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RESUMO:

Esteroides sdo compostos organicos que possuem em comum o nicleo esteroide, formado por trés anéis com seis
atomos de carbono e por um anel com cinco dtomos de carbono. Horménios esteroides sdo compostos esteroides
produzidos pelo organismo e possuem atividades reguladoras do metabolismo. Dada a importancia destes compostos
para a manutengdo da vida, hormonios esteroides sintéticos tém sido produzidos para suprir possiveis deficits do
organismo. A producéo industrial dos horménios sintéticos é baseada na biotransformacéo do substrato escolhido
provocada por microrganismo especifico através de processos fermentativos. Alguns compostos causam danos
ambientais e tecnologias devem ser desenvolvidas para sanar possiveis problemas. As expectativas do setor giram em
torno do desenvolvimento de tecnologias de imobilizacdo de microrganismos, de sistemas de fase reversa e do DNA
recombinante.

Palavras-chave: hormdnios esteroides sintéticos; 17a-etinilestradiol; imobilizacdo de microrganismos.

ABSTRACT:

Steroids are organic composts that have in common the steroid nucleus, which is compound by three rings containing
six carbon atoms and by one ring containing five carbon atoms. Steroids hormones are steroids composts produced by
organism and they have metabolic regulator activities. These substances show a huge importance that justify the
industrial production of synthetic steroids hormones. These synthetics composts are utilized to supply organism deficits.
The industrial production is based on substrate biotransformation caused by a specific microorganism in the propicious
conditions for the fermentative process. Some compounds induce damage in the environment and technologies that
solve these problems should be developed. There are some expectation regarding the development of the area:
immobilization of microorganism, reverse phase system and recombinant DNA technology.

Keywords: synthetic steroids hormones; 17a-etinilestradiol, immobilization of microorganism.

1 INTRODUCAO sexuais, estdo relacionados com o

crescimento e possuem acao anti-inflamatoria,

Hormonios esteroides sdo compostos como diz Soares (2013). A deficiéncia de
orgéanicos sintetizados pelo organismo, como algum desses hormoénios pode desencadear
aqueles  produzidos  pelas  glandulas doencas, como o0 desenvolvimento da
suprarrenais e pelas glandulas sexuais. osteoporose destacado por Amadei et al.
Possuem diversas funcbes de controle do (2006).
metabolismo (equilibrio hidroeletrolitico e Dada a importancia destes compostos para
regulacao de hidratos de carbono e proteinas), o funcionamento do organismo, a producéo de
atuam no desenvolvimento de caracteristicas hormonios esteroides sintéticos tornou-se
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interessante.  Estes compostos, segundo
Soares (2013), tém sido utilizados pela
medicina  no combate de  processos
inflamatdrios, no trato de doencas, por
exemplo hipogonadismo e asma brénquica, e
de crises alérgicas, na reposi¢cdo hormonal
perante  alguma  deficiéncia e como
contraceptivos. Sdo também utilizados no
tratamento de inflamacdo ocular, de doencas
colagenosas, de disturbios neuromusculares e
na manutencdo  cardiovascular, como
apresentado por Antonow et al. (2007).

Sempre em busca do processo produtivo
mais economicamente viavel, o processo de
producdo de esteroides estd em constante
estudo. O microrganismo mais adequado e
eficiente, o substrato de menor custo que
fornecera o produto desejado, a rota de
transformagdo mais econdmica e 0 processo
fermentativo mais rentdvel sdo tdpicos
analisados na busca do processo produtivo
ideal, como abordado por Oliveira e
Mantovani (2009). Todavia, aqueles que vem
sendo realizados estdo protegidos através de
registro de patente devido ao seu alto valor
comercial, dificultando a busca de dados e
conhecimento do processo.

