requerem operacao
especializada, por isso ndo sdo normalmente aplicadas em ETEs publicas (DORDIO
et al. 2010). Por fim, a biodegradacdo tem sido considerada uma opc¢do de baixo
custo, bem como de transformacdo de hormoénios estrogénicos em produtos
inofensivos (HASAN et al., 2011).

Tendo em vista as informagfes acima expostas, fica evidente a necessidade
de adotar alternativas eficientes para o tratamento de efluentes. Com isso, sistemas
de baixo custo como wetlands construidos e tanques de microalgas tém sido
intensamente estudados e ja apresentaram resultados promissores em relacédo a
reducdo ou transformacdo de DEs em compostos ndo estrogénicos (VASSALLE et
al., 2020).
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2.3.1 Reducéo de desreguladores enddcrinos em wetlands construidos

Os wetlands construidos (WC) sdo sistemas artificiais que também sao
conhecidos como filtros plantados com macrdfitas, filtros de areia plantados, zonas
Umidas construidas, leitos plantados, banhados bioldgicos construidos, leitos
construidos e alagados construidos (ARAUJO, 2018). S0 processos que procuram
imitar o que acontece em areas naturalmente alagadas. Desta forma, o uso de
plantas aquaticas fixas em substratos propicia a formacdo de biofiimes, que séo
compostos por uma variedade de microrganismos, localizados principalmente nas
raizes dessas plantas (ARAUJO, 2018).

Os WC podem ser classificados de acordo com o escoamento utilizado em
trés tipos basicos: fluxo superficial, fluxo subsuperficial horizontal ou vertical (Figura
3) (VYMAZAL; KROEPFELOVA, 2008). Os componentes basicos de um WC so:
Substrato — pode ser composto por areia, silte, cascalho, brita, residuos inertes de
mineracéo e além de residuos organicos que permitem o escoamento do efluente e
formacdo do biofilme (MARQUES, 1999; SALATI JR. et al., 1999); Macrofitas
aquaticas — espécies nativas que cresgcam em locais constantemente alagados
(JOLY, 1998). As espécies mais usadas sao as dos géneros Typha, Juncos, Carex,
Phragmites e Heliconia (ARAUJO, 2018); Biofilme — Esse filme bioldgico é composto
por colbnias de bactérias, protozoarios e outros microrganismos que degradam a
matéria organica tornando os nutrientes disponiveis para as macréfitas (MARQUES,
1999).

As plantas eliminam os DEs por meio da absorcdo direta, ou por criarem
condicbes adequadas aos microrganismos que degradam esses cOmpostos
(COLLINS; FRYER; GROSSO, 2006). A reducdo ou transformacdo de DEs em
compostos ndo estrogénicos se da gracas aos mecanismos fisicos, quimicos e
biolégicos que ocorrem proximo as plantas e raizes pertencentes a esse
ecossistema (DE WILT et al. 2016; SONG et al. 2009 apud REBELLO et al., 2019).
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(a) Sistemma de tratamento coimn Macrofitas emergentes.
Fluxo superficial

(b) Sistema de tratamento coimn Macrofitas emergentes.
Fluxo sub-superficial horizontal (translacao)

(©) Siastema de tratamento cormm Macrofitas emergentes.
Fluxo sub-superficial vertical (percolagcao)

Figura 3: Representacdo de sistemas de trés tipos de sistema wetland construido,
classificados com base no tipo de escoamento adotado. Fonte: Brix (1993).
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2.3.2 Reducdo de desreguladores endécrinos em tanques de microalgas

ApG6s a etapa de tratamento secundéria de efluentes sanitarios, as
concentracdes de nutrientes (nitrogénio e fésforo) ainda se mantém em niveis acima
dos prescritos por legislagbes ambientais, portanto, antes do langamento nos corpos
receptores, eles devem receber um tratamento complementar (BARBOSA, 2019).
Neste contexto, tém sido amplamente estudadas espécies de microalgas que podem
crescer satisfatoriamente em condicBes em que o nitrogénio e fésforo estdo em altas
concentragdes, comuns a muitos efluentes (ARBIB et al., 2012). O cultivo de
microalgas nestes efluentes é explorado ndo apenas para remocdo de nutrientes,
micropoluentes e o diéxido de carbono, mas também para producdo de biomassa
microalgal, a qual pode acumular lipideos, essencial para a producéo de biodiesel
(UNNITHAN et al., 2014).

Os processos de ficorremediacdo baseiam-se no uso de sistemas onde
microalgas e/ou cianobactérias absorvem nutrientes, produzem oxigénio por
fotossintese e estimulam a degradacdo de micropoluentes por bactérias
(ALCANTARA et al., 2015). O uso de algas para tratamento de esgoto vem
mostrando-se uma tecnologia bastante promissora, tanto na reducao de nutrientes
quando no tratamento de micropoluentes (DE WILT, 2016). Quando aplicados na
etapa de polimento de efluentes sanitarios, a fotossintese realizada pelas algas
auxilia no aumento da concentragdo do oxigénio dissolvido, que por sua vez
influencia na degradacéo da matéria organica. Ao mesmo tempo em que isto ocorre,
as bactérias heterotroficas produzem dioxido de carbono, aménia, nitrato e fosfatos
para o uso das microalgas (RABELLO et al. 2019). Os géneros mais comuns de
algas encontrados em efluentes sdo Chlorella, Scenedesmus, Chlamydomonas,
Micractinium, Euglena, Ankistrodesmus, Oscillatoria, Microcystis, Nitzchia, Navicula
e Stigeocloniu (AMENGUAL-MORRO et al., 2012).

Existem atualmente trés tipos principais de sistemas de ficorremediacdo:
Sistemas abertos, fechados e hibridos. Os sistemas abertos ou High-rate algal
ponds (HRAPs) sdo os mais usados no tratamento de efluentes devido ao baixo
custo de operacdo, entretanto sdo mais susceptiveis a contaminagdo por outras
espécies e o controle dos parametros importantes para o crescimento (temperatura e
luz solar) € mais dificil do que no sistema fechado (CHISTI, 2013). Nos sistemas

fechados existe um controle maior e normalmente maior producdo de biomassa.



34

Entretanto, os custos de operacdo e manutencdo sao maiores do que nos HRAPs
(PARK e KRAGGS, 2010). Os sistemas hibridos ou semifechados como os
fotobiorreatores tubulares horizontais (PBR) (Figura 4) sdo uma boa alternativa para
a remocao de farmacos na etapa de polimento de efluentes (VASSALLE et al.,
2020).

Em estudos recentes foram reportados resultados de eficiéncia de remocéao
de micropoluentes entre 40% a >90% em HRAPs no tratamento de efluentes
sanitarios (GARCIA-GALAN et al., 2020; VASSALLE et al., 2020). Segundo
Faramarzi (2008), as microalgas podem degradar os hormdnios através da
hidroxilag&o, reducéo, degradagéo da cadeia lateral e isomeragdo. Os processos de
biotransformacé&o convertem contaminantes organicos para obter carbono, ou
energia necessarios ao seu crescimento (GHASEMI et al., 2011). Os horménios
naturais como E1, E2, E3 e progesterona sao facilimente transformados pelas
microalgas em alguns dias, enquanto hormdnios sintéticos como o EE2 sdo mais

persistentes no ambiente aquético (WANG et al., 2016).

