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RESUMO

Varios trabalhos na literatura cientifica vém apontando a presenca de farmacos em plantas de tratamento de
efluentes, aguas superficiais, aguas oceanicas, lengois freaticos e em alguns casos aguas de abastecimento. As
concentragoes destes produtos nas amostras ambientais variam de concentragdes de nanograma por litro
(ng/L) ou micrograma por litro (ug/L). Atualmente, ainda ndo sdo bem conhecidos o comportamento e destino
dos farmacos e de seus metabolitos no ambiente aquatico, no entanto ja ¢ evidenciado que neste ambiente ndo
¢ necessario a presenca de grandes concentragdes para provocar alteragdes nos organismos aquaticos. Um
exemplo disso ¢ o hormdnio 17a-etinilestradiol que na concentracdo de 1 a 4 ng/L causam distirbios
reprodutivos em peixes. Neste trabalho foi estudado o processo de biodegradacao do 17a-etinilestradiol por
um consorcio microbiano isolado do solo. Os ensaios foram realizados pelo método de fermentacio,
utilizando concentracdes de 17o—etinilestradiol de 6, 12 e 24 pg/mL. Andlises quantitativas foram realizadas
para monitorar a biodegradacdo por cromatografia gasosa. Os resultados indicaram que para as concentragdes
utilizadas durante o periodo de ensaio, a remogdo do 17a-etinilestradiol foi de 49,7, 57,8 e 44,5%, indicando
que os isolados microbianos sdo capazes de utilizar o composto quimico como unica fonte de carbono e
energia. Os subprodutos gerados durante a fase de degradacdo ndo foram monitorados neste trabalho. Outro
fator que foi observado é que este composto apresenta um processo de degradagdo bastante lento ¢ que
concentragdes muito baixas (< Ing/L™") ndo sdo passiveis de degradagio podendo assim suspeitar que o 17a-
etinilestradiol pode estar sendo acumulado no ambiente e com grande potencial de biomagnificagao.

PALAVRAS-CHAVE: HORMONIO; 17A—ETINILESTRADIOL; BIODEGRADACAO.

INTRODUGAO

Estima-se que o consumo de fairmacos no mundo estd na ordem de algumas centenas de toneladas por ano.
Dentre estes podemos citar mais de 3000 tipos de substancias diferentes como analgésicos e antiinflamatorios,
contraceptivos, antibioticos, beta-bloqueadores, reguladores de lipideos ¢ muitos outros. Os farmacos sdo
dispostos no ambiente apos sua aplicacdo na sua forma nativa ou seus metabdlicos contaminando os ambientes
aquaticos por diferentes rotas (FENT et al 2006). Uma destas rotas estd associada ao consumo humano que
apos sua ingestdo estes sdo excretados e dispostos no ambiente através do esgoto (HOLM et al, 1995). Ja na
estagdo de tratamento de esgoto (ETE), muitos destes compostos, ndo sdo biodegradados resultando na
contaminagdo de rios, lagos e outros corpos hidricos. Varios trabalhos na literatura cientifica vém apontando a
presenga de baixos niveis de medicamentos em varios continentes em plantas de tratamento de efluentes,
aguas superficiais, dguas ocednicas, lengois freaticos e em alguns casos aguas de abastecimento (FENT et al
2006).
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As concentracdes destes produtos nas amostras ambientais variam de concentragdes de nanograma por litro
(ng/L) e micrograma por litro (ng/L) (ROUTLEDGE et al., 1998; SHORE et al., 1993; FERNANDES, 2006).
Atualmente, ainda ndo sdo bem conhecidos o comportamento e destino dos farmacos e de seus metabdlitos no
ambiente aquatico, no entanto ja ¢ evidenciado que neste ambiente ndo € necessario a presenga de grandes
concentragdes para provocar alteragdes nos organismos aquaticos. Um exemplo disso é o hormonio 17a-
etinilestradiol que na concentragdo de 1 a 4 ng/L causam disturbios reprodutivos em peixes (FENT et al
2006).

Propriedades quimicas como a baixa volatilidade destes compostos indica que sua distribuicdo no ambiente
acontece principalmente através da agua, mas também por dispersdo na cadeia alimenticia. Um outro fator
importante é o potencial de bioacumulagdo destes compostos determinado pelo coeficiente de log Kow,
conferindo a estes a capacidade de ser lipofilicos (maior capacidade de bioacumulagdo) ou hidrossoluveis
(maior capacidade de distribuicdo ambiental) (FENT et al 2006).