Visto o exposto, este trabalho tem como
objetivo apresentar uma revisao bibliografica,
utilizando os trabalhos disponiveis na
literatura cientifica (portais consultados:
Science Direct, Scielo, Portal de Periodicos
da Capes), ao classificar hormonios
enfatizar 0S

esteroides, processos

biotecnologicos de producdo dos hormonios

sintéticos e destacar o0s efeitos destes
compostos no meio ambiente. Apresenta-se,
ainda, expectativas para a producdo industrial
destes compostos através de processos

biotecnologicos.
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
HORMONIOS

2.1 ESTEROIDES E
ESTEROIDES

Nelson e Michael (2014) conceituam
esteroides como compostos organicos que
possuem em sua estrutura um nucleo
esteroide (Figura 1). Um ndcleo esteroide é
formado por quatro anéis fundidos entre si,
sendo que trés deles possuem seis atomos de
carbono e um, cinco atomos de carbono. Este
nacleo é denominado de ciclo

pentanoperidrofenantreno.

Figura 1- Ndcleo esteroide:

ciclopentanoperidrofenantreno

17

Fonte: Soares, 2013

De acordo com Voet (2013), o
esteroide mais abundante nos animais é o

colesterol (Figura 2), também classificado

Revista da Universidade Vale do Rio Verde, Trés Coragdes, v. 15, n. 2, p.411-435, ago./dez. 2017



como esterol devido ao grupo OH na posicéao
C3 e pela cadeia alifatica lateral ramificada na
posicdo C17. O colesterol é um importante
componente das membranas nas células
eucarioticas e € o precursor de hormonios

esteroides.

Figura 2 — Estrutura molecular do colesterol
21 22 24 25
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Fonte: Patricio, 2011
Os horménios esteroides  sdo

classificados em quatro categorias, de acordo

Tabela 1 — Principais progestogenos sintéticos

com Redondo (2007):

corticosteroides, androgénios e estrogénios.

progestogenos,

Sendo que, segundo Antonow et al. (2007), 0s
subdivididos

glicocorticoides e mineralocorticoides.

corticosteroides  séo em

De acordo com Vigo et al. (2011), os
progestdgenos sdao hormonios esteroides e a
progesterona é o Unico progestdgeno natural.
As progestinas sdo progestdgenos sintéticos,
geralmente sintetizadas a partir de moléculas
de progesterona e testosterona. Segundo
Rathke et al. (2001),

sintéticos sdo utilizados como contraceptivos,

0s progestogenos

associados ou ndo com estrogénios. A Tabela
1 apresenta um resumo das principais

progestinas e seus precursores.

Progesterona

Derivados da 17a- Derivados da 19- Derivados da 17a-
hidroxiprogesterona nortestosterona espirolactona
dihidroprogesterona desogestrel drospirenona
medroxiprogesterona gestodeno

levonorgestrel

linestrenol

nomegestrol

Fonte: Fernandes, 2015

Antonow et al. (2007) classificam os
glicocorticoides como hormonios esteroides
sintetizados no cortex da glandula adrenal que
agem no controle do metabolismo dos
carboidratos e das proteinas, sendo o cortisol
o exemplo de glicocorticoide natural. Os

glicocorticoides sintéticos mais conhecidos
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sdo: blecometasona, betametasona,

dexamentasona, metilprednisolona,

prednisolona e triancinolona.  Segundo

Bavaresco et al. (2005), estes compostos

possuem poderosa acdo anti-inflamatoria e

~

imunossupressora, sdo  utilizados em

reposicao hormonal, no  tratamento
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antialérgico e, combinado com outros
medicamentos, no tratamento de cancer.
Outro grupo de horménio esteroide
séo os mineralocorticoides, caracterizados por
(2007) como

reguladores de &gua e de sddio, além de

Fernandes-Rosa e Antonini

exercerem efeitos sobre o sistema nervoso

central e sobre o sistema cardiovascular.

Os autores ainda definem a
aldosterona como o0 mais importante
mineralocorticoide natural que, segundo

Miranda e Fontoura (2013), é produzida no

papel
indispensével no controle eletrolitico e da

cortex da suprarrenal e tem

pressdo arterial. Sobre o0 representante
sintético deste grupo de hormdonios esteroides,
(2007)

fludrocortisona, uma vez que esta apresenta

Wanjgarten et al. citam a
propriedades caracteristicas deste grupo.