Figura 4: Fotobiorreator tubular horizontal semifechado com cultura mista de
microalgas e bactérias. 1. Entrada do efluente proveniente da etapa anterior; 2:
rodas d’agua; 3: direcédo do fluxo; 4: saida do sistema. Fonte: Vassalle et al. (2020).
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2.3.3 Etapas de reducao e remocéao dos estrogénios

A adocédo de processos de tratamento de efluentes que oferecem condigcbes
ideais para a formacao de ecossistemas de microrganismos, como no lodo ativado e
nos wetlands, favorecem a reducdo ou transformacdo dos hormdnios estrogénicos
(CHIANG et al.,, 2019). Os estrogénios naturais E1, E2 e E3 sao faciimente
degradados por reacdo bioldgica, com o auxilio de bactérias ou outros
microrganismos sob condicdes aerébias ou anaerébias (SHAMSUDDIN e
PRAVEENA, 2014). As etapas de reducado e remoc¢ao de estrogénios sao divididas
principalmente em trés categorias: remocgdo fisica, biodegradacdo e processos
quimicos (LIU, KANJO e MIZUTAMI, 2009).

Nesse trabalho sdo abordadas as caracteristicas das etapas onde ocorre a
remocao e reducéo dos estrogénios através processos fisicos e pela biodegradacao.
A sorcédo e biodegradagcdo estao entre os principais processos envolvidos na
reducdo e remocdo dos horménios em ETEs, (BERNARDELLI, 2014). Além disso,
fatores como o tempo de retengdo de sélidos (TRS), tempo de detencdo hidraulica
(TDH) e processos de nitrificacdo e desnitrificacdo, participam diretamente na
remocdo e degradacdo de estrogénios em ETEs (COMBALBERT; HERNANDEZ-
RAQUET, 2010).

2.3.3.1 Processo de sorcéo

No lodo biolégico, uma grande quantidade de microrganismos compde o lodo
de area superficial consideravel que potencializa o processo de sor¢cdo. Devido a
caracteristica hidrofobica dos estrogénios, os solidos suspensos servem de
substrato de adsorcdo (BIRKETT; LESTER, 2003). O potencial de sor¢cdo de um
composto é dado pelo coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) que representa a
relagdo da concentracdo de um composto na fase de n-octano saturado em agua e
sua concentracdo na fase aquosa saturada em n-octanol. Tal coeficiente € um
indicador importante do comportamento de moléculas organicas no ambiente. Um
valor de log Kow menor do que 2.5 demonstra um baixo potencial de sor¢cdo, e um
log Kow maior do que 4 mostra um alto potencial de sorcdo em matéria organica
(BIRKETT; LESTER, 2003). Entre os horménios desreguladores enddcrinos



36

estudados por Xue (2010), o EE2 apresentou 0os maiores valores de sorcao pelo
lodo que podem estar relacionados ao maior valor de Kow quando comparado aos
Kow dos outros estrogénios. Xu, Harper e Zhao (2008) e Ren et al. (2007)
observaram que a sorcdo de EE2 envolve a sor¢cédo fisica, como mecanismo

dominante, em combinacdo com um relativamente baixo nivel de reagdo quimica.

2.3.3.2 Processo de biodegradacéo

A biodegradacgao € uma das transformac¢des mais significantes no tratamento
de esgoto, entretanto, no caso dos estrogénios o processo € limitado do ponto de
vista cinético devido as baixas concentracbes desses compostos no esgoto bruto
(BERNARDELLI, 2014). Dessa forma, a taxa de transformacdo ou degradacao
biologica € diretamente proporcional a concentracdo dos estrogénios no sistema.
Joss et al. (2006) propuseram a seguinte classificacdo dos estrogénios quanto ao
grau de biodegradabilidade: Substancias com o Ko < 0,1 L.gSS1.d?! nao
apresentam remocao (eficiéncia maxima < 20 %); Substancias com o Kpj, entre 0.1 e
10 L.gSS1.d1 devem ser parcialmente biodegradados (eficiéncia entre 20 e 90 %), o
EE2 esta nesta faixa; para compostos com Ky, > 10 L.gSS1.d! espera-se uma boa
remocao bioldgica (acima de 90 %), o E2 se enquadra nesta faixa por ter um Ky, de
550 a 950 L.gSS?t.dl Algumas das vias metabdlicas pelas quais as bactérias

degradam os estrogénios ja foram identificas.

Segundo Joss et al. (2004), as principais reacdes envolvidas durante a
degradacao de estrogénios (E1, E2, E3 e EE2) sé&o: clivagem dos conjugados como
o 3-sulfato do E1 e o 16a-glucuronideo do E3; oxidacdo de E2 para E1 na presenca
de oxigénio; em condicbes de anaerobiose e auséncia de nitrato, na presenca
apenas E1, ocorre a reducdo de E1 para E2 e posterior degradacdo de ambos;
degradacdo de E1; e a degradacdo de EE2 para E2, E1 e metabdlitos
desconhecidos. Os organismos heterotréficos podem degradar os estrogénios de
duas formas: pelo uso direto como doadores de elétrons ou por cometabolismo. No
primeiro caso, 0s microrganismos utilizam hormoénios como fonte de carbono para o
crescimento. No segundo caso as bactérias utilizam suas enzimas existentes para
degradar horménios (KUNG-HUI, 2013).

A degradacéo bacteriolégica dos estrogénios naturais € feita através de vérias

vias metabdlicas, entre elas as vias I, Il, lll e IV (CHEN et al., 2018). Entretanto, os
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metabdlitos identificados através de espectrometria de massa (MS) indicam que a
via mais comum em lodos ativados é a | (via 4,5-seco). Um destes metabdlitos é o
acido piridinestrona-3-carboxilico, produzido a partir do produto da clivagem do anel
aromatico, pela enzima 4-hidroxy strona 4,5 desoxigenase, por meio de uma reacao

abidtica com amonio (Figura 5).
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Figura 5: Vias de degradacédo bacteriologica do estrogénio natural E2, propostas por
Chen et al. (2018).
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A capacidade de biodegradacédo do estrogénio sintético EE2 foi observada em
um numero reduzido de microrganismos quando comparada a capacidade de
biodegradacdo dos estrogénios naturais. Haiyan et al. 2006, estudaram a via de
degradacdo do EE2 pela bactéria Sphingobacterium sp. e observaram que esse
estrogénio sintético foi inicialmente oxidado a E1, e os principais metabdlitos
formados foram o acido 2-hidroxi-2,4-dienevalérico e acido 2-hidroxi-2,4-dieno-1,6-

dioico (Figura 6).

acido 2-hidroxi-2,4-dieno-1,6-dioico acido 2-hidroxi-2,4-dienevalérico

Y Y
Y
| |

CO2+H041, 0 CO+H,041, 0

Figura 6: Via de degradacao do estrogénio sintético EE2 pela Sphingobacterium sp.,
proposta por Haiyan et al. (2006).
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2.4 Bioprospeccéao e biotecnologiano processo de biorremediagao

A diversidade bioldgica deve ser tratada seriamente como um recurso global,
para ser registrada, usada e, acima de tudo preservada (WILSON, 1997). O
conhecimento da biodiversidade e bioprospeccdo de novos microrganismos
tornaram-se foco principal da era biotecnoldgica, visto que a utilizacdo destes
organismos na busca de solu¢des nas areas de alimento, salde, meio ambiente e
industria cresce de forma acelerada (OLIVEIRA et al., 2006). A bioprospeccéo é a
busca sistemética por organismos, genes, enzimas, compostos, processos e partes
provenientes de seres vivos, que tenham potencial econémico e, eventualmente,
levam ao desenvolvimento de um produto (SACCARO JUNIOR, 2011).