Dentre estes compostos podemos destacar a presenca de substancias quimicas que podem interferir de maneira
adversa no sistema endocrino de humanos e animais de vida selvagem. Varias substancias quimicas sdo
potencialmente capazes de causar esta interferéncia e s@o comumente conhecidas na literatura como
disrruptores endocrinos (EDC’s) (COLBORN et al., 1993; Et de Bergeron al., 1994; Al de et de verruma.,
1995; JOBLING et al., 1995; LEE et al., 2002). Dentre estas substancias podemos citar varios compostos
como os agrotoxicos organoclorados, alquilfenodis, bisfenol A, estrégenos sintéticos como o 170-
etinilestradiol e estrogenos naturais como estradiol, (TYLER et al., 1998). Os disruptores endocrinos sio
definidos pela U.S. Food and Drug Administration como “agentes exdgenos que interfere com a sintese,
secre¢do, transporte, agdo de ligagdo ou eliminagdo do hormonio natural no corpo, os quais sdo responsaveis
para a manutencdo da homeostasi, reproducdo, desenvolvimento e comportamento”, interferindo no
funcionamento normal de algumas tarefas do sistema enddcrino (SUIDAN, et al., 2005).

O horménio 17a-etinilestradiol presentes nos contraceptivos apresentam uma dosagem de 20 a 50 pg em cada
pilula o qual deve ser ingerido diariamente. Ap6s sua administracdo, este composto € parcialmente absorvido
pelo organismo e excretado no esgoto na propor¢do de 16% na urina e 9% das fezes na forma conjugada com
outros compostos. Uma vez na planta de tratamento de esgoto esta substancia ¢ separada da forma conjugada,
revertendo assim para a forma ativa novamente (SUIDAN, et al., 2005). Varios autores relatam que o 170-
etinilestradiol ¢ parcialmente removido durante o processo de biodegradagdo por lodo ativados e com uma
taxa alta de reposi¢do através da atividade antropica, tornando este composto como recalcitrante (FENT et al
2006; SUIDAN, et al., 2005; DAUGHTON, 2004; TYLER et al., 1998).

Uma vez no ambiente, a acdo do hormoénio sob o ecossistema aquatico é: disfuncdo do sistema hormonal,
deformidades de nascimento, diminui¢do da fertilidade, anormalidades metabdlicas e feminiliza¢do de aves,
peixes e mamiferos aquaticos (FERNANDES, 2006).

O objetivo deste trabalho ¢ de encontrar bactérias capazes de utilizar o 17a-etinilestradiol como fonte de
carbono e energia e estudar o processo de biodegradacdo através de cromatografia gasosa na tentativa de
identificar compostos formados.

MATERIAIS E METODOS
Quimicos

O 170-etinilestradiol (CAS 57-63-6) foi adquirido da Sigma (17a-etinilestradiol minimo 98% HPLC), a
estrutura quimica da substancia esta apresentada na Figura 1 e as principais caracteristicas fisicas estdo
apresentadas na Tabela 1.
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Figura 1. Estrutura molecular do 17o—etinilestradiol.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do 17a —etinilestradiol. [C20-H24-02]

Propriedades fisicas Valor Unidade Temp (C°)
Massa molar 296,41 - -
Ponto de ebuligdo 183 Graus C -
log P (octanol-agua) 3.67 - -
Solubilidade em agua 11.3 mg/L 27
Pressdo de vapor 2.67e-09 mm Hg 25
Constante de Henry's 7.94e-12 atm-m*/mole 25
Constante Atmosférica OH 1.25e-10 cm’/molecula-sec 25

Sulfato de s6dio anidro (Merck) foi utilizado para a secagem dos extratos organicos. O acetato de etila
(Merck) foi utilizado para a extragdo do composto. Todas as vidrarias utilizadas durante os experimentos
foram lavadas com solventes de grau HPLC antes do uso.

Avaliacio do potencial de biodegradacao do 170—etinilestradiol

A avaliacdo do potencial de biodegradacdo do 17a—etinilestradiol foi estimada através do programa de
modelagem QSAR (ECOSAR) utilizado pela U.S. Environmental Protection Agency (USEPA). Este
programa tem sido extensivamente utilizado e validado por diversos pesquisadores em seus trabalhos
(NABHOLZ et al., 1993; ZEEMAN et al., 1995; MOORE et al., 2003; SANDERSON et al., 2004).