De acordo com Reis Filho et al.
(2006), os hormonios esteroides estrogénio e
androgénio sdo também conhecidos como
hormonios sexuais femininos e masculinos,
respectivamente, e, de acordo com Macédo e
Fernandes (2003), eles sdo responsaveis pelas
mudangas nas  caracteristicas  sexuais
primarias e secundarias durante a puberdade.

Ignacio et al. (2009) apresentam trés
tipos de estrogénios naturais: 17f3-estradiol,
estrona e estriol, sendo o 17pB-estradiol o que
possui maior atividade estrogénica. De acordo
com Pinto e Chapeta (1995), os estrogénios
tém como funcdo controlar o ciclo menstrual,
aumentar a deposicdo de gordura, promover

as caracteristicas sexuais femininas e ainda
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exercem um efeito protetor dos 0ssos,
melhorando a absorc¢do de célcio e reduzindo
sua remogao dos 0Ssos.

De acordo com Giacomini e Mella
(2006),

deficiéncia de estrogénio pode acentuar a

em mulheres na menopausa, a

perda Ossea causando osteoporose, 0 que
torna necessaria a reposicdo deste horménio.
Segundo Zahar et al. (2005), mulheres na
menopausa  podem  sofrer  alteragGes
fisioldgicas, como suores noturnos, ondas de
calor, incontinéncia urinaria, e alteracdes
comportamentais, como depressao, insonia,
irritabilidade e mudancas de humor. Neste
contexto, a terapia de reposicdo hormonal
apresenta-se como uma op¢éo de tratamento e
prevencdo destes sintomas.

Os principais estrogénios sintéticos,
segundo Pardini (2014), sdo o dietiletilbestrol,
etinilestradiol, mestranol e o quinestrol. Estes
compostos sdo também utilizados como
contraceptivos, como diz Fernandes (2015),
associados ou ndo a progestdgenos.

De acordo com Rocha et al. (2007), os
androgénios, além de serem responsaveis pelo
desenvolvimento e  manutengdo  das
caracteristicas sexuais masculinas, possuem
importante funcdo anabdlica relacionada ao
aumento da massa muscular por favorecer a
sintese proteica. Segundo Silva et al. (2002),
0 principal horménio androgénio é a
testosterona, embora os testiculos também
excretem  em pequenas  quantidades

(DHEA),

androstenediol e 5-a-diidrotestosterona.

desidroepiandrosterona
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Silva et al. (2002) afirmam que os
esteroides anabdlicos androgénicos sintéticos
séo derivados da testosterona e caracterizam-
se por suas acOes anabdlicas (crescimento
muscular) serem superiores as suas acgoes
androgénicas (masculinizagdo). De acordo
com Silva et al. (2002) e Macedo et al.
(1998), os androgénios sdo utilizados no
tratamento clinico de deficiéncias naturais de
andrdgenos, na recuperacdo de cirurgias e
atrofias musculares, tratamento da
osteoporose, do cancer de mama e de
anemias; também tém sido usados no
tratamento de pacientes portadores de HIV.

Macedo et al. (1998) destacam 0 uso
destas substancias por atletas e praticantes de
atividades fisicas para que possam melhorar o
desempenho fisico, bem como ganhar massa
muscular. Porém, como abordado por Abrahin
e Sousa (2013), o wuso indiscriminado e
abusivo de esteroides anabolizantes podem
expor o usuario a efeitos colaterais como
alteragOes de humor, agressividade, danos ao
figado, aumento da pressdo arterial,
diminuicio da funcdo do miocardio,
impoténcia e infertilidade.

A Figura 3 apresenta um esquema
simplificado da biossintese de alguns
esteroides, apresentando um exemplo de cada
grupo de horménios esteroides abordados

acima.

Figura 3 — Biossintese de hormdnios esteroides
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Fonte: Voet, 2013

Visto a importancia destes compostos
para 0 bom funcionamento das atividades
vitais do organismo e a aplicacdo de alguns
horménios esteroides sintéticos, é possivel
compreender 0 interesse industrial na
producdo destes compostos. Para tanto, é
necessario ter conhecimento sobre 0s
processos produtivos, visando tomadas de

decisdo com embasamento técnico.