Segundo Martins et al. (2003), a bioprospeccdo de microrganismos
selecionados naturalmente em areas contaminadas representa uma estratégia
importante, a fim de obter agentes para processos de biorremediacdo dessas areas.
Comunidades com histérico de contaminacdo tendem a ser mais adaptadas a
biodegradacdo, e apresentam maior taxa de degradagcdo em comparagcdo com
comunidades sem contaminacdo prévia (LEAHY & COLWELL, 1990). Além disso,
quanto maior o tempo de contaminacdo, maior a chance de encontrar
microrganismos biodegradadores tanto em quantidade quanto em diversidade
(HASSANSHAHIAN e CAPPELLO, 2013). Atlas e Hazen (2011) observaram que em
um local onde houve derramamento de milhdes de litros de 6leo a populacéo
bacteriana com capacidade de degradar hidrocarbonetos de petrdleo subiu de 1 — 10
% nos primeiros testes para aproximadamente 40 % ao final do ano do acidente
(ATLAS e HAZEN, 2011). Além disso, devido a ocorréncia de vazamentos naturais e
inimeras perfuracdes realizadas na busca por petréleo, o Golfo do México
provavelmente € um dos locais do planeta que mais contém microrganismos
adaptados a degradacao de petréleo e derivados (ATLAS e HAZEN, 2011).

Desde a década de 1950, vém sendo isoladas bactérias degradadoras de
compostos quimicos, pertencentes principalmente aos géneros Pseudomonas,
Aeromonas, Beijerinckia, Flavobacterium, Nocardia, Corynebacterium,
Sphingomonas, Mycobacterium, Stenotrophomonas, Paracoccus, Burkholderia,
Microbacterium, Gordonia, entre outros e varios fungos dos géneros Cunnighamella,

Phanerochaete, Fusarium, Candida, Penicillium, Pleorotus, Trametes, Aspergillus,
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Bjerkandera e Chrysosporium (JACQUES et al., 2006). Como exemplo, uma das
melhores estratégias para eliminagcdo dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAP) dos solos contaminados por petroleo e seus derivados é através do uso de
bactérias (HOLLINGER et al.,, 1997). Este processo é mais provavel quando a
estrutura quimica do composto poluente € semelhante a estrutura de moléculas
naturais (GAYLARD; BELLINASO; MANFIO, 2005). Pesquisas identificaram que
espécies de bactérias (DONOVA e EGOROVA, 2012), leveduras (LIU et al., 2017),
fungos (KRISTAN E RIZNER, 2012) e microalgas (POLLIO et al., 1994) conseguem
transformar os horménios estrogénicos. Além disso, estudos como o de Holert et al.
(2018) identificaram bactérias capazes de mineralizar completamente estes

compostos a CO; e H,0.
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3 REVISAO SISTEMATICA

7

Segundo Charters Kitchenham (2007), a revisdo sistematica de literatura é
definida como uma forma de identificar, analisar e interpretar todo o conteudo de
pesquisa disponivel que seja relevante para uma questdo especifica de pesquisa.
Esse método consiste em investigacado focada em uma pergunta bem definida, que
tem por objetivo avaliar e sintetizar as evidéncias disponiveis e relevantes sobre um
determinado tema (GALVAO; PEREIRA, 2014). Além de sintetizar os resultados de
um conjunto de estudos de interesse, a revisdo sistematica também permite avaliar
de forma objetiva e reproduzivel a qualidade da evidéncia cientifica sobre tematica

delimitada, identificando suas limitacdes e potencialidades (GALVAO et al., 2004).

Segundo Cordeiro et al. (2007), na revisdo narrativa (tradicional), que €
elaborada por uma pesquisa mais abrangente, sem especificacbes de bases de
pesquisas, a escolha de artigos fica sujeita a percepcédo do autor. Diferente desta
revisdo tradicional (Tabela 4), a sistematica se apresenta de forma mais objetiva e

com meios mais especificos de investigacdo (SAMPAIO, 2007).

Itens Revisdo Narrativa Revisdo Sistematica
Pergunta Ampla Especifica
Fonte Frequentemente ndo especificada Estratégia de busca explicita
Selecdo Frequentemente ndo especificada Baseada em critérios uniformes
Avaliacéo Variavel Criteriosa e reprodutivel
Sintese Qualitativa Quantitativa

Tabela 4: Diferencas entre a revisdo narrativa e a revisdo sistematica. Fonte:
Adaptado de Rother (2007).

De acordo com Kitchenham (2007), o processo de revisdo sistematica deve
iniciar-se com a definicdo da pergunta de base da investigagdo e dos métodos que
serdo utilizados. Estas etapas devem seguir critérios preestabelecidos para definir a
elegibilidade de estudos, sintetizar e interpretar os dados encontrados (CASTRO,
2001). Essas etapas tém o objetivo de minimizar a ocorréncia de erros nas

conclusdes estabelecidas a partir da evidéncia disponivel (ROUNDTREE et al.,
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2008). Isso possibilita que outros pesquisadores possam seguir 0S MesSmMos
protocolos de pesquisa para chegar em conclusdes semelhantes (ROUNDTREE et
al., 2008).

3.1 Metodologia

O procedimento metodologico adotado para a revisdo sistematica deste
estudo segue nos itens abaixo, que descrevem todo o processo de busca, selecéo,
avaliacdo e sintese dos estudos encontrados. A Figura 7 apresenta um resumo das
fases da revisdo sisteméatica, de modo a possibilitar a reprodutibilidade de estudos

semelhantes no futuro.

el Pergunta da pesquisa

e ———

Fase 2 Método de busca

e ———

Fase 3 | Selecdo dos artigos

\V—-ﬂ"
Fase 4 Sintese dos dados

B

B Discussao dos resultados

e ———

Figura 7: Fases de uma revisdo sistematica. Fonte: Adaptado de Galvao e Pereira
(2014).

3.1.1 Pergunta da Pesquisa

No presente estudo foi avaliada a eficiéncia de degradagédo dos estrogénios
El, E2, E3 e EE2 por microrganismos, isolados de diferentes matrizes ambientais,
em sistemas aerdbios de tratamento de efluentes. Com isso, foi possivel analisar
criticamente o desempenho desses sistemas, tanto em escala real quanto em

ensaios de bancada.