Escolha do local para a coleta das amostras de solo.

As amostras de solo foram coletadas nas proximidades do CPQBA/UNICAMP localizado no municipio de
Paulinia/SP (latitude sul 20° 48°; longitude oeste 47° 07°; altitude 669m), classificado como “latosolo
vermelho eutroférrico tipico” em quatro pontos diferentes: a) proximo a uma Mina, onde o local apresenta
caracteristicas de mata ciliar, b) no Campo experimental agricola, local destinado ao cultivo de plantas
medicinais ¢ aromaticas. O solo neste local apresentava baixa umidade; ¢) em uma area de cultivo de
hortalicas e d) num jardim com plantas ornamentais, nos dois Gltimos casos os solos estdo sempre sendo
umedecidos € em constante manuten¢do com adubos.

Procuramos escolher locais com caracteristicas distintas e com presenca de vegetais sendo feita a coleta das
amostras proximas as areas de rizosferas objetivando maior possibilidade de encontrarmos bactérias viaveis
capazes de promover a biodegradacdo do farmaco selecionado.

Coleta e enriquecimento de solo para isolamento de microrganismos.

Amostras de solo agricola foram coletadas na camada superficial do solo (10 cm), acondicionadas em sacos
plasticos e levadas ao laboratdrio. As amostras de solo foram submetidas a um pré-processamento onde cerca
de 100 g desse solo foi umedecido com agua destilada e disposto em estufa bacteriologica & 28°C (Fanen
modelo 520), com auséncia de luz, em frascos de Erlenmeyer por um periodo de 24 horas. Apos este periodo
o solo foi submetido ao enriquecimento ou fortalecimento dos microrganismos presentes através da adi¢cdo por
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aspersao de meio de cultura liquido (MS) e caldo nutritivo, ambos descritos nas Tabelas 2 e 3 por um periodo
de 10 dias com intervalo de umidifica¢do do solo a cada 2 dias.

Este processo teve como objetivo a adicdo de nutrientes para o estimulo do desenvolvimento dos
microrganismos presentes nestas amostras como também manter certo grau de atividade de dgua nestes solos.
A umidade do solo foi mantida através de observacao da capacidade de campo, que pode ser determinada pelo
método do torrdo (COSTA, 1983).

Tabela 2. Meio de cultivo MS.

Composto Concentragao (g/L)

Nitrato de s6édio (NaNQO;) 3,0
Mono Fosfato de Potassio (KH,POy,) 1,0
Sulfato de magnésio (MgSOy,) 0,5
Sulfato de ferro (FeSO,) 0,01
Cloreto de potassio (KCI) 0,5

Fonte: Mello & Azevedo, 1997.

Tabela 3. Caldo Nutritivo.

Composto Concentragdo (g/L)
Peptona 3,0
Extrato de Malte 5,0

Isolamento dos microrganismos do solo.

Amostras de solo de 10g de cada tipo de solo foram diluidas em 100mL de solugdo salina (0,08%) agitadas e
centrifugadas a 10.000 RPM 10 minutos 4°C (Incibras modelo Spin VI). Para o isolamento dos
microrganismos foi tomado 1 mL do sobrenadante das amostras de solo e feita diluigdes seriadas até 10° e
100 uL desta ultima diluigdo foi plaqueada (pour plate) em meio solido (Agar nutritivo — Oxoid) e incubados
a 37°C por 24 horas.

Com o auxilio de microscopio esterioscopico (Cambridge-instruments modelo Stereo Zoom® 5) foi
selecionada as colonias morfologicamente diferentes ¢ em seguida foi realizado a purificagdo destas culturas
utilizando o método de semeadura por esgotamento.

Identificacdo das colonias metabolicamente ativas

Amostras das colonias isoladas na etapa anterior foram transferidas para tubo de ensaio contendo 10mL de
solucdo salina (0,08%) e agitada vigorosamente. Novamente foi realizado diluigoes seriadas e 100 puL da
ultima dilui¢do foi plaqueadas em meio sélido (Agar) com a presenca do farmaco e adicionado 25mg/L de um
indicador de atividade metabolica, o TTC (Cloreto de Trifenil Tetrazolium).