2.2 PRODUCAO
ESTEROIDES

INDUSTRIAL DE

@) processo bioldgico de
transformacdo de um composto organico em
um produto recuperavel, utilizando a catalise

por enzimas celulares para pequenas
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modificacbes no composto, € chamado de

biotransformagdo, como diz Oliveira e
Oliveira (2012).

Castro et al. (2004) destacam como
vantagens das biotransformacdes em relagéo
aos processos quimicos o fato de serem
realizadas a temperaturas brandas, entre 30 e
70 °C, e

apresentarem elevadas conversdes e alta

pressdo  atmosférica, por
especificidade, produzindo um Unico isbmero
do produto. Segundo Oliveira e Oliveira
(2012), além destas vantagens apresentadas,
as biotransformacbes ndo geram residuos
toxicos. Como desvantagem, eles citam a
perda da atividade enzimtica e 0s custos
mais elevados.

De acordo com Lima et al. (2005), o
processo de producdo de esteroides consiste
em uma biotransformacdo, na qual o
microrganismo em questdo transforma o
substrato no esteroide de interesse, ou em um
intermediario, a partir da acdo de suas
enzimas.

2.2.1 Microrganismos  utilizados na
producdo de hormonios esteroides

(HE)

Em processos de biotransformacao, os
catalisadores bioquimicos (microorganismos
vivos integros ou material biolégico, como
anticorpos e enzimas isoladas ou em células)
realizam interconversdes da estrutura quimica

ou modificacdes especificas na matéria prima
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escolhida, ou seja, no substrato, como descrito
por Castro et al. (2004).

Segundo Lima et al. (2005), na
producdo de esteroides, 0s microrganismos
atuam na biotransformacdo do substrato
utilizado convertendo-o no produto final de
interesse ou em algum intermediério que sera
posteriormente tratado até obter o produto de
interesse. Para isso, existem dois tipos
principais de transformag0es: hidroxilagdo e
desidrogenacéo.

Em reacGes de hidroxilacdo, o grupo
hidroxila (OH) atua como nucledfilo ou
eletrofilo e ataca moléculas organicas
acoplando-se em anéis aromaticos ou em
duplas ligacdes, substituindo um atomo de
hidrogénio, como descreve Aguiar et al.
(2007). Na biotransformagéo de esteroides, o
oxigénio da hidroxila é proveniente do
oxigénio molecular e ndo da dgua, mantendo a
configuracdo estereoquimica da molécula,
segundo Lima et al. (2005). A principal
reacdo de hidroxilagdo na produgdo de
compostos esteroidais é a 11-a-hidroxilacao.
(2005)

desidrogenacdo como reacfes em que ha

Lima et al definem
perda de hidrogénio ligado a um carbono do
nacleo esteroide com formacdo de dupla
ligacdo. A reagdo de desidrogenacdo mais
comum na producdo de esteroides é a
desidrogencéo C1.

Lima et al. (2005) descrevem que
diversos tipos de microrganismos podem ser
utilizados no processo de biotransformagdes

para a producdo de HE. Os autores afirmam
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que os fungos filamentosos sdo aqueles que
possuem maior importancia, seguidos dos
actinomicetos e de algumas bactérias.

De acordo com o0s autores,
Rhizopusarrhizus e Rhizopusnigricans sao
fungos que atuam na 11-o-hidroxilagcdo da
progesterona, convertendo-a no intermediario
11-a-hidroxiprogesterona. Este intermediario
podera sofrer a acdo de  outros
microrganismos, como a desidrogenacgdo por
Septomyxaaffinis, resultando em esteroides de
interesse, como a prednisolona e prednisona.
Podem também sofrer alteracbes quimicas
para obtencdo do produto de interesse, como é

0 caso da producdo de hidrocortisona e

cortisona.
Fungos como
Cunninghamellablakesleeana e

Curvularialunata também sdo capazes de
converter substratos, como a progesterona, em
esteroides de

interesse, como a

hidrocortisona, de acordo com os autores.