3.1.2 Meétodo de Busca

Para a revisdo sistematica, a selegcdo dos artigos foi feita através da

plataforma Scopus, banco de dados de resumos e citagbes da literatura cientifica
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mundial. Essa plataforma permite a utilizagdo de filtros que auxiliam na triagem dos
artigos, possibilitando se alcancar um numero viavel de trabalhos a serem avaliados

a partir de um método que pode ser reprodutivel.

3.1.3 Selecéo de Artigos

Foram utilizados o0s seguintes termos na selecdo de artigos: Hormone
biodegradation bacteria. Apenas artigos publicados em inglés, entre os anos 2000 e
2020, foram selecionados. Um total de 42 artigos atenderam aos critérios gerais,
dentre os quais 22 foram selecionados por apresentarem dados de biodegradacdo
de estrogénios em matrizes contaminadas utilizando microrganismos isolados ou em

consorcios.

3.1.4 Sintese dos dados

Os dados dos artigos selecionados foram sistematizados em uma planilha de
Excel onde as seguintes informagfes foram extraidas: Ano de publicacdo; pais de
origem do estudo; compostos-alvo da biodegradacdo; concentracdo inicial dos
compostos-alvo; classificagdo dos microrganismos estudados; tempo de avaliagao

da biodegradacéao; taxa de biodegradacdo dos compostos-alvo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Discussao darevisao sistematica

Entre os artigos selecionados, 52% foram publicados na Asia, 22% na
Europa, 22% na América do Norte e 4% na América do Sul (Figura 8). A China e os
Estados Unidos foram os paises com maior nUmero de publicacbes, 39% e 22%
respectivamente. Estes dados estdo em linha com o relatério emitido pela U.S.
National Science Foundation (NSF) que apontou um avanco significativo da China
em relacdo ao numero de publicacbes, que em trés décadas saiu de niveis de
publicacdo consideradas de terceiro mundo para as primeiras posi¢cdes, competindo
tanto com a Uni&do Europeia como com os Estados Unidos.

Segundo a NSF, a producéo cientifica do Brasil cresceu 30% entre 2013 e
2018 — o dobro da média mundial, de 15%. O Pais continua sendo o 13° produtor
de ciéncia no mundo, em numero de trabalhos publicados. Segundo o Nature Index
(2019), o Brasil ocupa o 1° lugar entre os paises da América Latina e 23° no cenario
global. Mesmo com esse aumento consideravel na producado cientifica nos ultimos
anos, o Brasil teve pouca representatividade na pesquisa realizada.

America do Sul Suica Singapura
America do Norte e Alemanha qag il

4%
Europa
22% China
39%
EUA
22%
Franca
4%
9% Finldndia .
Asia Taiwan Coreia do
4% |
52% A%, U
4%

Figura 8: Percentual de publicacdes cientificas por continente e pais de origem.
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O Brasil abriga a maior diversidade de animais e de plantas do mundo, possui
entre 15% e 20% do numero total de espécies, conta com a mais diversa flora do
planeta, numero este superior a 55 mil espécies descritas, cerca de 22% do total
mundial, estimado em 270 mil espécies (PEREIRA, 2009). Quanto a diversidade de
microrganismos, apesar de sua grande importancia na manutencdo da biosfera,
estima-se que menos de 10% dos microrganismos existentes no planeta tenham
sido caracterizados e descritos (OLIVEIRA et al., 2006). Tudo isso indica que a
prospeccao de microrganismos degradadores de compostos micropoluentes tem no
Brasil um campo fértil.

Nos artigos selecionados, experimentos em escala real e em laboratério
foram desenvolvidos pelos pesquisadores visando estudar a cinética de degradacéo
de estrogénios por microrganismos em sistemas de tratamento de efluentes. Esses
microrganismos foram selecionados e isolados de diferentes matrizes (Figura 9),
através da técnica de enriquecimento em meio minimo (MM) sem carbono orgéanico.
Nessa técnica, a substancia de interesse € utilizada como Unica fonte de carbono

organico para o crescimento microbiano.

43%

17%
13%
9%

4% 4% 4% 4%
Solo Efluente Agua deRio Areiamarinha Efluentede  Efluente da Chorume Efluente da
sanitario suinocultura industria de Industria de
laticinos contraceptivos

Figura 9: Percentual de publicacdes e matriz de origem dos microrganismos usados
no processo de degradacado dos estrogénios.

As publicacbes cientificas, que atenderam aos critérios adotados neste
trabalho, avaliaram a biodegradacdo de estrogénios por microrganismos. Estes
trabalhos desenvolveram ensaios em laboratério e em escala real, considerando

deferentes condi¢cdes e concentragdes dos estrogénios E1, E2 e EE2.
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Entre as condicdes estabelecidas nos ensaios, o tempo de detencdo
hidraulica (TDH) e o tempo de retencdo de solidos (TRS) foram os parametros que
mais influenciaram na reducdo dos estrogénios. Dessa forma, estrogénios com
cinética de biodegradacao lenta requerem um TDH maior do que os que tém cinética
de biodegradacédo mais rapida (FERNANDES-FONTAINA et al., 2012). O TRS esta
diretamente relacionado a diversidade microbiol6gica no lodo, ou seja, quanto maior
for o TRS maior serd a concentracdo de bactérias de crescimento lento (CASTRO,
2017). Entre essas bactérias estdo as nitrificantes, que tém papel importante na
degradacao de estrogénios (SUAREZ et al., 2010). Em sistemas convencionas de
lodo ativado, o TRS é normalmente da ordem de 4 a 10 dias e o TDH de 6 a 8 h
(VON SPERLING, 2012). Além disso, a meia-vida do composto-alvo também foi
levada em consideracéo pelos trabalhos avaliados. Segundo Ying et al. (2002), em
ambientes aquéticos, a meia-vida do E1, E2 e EE2 é de aproximadamente 2, 3 e 6
dias, respectivamente. Portanto, em ensaios longos, os pesquisadores mantiveram a
concentracao dos estrogénios, nos reatores, através de aportes constantes. Durante
0S ensaios, a degradacgdo abidtica foi monitorada através de controles compostos

apenas por MM e estrogénio.

Biodegradacéo do estrogénio E1

A cinética de biodegradacédo do estrogénio E1 foi avaliada pelos trabalhos de
Kruglova et al. (2016), Bernardelli et al. (2019), Ke et al. (2007) e Muller et al. (2009)
(Tabela 5).

Kruglova et al. (2016) avaliaram a reducéo do E1 através do lodo ativado em
um biorreator de membrana (MBR) com alta atividade nitrificante. Os autores
trabalharam com concentracdo inicial de 0.002 mg.L! de E1 e TRS de 90 dias.
Nesse ensaio, o E1 foi completamente degradado apés um TDH de 8.5 horas a uma
temperatura constante de 8 °C. Segundo os autores, a boa eficiéncia do processo
pode ser atribuida a grande diversidade de enzimas e processos metabdlicos de

bactérias que se desenvolveram no reator devido ao longo TDH.

Bernardelli et al. (2019) avaliaram a estrutura de comunidades bacterianas
envolvidas na degradacédo de estrogénios. Os autores estudaram o desempenho de
um reator aerébio, com lodo biolégico proveniente de um sistema de lodo ativado de

uma ETE municipal, no tratamento de um efluente sintético com 0.62 mg.L*! de E1
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como Unica fonte de carbono. As bactérias foram capazes de degradar totalmente o
estrogénio em 24 h. A partir dos dados obtidos, os pesquisadores concluiram que a
alta taxa de remocédo em termos de massa ocorreu principalmente por via da

biodegradacéo.