As colonias isoladas foram identificadas através de taxonomia convencional. A metodologia utilizada foi a
avaliagdo de caracteristicas fisiologicas e metabolismo bioquimico pela taxonomia classica convencional,
associada ao sistema de testes rapidos de identificacdo. A identificagdo ¢ baseada na andlise comparativa de
caracteristicas diferenciais de morfologia, fisiologia e metabolismo bioquimico da linhagem teste com dados
citados na literatura de referéncia. As analises foram realizadas nos laboratorios da Coleg¢do de Culturas
Tropical, Fundagdo André Tosello. Os resultados tém significacdo restrita e se aplicam somente as culturas
recebidas para analise.

Ensaio de biodegradacao e preparacio das amostras e analises cromatograficas
Foi pesado 10g de solo e depois resuspendido em 50 mL de solugdo salina 0,08% (cloreto de sodio), a

suspensdo foi agitada e colocada no sonicador trés vezes com o tempo de 1 minuto cada, logo em seguida foi
filtrada em gaze hidrofila e a parte liquida foi inoculada em meio de cultura simples (caldo nutriente).
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Para a inoculacdo do teste de degradacdao foi utilizado o meio minimo preparado com as seguintes
concentragoes de sais: 1,6g fosfato de potassio monobasico, 0,2g fosfato de potassio dibasico, 1g sulfato de
amonia, 0,2g sulfato de magnésio, 0,01g sulfato ferroso, 0,1 cloreto de sddio e 0,02¢g cloreto de calcio, para
um litro de agua destilada.

A biodegradacdo foi realizada pelo método de fermentagdo, utilizando as seguintes concentra¢des de 170—
etinilestradiol: 6 pg/mL, 12 ug/mL e 24 ug/mL, a partir da solugdo estoque, preparada pela forma da
dissolugdo do 17a-etinilestradiol em dimetilsulfoxido, na concentragdo de 0,3 mg/mL. As concentragdes de
170—etinilestradiol, foram adicionadas ao meio minimo e em seguida adicionou-se 1 mL da suspensdo de
bactéria.

As amostras ficaram sobre agitagdo durante 16 dias na temperatura de 30°C com rotacdo de 150 rpm. As
aliquotas foram retiradas nos tempos de 24, 96, 168, 240, 312 e 384 horas, e foram filtradas em membrana de
unidades filtrante com didmetro 0,22 pm (Millipore).

Na extrac¢do da substincia do meio foi utilizado o acetato de etila, o solvente foi adicionado na amostra na
relacdo de 1:1, em seguida agitou-se, formando duas fases (solvente e amostra) a fase do solvente foi coletada
e transferida para um baldo volumétrico, esse processo foi realizado trés vezes. O baldo foi levado a um rota-
evaporador para a evaporagdo do solvente, com agitacdo de 50 rpm,

O residuo foi ressuspendido em acetato de etila e transferido para um baldo volumétrico de 5 mL, foi
acrescentado 1 mL de dibutilftalato para a curva padrdo, sendo o volume foi completado com o acetado de
etila.

A analise quantitativa foi realizada em um Cromatégrafo a gas modelo HP-6890 acoplado ao detetor seletivo
de massas modelo HP-5975 em coluna capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), a quantifica¢do foi no
modo SIM (Single ion Monitoring) Lee and Peart, 1998.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise da biodegradabilidade do 17o0—etinilestradiol através do ECOSAR.

O objetivo desta analise foi avaliar o potencial de risco deste farmaco no ambiente baseado nos seguintes
aspectos: (1) remog¢do em plantas de tratamento de esgoto, (2) potencial de bioacumulagio.

O programa STPWIN (EPIWIN v3.10) foi utilizado para estimar através do modelo de fugacidade deste
composto sua remocdo em plantas de tratamento de esgoto. Este modelo ¢ baseado no modelo de fugacidade
de Toronto descrito por CLARK et al., 1995, onde através das propriedades fisicas como massa molar,
constante de Henry, coeficiente de particdo Log octanol-agua e varios pardmetros de volatilizagdo estimam o
comportamento de uma determinada substincia quanto sua volatilizagdo, a absorcdo pelo lodo e
biodegradagdo automaticamente a temperatura de 25°C. O programa STPWIN consiste em modelagem do
tratamento primario e secundario de uma planta de tratamento de esgoto (tanque primario, tanque de aeracdo e
tanque de sedimentacdo) como também a capacidade de degradagdo biotica e abidtica e volatilizacdo sabendo
que este parametro ¢ um dos maiores contribuintes de remogdo de compostos presentes na agua.