Os autores também  apresentam
Septomyxaaffinis e Arthrobacter simplex
como  microrganismos  utilizados  em

transformacdes de desidrogenagdo, como é o
caso da hidrocortisona convertida em 16-a-
hidroxilada através de reacdo quimica e
desidrogenada pela acdo da Arthrobacter
simplex em triamcinolona

Na Figura 4, é possivel observar que
diferentes tipos de substratos podem ser
utilizados para produgéo dos corticosteroides.
Como observado, a obtencao do produto final
a partir do substrato se da através de etapas
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quimicas, de processos de biotransformacdes
realizados por diferentes microrganismos ou
ainda da combinacdo de reacBes quimicas e

biotransformacdes.

Figura 4 — Esquema de producéo de corticosteroides
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Fonte: Lima et al., 2005

Os autores explicam ainda que o
mecanismo de acdo destes microrganismos
tem objetivo destoxificante, ou seja, as
transformacdes sédo realizadas para neutralizar
substancias toxicas

aos proprios

microrganismos. Ressaltam, ainda, que o
meio de cultura adequado para o crescimento
destes microrganismos deve conter fonte de
carbono e fonte de nitrogénio. Como fonte de
carbono, pode-se utilizar melago, solucéo de

glicose e de outros acucares, e como fonte de

Revista da Universidade Vale do Rio Verde, Trés Coragdes, v. 15, n. 2, p.411-435, ago./dez. 2017



nitrogénio, extrato de levedura, &gua de milho
Ou compostos minerais.

A escolha do microrganismo deve ser
feita de acordo com a escolha do substrato, de
forma que ambos sejam compativeis. Sendo
assim, é de fundamental importancia para o
processo de producdo de HE o estudo do

substrato a ser utilizado.

2.2.2 Substratos utilizados na producéo
de HE

De acordo com Lima et al. (2005), os

substratos  utilizados na producdo de
esteroides podem ser de origem microbiana,
ou animal,

vegetal sendo que aqueles

provenientes de vegetais tém  maior
importancia devido ao baixo custo de sua
obtencdo e a grande concentracdo em que séo
encontrados.  Alguns  destes  substratos
encontrados em vegetais sdo o estigmasterol e
a diosgenina.

O estigmasterol, segundo os autores, é
encontrado no feijdo de soja e convertido em
progesterona. Feijdo de soja é o nome dado
aos gréos de soja que podem ser consumidos
na alimentacdo, segundo Carvalho et al.
(2002). Também no feijao de soja, podem ser
encontrados o B-sitosterol e o campesterol,
que dao dois

origem a importantes

intermediarios: androstenediona e
androstadienediona

A diosgenina, encontrada no barbasco
mexicano, uma planta natural do Mexico

segundo Hinke (2008), pode ser utilizada na
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sintese de androgénios e estrogénios. Porem
seu elevado custo tem favorecido outros
substratos, como o acido desoxicélico obtido
na bile bovina.

O colesterol, precursor de todos os
hormonios esteroides, pode ser obtido na cera
de 18, e transformado nos intermediérios
androstenediona e androstadienediona, assim
como o [B-sitosterol e o campesterol tambem
podem ser transformados nestes
intermediarios.

A Figura 5 apresenta a estrutura do
estigmasterol, da diogesnina, do colesterol, do
B-sitosterol e do acido desoxicolico. Todos
estes sdo utilizados

compostos como

substratos na producdo de hormdnios

esteroides.

Figura 5 — Alguns substratos para producdo de

hormonios esteroides
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Fonte: Lima et al., 2005
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Ap0s a selecdo do microrganismo e do
substrato ter sido feita, & necessario conhecer
as condigdes de crescimento celular e de
processo para que a maior eficiéncia da
conversao do substrato no produto de
interesse a partir de agcdo do microrganismo

seja atingida.

2.2.3 Principais processos de fermentacéo

para producéo de esteroides

Segundo Lima et al. (2005), existem

dois processos principais de produgédo

industrial de esteroides: processo de
fermentacdo direta, que possui apenas uma
fase e o0 substrato é adicionado ao meio de
cultura, e o processo de fermentacdo dupla,

que possui duas fases.