Ke et al. (2007) avaliaram a capacidade de degradacdo de estrogénios por
bactérias dos géneros Acinetobacter, Agromyces, Sphingomonas em efluente
secundario ultrafiltrado. Os autores estudaram a biodegradacdo aerdbia e anaerdbia
de E1 na concentracdo de 0.5 mg.Ll. Em condicbes aerbbias, os autores
constataram que as bactérias dos géneros avaliados, quando em consércio,
degradaram totalmente o E1 em 48h. Entretanto, quando isoladas, apenas as
bactérias do género Sphingomonas conseguiram degradar o E1 em condi¢cBes

aerdbias e anaerdbias.

Muller et al. (2009) estudaram as caracteristicas moleculares e cinéticas de
uma cultura mista de microrganismos na degradacdo do estrogénio E1. Os
pesquisadores investigaram a biodegradacdo do E1, concentracdo 3.5 ml/L, por
colbnias de bactérias das espécies Alcaligenes faecalis, Pusilimonas sp.,
Denitrobacter sp., e Brevundimonas diminuta. No experimento, o estrogénio foi
usado tanto como Uunica fonte de carbono (C-) como em conjunto com outra fonte, a

acetonitrila (C+). O E1 foi degradado nas condi¢des C- e C+ apos fase lag de 72h.

, Concentragao . . TDH = 1o
Autor Pais Escala Composto (mg.LY) Microrganismo (horas) Redugdo (%)
N L Consorcio
0,
Kruglova etal. (2016)  Finlandia Laboratério El 0.002 microbiolégico 8.5 100%
Bemardelli etal. (2019)  Brasil  Laboratério El 0.62 Pseudomonase 100%
Nitrospira
Acinetobacter,
Ke etal. (2007) Singapura Laboratério E1l 0.5 Agromyces, 48 100%
Sphingomonas
Muller et al. (2009) Franca  Laboratério El 35 Consorcio 48 100%

microbiolégico

Tabela 5: Estudos sobre degradacdo de diferentes concentracdes de E1 pelas
bactérias do género Pseudomonas, Nitrospira, Acinetobacter, Agromyces,
Sphingomonas e por consoércio microbioldgico.
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17B-estradiol (E2)

A biodegradacao do E2 (Tabela 6) foi estudada pelos trabalhos de Pieper e
Rotard (2010), Hua et al. (2018), Bernardelli et al. (2019), Ke et al. (2007), Yang et
al. (2009), Li et al. (2012), Yu et al. (2007) e Muller et al. (2009).

Pieper e Rotard (2010) investigaram o processo de reducédo da concentracéo
do estrogénio E2, através de bactérias isoladas do biofilme formado em um rio do
parque nacional Unteres Odertal - Alemanha. As bactérias desse biofilme foram
usadas nos experimentos de degradacdo do E2, através de reatores de fluxo
continuo e de ensaios em bancada com frascos Erlenmeyer. No experimento com 0s
reatores de fluxo continuo, os pesquisadores observaram que com um TRS de 32
horas os 0.1 mg.L! do estrogénio E2 foram completamente degradados apds 8h. O
potencial de degradagédo desse estrogénio também foi observado nos ensaios de
bancada, onde 0.1 mg.L' do E2 foi completamente degradado. Dessa forma os
autores concluiram que esses microrganismos poderiam aumentar a eficiéncia de

reducéo do estrogénio E2 em ETESs municipais.

Hua et al. (2018) estudaram a eficiéncia de reducdo da concentracdo de E2
através da combinacdo entre um processo eletroquimico e a degradacdo por
microrganismos oriundos do processo de lodo ativado. Nesse estudo, 0 processo
eletroquimico (densidade da corrente elétrica 20 mA/cm?) combinado com
microrganismos aerobios teve eficiéncia de 99.3% ao reduzir a concentracdo do de
um efluente contaminado com 0.5 mg.L! de E2. Essa reducao foi alcancada apés 90
min. com um TRS 7 dias. Portanto, com esse estudo, os autores demonstraram que

o meétodo combinado, eletroquimico e bioldgico, pode ser viavel em ETES.

Bernardelli et al. (2019) avaliaram a presenca de consorcios bacterianos,
presentes em sistemas de lodo ativado, capazes de degradar estrogénios. Atraves
de reatores em bateladas sequenciais (SBR), essas bactérias foram capazes de
degradar 98% do estrogénio E2, concentracdo 0.62 mg.L?, apés 24 h. Os autores
observaram que guando o estrogénio é colocado como Unica fonte de carbono nos
reatores, o desenvolvimento de microrganismos especificos capazes de degradar

€sses Compostos aumenta.

Ke et al. (2007) avaliaram a capacidade de degradacdo de estrogénios por

bactérias dos géneros Acinetobacter, Agromyces, Sphingomonas em efluente
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secundario ultrafiltrado. Os autores estudaram a biodegradacédo aerdbia e anaerdbia
de E2 na concentracdo de 0.5 mg.Ll. Em condicbes aerbbias, os autores
constataram que as bactérias dos géneros avaliados, quando em consorcio,
degradaram totalmente o E2 em 48h. Entretanto, quando isoladas, apenas as
bactérias do género Agromyces conseguiram degradar o E2 em condi¢cdes aerdbias

e anaerobias.

Yang et al. (2009) avaliaram a cinética de degradacdo do E2 por bactérias
provenientes de estrume suino. Os pesquisadores desenvolveram dois sistemas de
biodegradacdo (Sistema 1 e Sistema 2). No Sistema 1, adicionaram 0.5 g de
estrume suino em meio minimo com 3 mg.L! de E2 e incubaram a 22°C, com
agitacado constante de 250 rpm. No sistema 2, fizeram um pré-enriquecimento da
cultura proveniente do estrume suino adicionando 1 g de estrume suino em caldo de
soja trypticase (TSB). Apos 14h de incubacéo a 22°C, 1 ml da suspenséo bacteriana
foi adicionada em meio minimo fortificado com 3 mg.L! de E2. Essa solucéo foi
incubada a 22°C em agitagcao constante de 250 rpm. Os resultados indicaram que no
sistema 1 o E2 foi completamente degradado em um TDH de 9 h. Entretanto,

apenas 20% do estrogénio foi degradado no sistema 2 durante o mesmo periodo.

Li et al. (2012) estudaram o0s mecanismos moleculares envolvidos na
degradacdo do hormonio E2 pela bactéria Stenotrophomonas maltophilia. Apos um
pré-enriguecimento para aumentar a densidade de bactérias, os pesquisadores
avaliaram a reducdo de 3.3 mg.L! do estrogénio em um efluente sintético. Os
microrganismos degradaram 99.4% do E2 ap6s um TDH de 16 h. Nesse
experimento, o E2 foi degradado a E1 e depois em tirosina (aminoacido importante

para a biossintese de proteinas).