Os resultados indicam que o 17a0-etinilestradiol apresenta uma remogdo total na planta de tratamento de
17,51% sendo 0,22% biodegradavel e 17,29% absorvido pelo lodo. Os resultados mostram também que a
parcela volatil deste composto da agua é nula.

O fator de bioacumulagdo (FBA) foi baseado no coeficiente de partigdo Log octanol-agua estimado pelo
programa BCFWIN v 2.17. Os resultados indicam que o 17a-etinilestradiol apresenta um FBC> 4 indicando
que esta substancia possui capacidade de ser altamente acumulativa (Portaria normativa n° 84 do IBAMA,
1996).
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Isolamento de microrganismos

Durante o processo de isolamento de microrganismos a partir da matriz solo foi identificada apenas uma
colonia capaz de utilizar o 17a-etinilestradiol como fonte de carbono com bom crescimento da colonia. Esta
colonia foi submetida ao processo de purificacdo por esgotamento em placa e foi constatada a presenga de
outras colonias bacterianas indicando um consorcio de organismos. A identificacdo apresentou os seguintes
microrganismos: Pseudomonas putida, Stenotrophomonas maltophilia, Sphingobacterium multivorum e
Klebesiella oxytoca.

Ensaio de biodegradacio utilizando os microrganismos isolados
Os ensaios de biodegradacdo utilizando o consorcio de microrganismos isolados do solo analisados por
cromatografia mostraram similaridade para todas as concentragdes utilizadas durante o periodo de ensaio. A

remo¢ao do 17a-etinilestradiol foi de 49,7, 57,8 e 44,5% para as concentragdoes de 6, 12 e 24 pg/mL
respectivamente. Estes resultados podem ser observados na Figura 2.
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Figura 2 Biodegradacdo do 17a-etinilestradiol pelo consorcio de microrganismos isolados do solo durante o
periodo de 16 dias. Concentragdo inicial: 6, 12 e 24 ng/mL.

Os resultados mostram uma similaridade no perfil de degradacdo do 17a-etinilestradiol pelos microrganismos
indicando que estes sdo capazes de utilizar o composto quimico como Unica fonte de carbono e energia.
Podemos observar que embora tenha ocorrido degradagdo do farmaco este processo ndo foi completo dentro
do periodo estudado. Os subprodutos gerados durante a fase de degradagdo ndo foram monitorados neste
trabalho.

Os dados indicam que para todas as concentra¢des estudadas (6, 12 e 24 pg/mL) a utilizagdo do 17a-
etinilestradiol foi de 54,8, 64,4 e 38,3% respectivamente, indicando que quanto maior a concentragdo do
farmaco menor sua degradabilidade. Outro fator que pode ser observado é que este composto apresenta um
processo de degradacio bastante lento e que concentragdes muito baixas (< Ing/L") ndo serem passiveis de
degradacao (JONES et all, 2004). Segundo a literatura cientifica, o 17a-etinilestradiol ¢ comumente
encontrado em rios, aguas residuarias e de abastecimento em concentra¢des reduzidas (ng/L) podendo assim
suspeitar que o 17a-etinilestradiol pode estar sendo acumulado no ambiente e com grande potencial de
biomagnificagao.

Novos estudos estdao sendo realizados na Divisao de Microbiologia do CPQBA/Unicamp com o intuito de se
verificar qual a menor concentragio deste farmaco que € passivel de degradacdo e qual o periodo necessario
para que isso ocorra.
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CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

O 170-etinilestradiol apresenta potencial de degradagao bioldgica dentro das condi¢des de ensaios estudadas,
no entanto, este processo nao foi completo dentro do periodo estudado.

O consorcio microbiano identificado neste trabalho apresenta um grande potencial de utilizagdo para o
processo de degradagdo deste composto quimico. Estudos bioquimicos do processo devem ser melhores
estudados objetivando sua aplicagdo como pds-tratamento de efluentes sanitarios.

Com base nas informagdes cientificas de remocdo do 17a-etinilestradiol em estagdes de tratamento de
efluentes, analises cromatograficas devem ser realizadas para se adequar as reais concentragdes do 17a-
etinilestradiol presentes e estudar sua biodegradacéo pelos microrganismos isolados neste trabalho.
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