Processo de fermentacdo direta: O

processo acontece em fermentadores de aco
inoxidavel, com aeracdo e agitacdo. Um
indculo é introduzido no reator e tem-se inicio
0 periodo de crescimento do microrganismo,
que varia entre 17 e 48 horas. A temperatura
Otima para o crescimento celular é entre 27 e
37 °C e 0 meio de cultura contém niveis
nutricionais minimos para facilitar a extracao
e purificacdo do produto fermentado.

Apos atingir a concentragdo de células
desejada, o substrato €é adicionado ao
fermentador e tem-se inicio as transformagdes
sob as mesmas condicdes. Esteroides sao

pouco sollveis ou insolGveis em agua. Logo,
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0 substrato é dissolvido em solvente miscivel
em é&gua (propilenoglicol, etanol, metanol,
acetona, dimetil-sulfoxido, dimetilformamida)
para facilitar a remocdo de produto. A
alimentacédo de substrato pode ser continua ou
semicontinua, sendo esta Ultima interessante
por minimizar os efeitos toxicos dos solventes
sobre 0s microrganismos, seguida de forte
agitacdo para favorecer as transformacoes e a
formacé&o de cristais.

Uma forma de evitar o contato do
microrganismo com o solvente é adicionar o
substrato na forma solida finamente dividido.

O processo de transformacdo através
de enzimas ocorre durante um periodo de
tempo entre 24 e 48 horas, em temperatura em
torno de 30 °C e sob baixa aeracao.

Ao finalizar as transformac0es, 0 meio
de cultura é filtrado para recuperagdo do
produto. Solvente imiscivel em agua (cloreto
de etila, cloroférmio, acetato de etila) é
utilizado para extrair o produto. Apés a
evaporacdo do solvente, o produto é separado
como pé ou Oleo e sera submetido a etapas de
cristalizacdo a fim de se obter um produto

puro.

Processo de fermentacdo dupla: A

etapa de crescimento de microrganismo é

semelhante ao processo anterior, com
diferenga apenas do meio nutritivo que é mais
rico para favorecer o crescimento. Apds
atingir a concentracdo de células desejada, o
microrganismo é separado do meio de cultura

através de filtragdo ou centrifugagcdo. O
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microrganismo € lavado para retirada de
nutrientes e mantido em suspensdo em meio
volume de agua destilada, solucéo fisiol6gica
ou em um tampéo.

O substrato dissolvido em solvente é
adicionado ao meio contendo  0s
microrganismos e a transformacdo acontece
em algumas horas, sob aeragéo e agitacdo, em
temperatura em torno de 30 °C.

Ao finalizarem as transformacdes, o
produto é extraido de maneira semelhante a
descrita no processo anterior.

Neste processo, o tempo de duracdo
das transformacgdes € menor e o controle das
mesmas & favorecido; o custo com
aparelhagem é menor; e a maior facilidade na
extracdo das células permitem que estas sejam
reutilizadas.

O consumo de hormonios esteroides
sintéticos tem aumentado a medida que sdo
descobertos novos usos clinicos destas
substancias. Porém, a excrecdo de alguns
deles, como o 17a-¢etinilestradiol, tem causado

sérios problemas ambientais.

2.3 HORMONIOS ESTEROIDES E SUAS
INFLUENCIAS NO MEIO
AMBIENTE

Segundo Girotto et al. (2007), os
hormoénios esteroides naturais, como o 17f3-
estradiol, a estrona e o estriol, e 0s horménios

esteroides  sintéticos, como o 17a-

A

etinilestradiol, tém  despertado  grande

interesse da comunidade cientifica devido a
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presenca dos mesmos em aguas despejadas

em rios, inclusive, apds tratamento.
Atualmente, Cunha et al. (2016) destacam o
tema como de grande relevancia ambiental
devido aos prejuizos que a presenca destes
compostos na agua podem causar a populagao
animal e humana.