Yu et al. (2007) avaliaram a degradacéo do E2 por bactérias oriundas de lodo
ativado. Nesse estudo os pesquisadores isolaram cepas dos géneros Aminobacter
(cepa KC6 e KC7), Brevundimonas (cepa KC12), Escherichia (cepa KC13),
Flavobacterium (cepa KC1), Microbacterium (cepa KC5), Nocardioides (cepa KC3),
Rhodococcus (cepa KC4) e Sphingomonas (cepa KC8 — KC11 e KC14) capazes de
degradar o E2. As cepas conseguiram transformar completamente todo o E2,
concentracdo 3 mg.Lt, em E1 durante TDH de 168 h. Entretanto, apenas as cepas
KC6, KC7 e KC8 degradaram o E1.
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Muller et al. (2009) estudaram as caracteristicas moleculares e cinéticas de
uma cultura mista de microrganismos na degradacdo de E2. Os pesquisadores
investigaram a biodegradacdo do estrogénio E2, concentracdo 3.5 mg.L?t, por
bactérias das espécies Alcaligenes faecalis, Pusillimonas sp., Denitrobacter sp., e
Brevundimonas diminuta. No experimento, o estrogénio foi usado tanto como Unica
fonte de carbono (C-) e em conjunto com outra fonte, a acetonitrila (C+). As
bactérias foram capazes de degradar totalmente o E2 em 24h, nas duas condicbes
C-e C+.

. Concentragao . ) TDH Reducéo
Autor Pais Escala Composto (mg.L?) Microrganismo (horas) %)
Consorcio
Pieper e Rotard (2010) Alemanha Laboratério E2 0.1 microbiolégico + 8 100%
meio nutritivo
Bacillus,
Hua etal. (2018) China Laboratério E2 0.5 Lysinibacillus e 2 99.3%
Aeromonas
Bernardelli et al. (2019) Brasil Laboratério 0.62 Pseudomo_nas € 24 98%
E2 Nitrospira

Acinetobacter,
Ke etal (2007) Singapura Laboratério E2 0.5 Agromyces, 48 100%
Sphingomonas

Consoércio

Yang etal. (2009) EUA Laboratério E2 3 microbiolégico 9 100%
Li etal. (2012) EUA  Laborat6rio Eo 33 Ste”;t;ﬁggﬁm;”as 16 99.4%
Yu etal. (2007) EUA Laboratério E2 3 S[;zi:i%gn&%n: S 168 100%
Mulleretal. 2009)  Franca Laboratorio  E2 35 Consorcio 24 100%

microbiolégico

Tabela 6: Pesquisas sobre a degradacdo de diferentes concentracées de E2 por
bactérias isoladas e em consorcio.

17a-etinilestradiol (EE2)

Os trabalhos de Bernardelli et al. (2019), Kruglova et al. (2016), Pieper e
Rotard (2010), Clouzot et al. (2010) e Ke et al. (2007) avaliaram a eficiéncia de
degradacao do EE2 em concentracdes iguais ou inferiores a 1 mg.L1, por outro lado,
as pesquisas de He et al. (2019), Muller et al. (2009) e Haiyan et al. (2006) avaliaram

a eficiéncia de degradacao do EE2 em concentracdes acima de 3 mg.L! (Tabela 7).



51

Bernardelli et al. (2019) avaliaram a estrutura de comunidades bacterianas
envolvidas na degradacdo de hormdnios. Os autores inocularam bactérias
provenientes de sistemas de lodos ativados e efluente com hormdénios EEZ2,
concentracdo 0.112 mg.Lt, em um reator aer6bio. As bactérias foram capazes de
degradar 84% do hormonio sintético em um TDH de 34 dias. A partir dos dados
obtidos, os pesquisadores concluiram que a alta taxa de remoc¢do em termos de

massa ocorreu principalmente por via da biodegradacéo.

Kruglova et al. (2016) avaliaram a reducédo de EE2, concentragdo 0.05 mg.L?,
através do processo de lodos ativados em um biorreator de membrana (MBR) e em
reatores expostos a baixas temperaturas. Apos TDH de 24h o lodo ativado do MBR,
com TRS de 90 dias, removeu 66% do EE2.

Pieper e Rotard (2010) investigaram o processo de reducdo do estrogénio
sintético EE2, concentracdo 0.1 mg.L?, através do uso de biofime em reatores de
fluxo continuo. Esses reatores foram operados com dois meios nutritivos diferentes
com EE2. Apés um TDH de 32h os pesquisadores reportaram degradacao total do
EE2.

Clouzot et al. (2010) avaliaram a cinética de degradacao do horménio EE2,
concentracao 1 mg.L1, por bactérias nitrificantes do lodo ativado de um biorreator de
membrana (MBR). Os pesquisadores observaram que o lodo ativado aclimatado em
condicbes favoraveis para a atividade nitrificante removeu 99% (sorcdo +
biodegradacédo) do EE2. Por outro lado, o lodo ativado sem aclimatacéo, proveniente
do sistema convencional de tratamento, removeu 88% do EE2 apenas por sor¢ao.
Os autores concluiram que a atividade nitrificante no lodo aclimatado foi o principal

fator para a reducéo do EE2.

Ke et al. (2007) avaliaram a capacidade de degradacdo de estrogénios por
bactérias dos géneros Acinetobacter, Agromyces, Sphingomonas em efluente
secundario ultrafiltrado. Os autores estudaram a biodegradacao aerdbia e anaerdbia
do estrogénio EE2. Nas condi¢bes do ensaio, concentracao de 1 mg.L?, as bactérias

nao foram capazes de degradar o estrogénio sintético.

Muller et al. (2009) estudaram as caracteristicas moleculares e cinéticas de
uma cultura mista de microrganismos na degradacdo do estrogénio sintético. Os
pesquisadores investigaram a biodegradagédo dos EE2 por colénias de bactérias das

espécies Alcaligenes faecalis, Pusilimonas sp., Denitrobacter sp. e Brevundimonas
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diminuta. Nos experimentos, os hormoénios foram usados tanto como unica fonte de
carbono (C-) e em conjunto com outra fonte, a acetonitrila (C+). As bactérias
degradaram completamente o EE2, concentracdo 3.5 mg.L?, entre 8 e 11 dias,

independentemente da fonte de carbono (C- ou C+).

Haiyan et al. (2006) estudaram a via metabdlica e as caracteristicas de
degradacao do EE2 pela bactéria Sphingobacterium sp. Os autores reportaram que
a cepa foi capaz de crescer em meio minimo com EE2 como Unica fonte de carbono
e energia e metabolizou 81% do estrogénio, concentracdo 30 mg.Lt, em 10 dias a
uma temperatura de 30°C. A via metabdlica observada no estudo, através da

espectrometria de massa, indicou que o EE2 foi oxidado a E1.