Cunha et al. (2016) classificam estes
compostos como desreguladores endocrinos,
que, por sua vez, sdo um grupo de substancias
que se classificam como micropoluentes.
Micropoluentes sdo classificados pelos
mesmos autores como compostos organicos e
inorganicos que se  apresentam em
concentracdes baixas da ordem de pg.L™ e
ng.L"! e ainda assim sdo capazes de provocar
danos a saude animal e humana. Existe uma
diversidade de

grande compostos

micropoluentes, naturais ou sintéticos. A
Tabela 2 apresenta diversos compostos
classificados

como desreguladores

endocrinos.
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Tabela 2 — Exemplos de compostos desreguladores enddcrinos

Ftalatos

dimetilftalato (DMP)
dietilftalato (DEP)

di-iso-butilftalato (DIBP)
di-n-butilftalato (DBP)
butilbenzilftalato (BBP)
dicicloexiloftalato (DCHP)
di-(2-etil-exil) ftalato (DEHP)
di-n-octilftalato (DOP)
di-isooctilftalato (DIOP)
di-iso-nonilftalato (DINP)
di-isso-decilftalato (DIDP)

Alquilfenois

nonilfenol
nonilfenoletoxilado
octilfenol
octilfenoletoxilado

Organoclorados

dibenzo-p-dioxina

TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina
TCDF 2,3,7,8-

tetraclorodibenzofurano

Bisfenol

bisfenol A

Parabenos

benzilparabeno
isobutilparabeno
butilparabeno
n-propilparabeno

etilparabeno
metilparabeno

Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

naftalina benzo[a]antraceno
acenaftileno criseno

acenafteno benzo[b]fluoranteno
fluoreno bezo[Kk]fluoranteno
fenantreno benzol[a]pireno
antraceno indeno[123-ed]pireno

fluoranteno dibenzo[ah]antraceno

Pesticidas

Inseticidas: Fungicidas:
DDT (2,2 bis-p-clorofenil-
1,1,1-tricloroetano vinclozolina

DDE (2,2 bis-p-clorofenil-

1,1dicloroetileno carbendazime

deltametrin penconazol
carbofurano procloraz
Herbicidas: propiconazol

atrazinalinuron epoxiconazol
procimidona

tridemorfos

Pesticidas organoclorados:
lindane (1,2,3,4,5,6-hexacloroexano)

Compostos organicos de estanho

tribultilestanho (TBT) e trifenilestanho
(TPT)

Policlorados de bifenilas

2,4,4'-triclorobifenil
2,2'5,5'-tetraclorobifenil
2,2',4,5,5'-pentaclorobifenil
2,3',4,4' 5-pentaclorobifenil
2,2'3,4,4' 5'-hexaclorobifenil

2,2',4,4'5,5'-hexaclorobifenil
2,2',3,4,4'5,5'-heptaclorobifenil

Retardantes de chama bromado

Polibromobifenila (PBB)

2,2',4,4'-tetrabromodifenil éter (BDE 47)
2,2',4,4' 5-pentabromodifenil éter (BDE
99)

2,2',4,4' 6-pentabromodifenil éter (BDE
100)

2,2',4,4'5,5'-hexabromodifenil éter (BDE
153)

2,2',4,4'5,6'-hexabromodifenil éter (BDE
154)

2,2',3,4,4' 5", 6-heptabromodifenil éter
octabromodifenil éter (BDE octa)
decabromodifenil éter (BDE 209)
hexabromociclododecano (HBCD)
tretrabromobisfenol A (TBBA)

Fitoestrogénios

Isoflavona:daidzeina e genisteina
Lignanas:metaresinol e enterodiol

Agente terapéuticos e farmacéuticos
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pireno benzo[ghi]perileno

Metais pesados

cadmio
mercdrio
chumbo
zinco

Fonte: Bila e Dezotti, 2007

Bila e Dezotti (2007) definem os
desreguladores endocrinos como compostos
quimicos que estdo presentes no meio
ambiente em concentragdes da ordem de
ng.L e ng.L* e que podem interferir no
sistema endocrino de animais e humanos. Em
animais, podem provocar feminizagdo de
machos; sistema
de

diminuicdo na eclosdo de ovos de peixes,

peixes alteragcbes no

imunoldgico mamiferos  marinhos;

dietilbestrol (DES)
17a-etinilestradiol (EE2)
Estrogénios naturais
estrona (E1)
17B-estradiol (E2)

tartarugas e passaros; problemas reprodutivos
em passaros, peixes, répteis e mamiferos,
podendo, até mesmo, levar ao declinio da
populacdo. Em humanos, podem ser a causa
da diminuicdo do esperma, aumento da
incidéncia de cancer de mama, prostata e
testiculos e, ainda, provocar endometriose. A
Tabela 3 mostra o efeito do 17a-etinilestradiol

s em diversas espécies.