. Concentragao . . TDH Reducéo
Autor Pais Escala Composto (mg.LY) Microrganismo (horas) (%)
Bernardelli et al. (2019) Brasil Laboratério 0.112 'COHS'OI'(";IC.) 816 84%
EE2 microbiolégico
A L Consorcio o
Kruglova etal. (2016)  Finlandia Laboratério EE2 0.05 microbiologico 24 66%
Pieper e Rotard (2010) Alemanha Laborat6rio EE2 0.1 Consorcio 32 100%
microbiolégico
Clouzot et al. (2010) Franga  Laboratério EE2 1 Consorcio 0.16 99%

microbiolégico

Acinetobacter,
Ke et al (2007) Singapura Laboratério EE2 1 Agromyces, 360 0%
Sphingomonas

- Consorcio o
Muller et al. (2009) Franga  Laboratério EE2 35 microbiologico 264 100%
Haiyan etal. (2006)  China  Laboratdrio EE2 30 Sphingobacterium 81%

sp. JCR5

Tabela 7: Pesquisas sobre a degradacédo de diferentes concentragdes de EE2 pelas
bactérias do género Acinetobacter, Agromyces, Sphingomonas, Hyphomicrobium sp
Sphingobacterium sp. e por consorcio microbioldgico.

Avaliacéo da estrogenicidade

A cromatografia foi a técnica utilizada pelos trabalhos selecionados que
avaliaram os subprodutos da biodegradacdo dos compostos-alvo. Entretanto, apés o
processo de biodegradacdo dos compostos estrogénicos € importante avaliar ndo s6

a concentragcdo, mas também a estrogenicidade dos subprodutos. Em muitos casos,
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uma substancia sozinha ndo € capaz de provocar efeitos toxicos sobre a biota, mas
guando interage com outras substancias presentes no ambiente, pode produzir
compostos derivados capazes de provocar danos ao ambiente (BRESSOLA, 2007;
SALOMAO et al., 2014) (apud SABINO, 2018).

Dentre as técnicas capazes de avaliar a estrogenicidade a partir da interacao
entre receptores hormonais e a proliferagdo celular, podem ser citados o0 ensaio
Yeast Estrogen Screen (YES) e a célula Michigan Cancer Foudation-7 (MCF-7).

O ensaio YES é um ensaio realizado com cepas da levedura Saccharomyces
cerevisiae acrescentadas de vetores contendo sequéncias de DNA para receptores
humanos e animais, junto a um gene reporter contendo elementos respostas, onde a
ativacao do receptor pela substancia ou composto testado resulta na estimulacéo da
expressdao do gene reporter seguida pela ativacdo de um elemento resposta
(Santos, 2016).

O ensaio MCF-7 baseia-se na proliferagdo de culturas de células
cancerigenas mamarias humanas MCF-7 induzida pela exposicdo a substancia
estrogénica. O ensaio é baseado em trés premissas: (1) fatores presentes no soro
adicionado no meio inibem a proliferacdo das MCF-7, (2) os estrogénios induzem a
proliferacdo das células pela anulagdo deste efeito inibitorio e (3) substancias nédo
estrogénicas ndo neutralizam o sinal inibitério presente no soro (ZACHAREWSKI,
1997) (apud FERREIRA, 2008).

Bactérias degradadoras de estrogénios

O filo Proteobacteria € o maior e mais metabolicamente diverso dentro do
dominio Bacteria. Aproximadamente um terco das espécies bacterianas ja
caracterizadas estdo neste grupo, havendo espécies de interesse para diversas
areas como a medicina, agricultura e industria. A diversidade metabdlica contempla
espécies quimiolitotréficas, quimiorganotréficas e fototréficas. O filo Proteobacteria
apresenta seis classes distintas, sendo as maior destaque Alpha-, Beta-, Gama- e
Deltaproteobactéria, todas elas representadas neste trabalho.

Dentre as Gamaproteobactperias destaca-se 0 género Pseudomonas,
conhecido pela habilidade de utilizar uma grande variedade de compostos organicos

como fonte de carbono e energia. Assim, esse género é bastante comum pela
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habilidade de degradar hidrocarbonetos, desruptores enddécrinos, dentre outros
compostos contaminantes.

O género Sphingomonas, pertencente a classe das Alphaproteobactérias,
também apresenta alta versatilidade metabdlica, sendo capaz de metabolizar
diferentes compostos organicos, incluindo compostos aromaticos presentes em
ambientes contaminados (tolueno, naftaleno). Este género é bastante explorado em
estudos de biorremediacéao.

Outro filo que se destaca nos estudos de bioprospeccédo é Actinobacteria,
formado por espécies encontradas principalmente no solo, tendo alguns
representantes produtores de antibidticos. O género Streptomyces € bastante
conhecido pela producéo do antibiético estreptomicina.

O filo Bacterioidetes apresenta diversas espécies anaerdbias encontradas no
trato gastrointestinal de humanos e outros animais. Uma vez que muitos estudos
agui avaliados utilizam o esgoto como matriz para o isolamento dos microrganismos,
€ natural que este grupo tenha uma boa representatividade.

O filo Firmicutes também abriga espécies anaerdbias, sendo um grupo muito
encontrado em diversos tipos de solo. Muitas espécies possuem a habilidade de
produzir esporos e podem ficar em estado de dorméncia em condi¢cfes adversas. O
género Bacillus é esporulante e produtor de diversos antibioticos.

Os microrganismos degradadores de hormonios estdo distribuidos em
diversos grupos bacterianos, podem ser encontrados em diferentes matrizes
ambientais. O Brasil, com sua variedade de biomas, tem um grande potencial para
ser explorado no ambito da bioprospeccao.

A classificacdo das principais bactérias encontradas na revisdo esta

representada na Figura 10.
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5 EXPERIMENTO DE BIODEGRADACAO

5.1 Obtencéo das amostras e meio de cultura

Em estudo prévio realizado no Laboratério de Biorremediacéo, Fitotecnologias
e Inovacdo no Tratamento de Aguas e Efluentes (LABIFI) da UERJ, foram
detectadas altas concentracbes do horménio EE2, e de Bisfenol-A em amostras
coletadas no rio Jodo Mendes, 0 que suscitou o interesse em buscar por
microrganismos degradadores neste local. As coletas foram realizadas nos meses
de marco, maio, julho e setembro de 2017 ao longo da sub-bacia do rio Jodo
Mendes, no municipio de Niter6i-RJ, respeitando as seguintes etapas: coleta das
amostras de agua superficial; andlise fisico-quimica das amostras em campo e no
laboratorio; ensaios ecotoxicolégicos (SABINO, 2018). As amostras foram coletadas
e preservadas de acordo com o Guia Nacional de Coleta e Preservagcdo de Amostras
(ANA, 2011) e a ABNT NBR 15469:2007 (ABNT, 2007).

O meio de cultura utilizado nesse trabalho foi 0 meio mineral minimo (MM),
composicao: 1 g K;HPOy4; 0,6 g Na;HPO,4.7 H,0O; 0,2 g MgS04.H,0; 0,2 g KCI; 1 g
NaNOgs; 4gua destilada g.s.p. 1000 ml, suplementado com 1% de solugdo de
elementos-traco (12,5 mg H3BO3; 50 mg CaSO,4.H,O; 25 mg CoCl,.H,O; 50 mg
CuS0,4.7 H,0; 5 mg MnCl,.4 H,0; 25 mg NaMo0O,.2 H,0; 5 mg NiCl,.6 H,O; 7,5 mg
ZnS04.7 H,0; 750 mg Fe(NH,)2 (SO4)2.6 H,0); agua destilada g.s.p 250 ml. (PARK
et al.; 1999; LI et al. 2018).

5.2 Enriquecimento e isolamento das cepas bacterianas

Para os ensaios de enriquecimento e isolamento de estirpes bacterianas
foram utilizadas amostras de agua superficial de pontos onde foram detectadas altas
concentracdes do estrogénio EE2. Diferentes propor¢cdes (9:1, 7:3, 1:1) das
amostras de &gua foram adicionadas ao MM e como fonte de carbono foram
utilizadas concentragbes crescentes de EE2, partindo da concentragédo de 5 mg.L2.

A cada semana o enriguecimento foi utilizado como inéculo seguindo as mesmas
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propor¢cdes anteriores (9:1, 7:3, 1:1), porém a concentracdo do composto poluente
foi aumentada para 10, 15, 20 mg.L1, sucessivamente, totalizando quatro semanas
de cultivo. Para o isolamento das estirpes bacterianas foram preparadas placas
contendo o meio minimo acrescido de agar (2%) e duas concentracdes diferentes de
EE2 como fonte de carbono — 15 e 20 mg.L1. Estas placas foram semeadas com
100 pL dos enriquecimentos contendo 15 e 20 mg.L1 do composto e incubadas em
estufa a 28°C. O crescimento das colbnias foi acompanhado por duas semanas e
apos o crescimento foram transferidas para novas placas com o mesmo meio de
cultivo, mantendo como fonte de carbono apenas o EE2 utilizado no enriquecimento
(Figura 11).

Dois tipos de coldnias foram isolados no final do processo, cepa Laborat6rio
de Biorremediacdo e Fitotecnologias 1 (LBF1l) — esbranquicada — e a cepa
Laboratorio de Biorremediacéo e Fitotecnologias 2 (LBF2) — amarelada (Figura 13).
Para manutencao até a realizacdo dos ensaios, as bactérias foram mantidas sob
refrigeracdo em placa com MM e 1 mg.L'! de EE2. O tempo para obtencdo dos
isolados foi bastante curto, uma vez que outros trabalhos reportam ciclos de
enriquecimento de 30 a 50 dias (LI et al. 2018; LIU et al. 2016).

Este resultado demonstra o potencial de se aliar estudos de avaliagdo de
risco ecoldgico, onde micropoluentes sdo quantificados no ambiente, e estudos de
bioprospeccdo. Ao se identificar uma matriz ambiental contaminada a técnica de
enriquecimento pode ser utilizada para o isolamento de novos microrganismos
degradadores, sendo possivel o estudo de consoOrcios microbianos capazes de

degradar diferentes micropoluentes ambientais simultaneamente.
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Figura 11: Crescimento bacteriano em MM com o EE2 como Unica fonte de
carbono. Fonte: o autor.

5.3 EE2 como fonte de carbono

Para a obtencao da curva de crescimento em meio minimo utilizando apenas
0 EE2 como fonte de carbono, foi realizado um repique das bactérias, cepa LBF1 e
cepa LBF2, para novas placas mantendo-as em temperatura ambiente por 72 horas.
Para o ensaio, 3-5 colbnias de cada cepa foram inoculadas em trés tubos de ensaio
de 5 ml com MM e 5 mg.L? de EE2. Como controle negativo, trés tubos foram
mantidos apenas com MM e EE2. A suspenséo foi incubada sob constante agitacéo
(150 rpm) a 25°C no escuro. O crescimento foi avaliado a cada hora através da
densidade o6tica (DO) a 600 nm em espectrofotdbmetro durante 4 dias. Cada tubo foi
lido trés vezes e um valor médio foi calculado para cada leitura. A curva foi

construida pela média dos valores das triplicatas (Figura 12).
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Figura 12: Crescimento das cepas LBF1 e LBF2 em MM com EE2 como Unica fonte de
carbono.

As andlises indicaram que o crescimento de células na suspensao de cepas
LBF2 foi maior do que o observado na suspensédo de cepas LBF1 (Figura 13). Este

resultado sugere que a cepa LBF2 tem um maior potencial de degradacao do EE2.
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Figura 13: O controle MM: a) com bactéria sem hormdnio (MM+cepa). b) com hormdnio
sem bactérias (MM+EE2 sem cepa). Fonte: o autor.

O estudo de Li e colaboradores (2018) mostrou a curva de degradacao de
duas bactérias isoladas de esterco quando crescidas em meio mineral contendo E2
como Unica fonte de carbono e obteve como pico de DO600 0.228 e 0.197 apéds 7
dias de incubacéo. Ja o estudo de Larcher & Yargeau (2013) obteve resultados
melhores para bactérias do género Rhodococcus utilizando o EE2 como fonte de
carbono, com DO600 entre 1 e 2.2 ap6s 12 dias de incubacdo. Os isolados aqui
apresentados apresentaram uma curva de crescimento satisfatoria sendo promissor

prosseguir com a caracterizacao e perfil de degradacéo.

Para uma melhor avaliacdo do potencial de biodegradacao destes isolados é
preciso realizar um ensaio de biodegradacéo utilizando cromatografia liquida para
acompanhar a taxa de degradacdo do EE2, bem como a possivel formacédo de
subprodutos. A reducdo da toxicidade pode ser avaliada utilizando-se ensaios

ecotoxicolégicos.
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6 CONCLUSOES

Através da revisdo sistematica realizada neste estudo, para o periodo entre
0s anos 2000 e 2020, foram encontrados 22 estudos com maior abrangéncia sobre a
eficiéncia de biodegradacdo de hormdnios em matrizes contaminadas utilizando
microrganismos isolados ou consoércios microbianos. A maior parte dos
microrganismos com potencial de degradagdo dos hormonios foram isolados de
efluentes sanitarios (43%) e de efluentes industriais (25%). A China e os Estados
Unidos sdo os paises com maior numero de trabalhos, cerca de 39% e 22%
respectivamente. O numero de artigos produzidos no Brasil corresponde a 4% do
total dos trabalhos selecionados. Vale ressaltar que, este nimero € muito baixo

tendo em vista a grande biodiversidade e ao clima tropical do territério brasileiro.

Quanto a eficiéncia de reducdo de estrogénios, 63 % dos trabalhos que
fizeram ensaios de biodegradacdo do E1 e E2 reportaram degradagao completa, ou
seja, transformacdo do hormoénio-alvo em CO, e H,O. Por outro lado, 18% dos
ensaios de biodegradacdo do estrogénio sintético EE2 resultaram em subprodutos

nao estrogénicos.

No presente trabalho, as cepas LBF1 e LBF2 foram isoladas de amostras de
um rio urbano poluido por esgoto sanitario, onde foram quantificadas concentracdes
acima de 0.025 mg.L! de EE2 por Sabino (2018). Apés um periodo de 24h de fase
estacionaria as bactérias foram capazes de crescer em MM com concentracao inicial

de 5 mg.L! de EE2 em condigBes aerobias.

A partir deste estudo é possivel concluir que a bioprospeccédo aliada a
avaliagcdo de risco pode ser uma ferramenta robusta para a descoberta de novas

bactérias degradadoras de micropoluentes ambientais.
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