Tabela 3 — Efeito do 170-etinilestradiol em diversas espécies

Espécie/Fase da vida do organismo no inicio
do teste

Efeitos observados

Peixes
Daniorerio

Embrides

Machos e fémeas adultos

Adultos machos
Diferentes estagios

Oryziaslatipes
Embrides
Adultos machos
Um dia apds o nascimento

Oryziasmelastigma
Machos e fémeas adultos

Alteracdo no comportamento de acasalamento;
Inducdo da sintese de vitelogenina em machos;
anomalias e mortalidade de mebrides
Alteracdes histopatoldgicas nas fémeas

Inducéo da sintese de vitelogenina e alteracfes no
comportamento

Inducdo da sintese de viteloginina; Atraso e reducao
da desova; Reducdo das taxas de fertilizagéo

Reducéo significativa ma taxa de fertilizagéo
Inducdo da sintese vitelogenina e feminizacéo
Mudancga significativa na proporgéo de sexos (mais
fémeas) e hermafroditismo

Alteragdo no comportamento de acasalamentos e
inibicdo da desova
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Anfibios

Crustaceos

Pimephalespromelas
Embrides

Adultos machos

Bettasplendens
Machos e fémeas jovens e
adultos

Pomatoschistusminutus

Adultos machos

Gasterosteusaculeatus
Adultos machos

Gobiocyprisrarus
Machos e fémeas adultos

Xenopuslaevis
Adultos machos

Hylellaazteca
4 a 6 semana a partir da
gametogénese

Gammaruspulex
Diferentes estagios

Daphnia magna
Larva

Ceriodaphniareticulata
Larva

Sida crystallina
Larva

Diminuicao do tamanho do corpo e inducao da
sintese de vitelogenina; Diminuicdo da fertilizacéo
dos ovos e feminizacao; Feminizacdo, Inibicéo
significativa da espermatogénese

Alteracdes no comportamento reprodutivo, reducéo
dos niveis hormonais e das caracteristicas sexuais
secundarias

Alteracdo no comportamento de acasalamento

Inducdo da sintese de vitelogenina e da proteina da
zona radiada

Alteracdo no comportamento de acasalamento

Inducdo da sintese de vitelogenina em ambos 0s
sexos; Alteracdes no figado e nos rins; Feminizacao

Inducdo da sintese de vitelogenina e alteracdes
hepéticas; Alteracdo no comportamento de
acasalamento; AlteracGes significativas do
comportamento

Reducéo do crescimento nos machos

Aumento significativo do tamanho médio
populacional; Mudanca na razéo sexual dos adultos
(2:1 em favor das fémeas)

Diminuigdo do numero de neonatos produzidos por
fémea

Aumento da mortalidade dos recém-nascidos

Fase juvenil mais curta
423
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Molusco
Lymneastagnalis

Ovos

Machos e fémeas adultos
Porifero
Hydravulgaris
Machos e fémeas adultos

Equinodermas
Hemicentrotuspulcherrimus/
Strongylocentrotusnudus

Embrido e larva

Atraso significativo da ecloséo; Deformagdes nos
caracoéis em desenvolvimento; Reducéo do
crescimento de filhotes

Alteracdo na reproducéo

Reducdes significativas do nimero de ovoécitos
(fémea) e da atividade do esperma (macho)

Alteracdo na morfogénes

Fonte: Cunha et al., 2016

Segundo Bila e Dezotti (2007), estes
compostos sdo lancados no meio aquatico a
partir de efluentes de estacbes de tratamento
de esgoto (ETE), uma vez que nao é possivel
a remocdo total destes compostos durante o

tratamento, bem como a eliminacdo das

Figura 6 — Possivel rota dos desreguladores enddcrinos

respectivas atividades estrogénicas. Estacdes
de tratamento de 4gua (ETA) também ndo tém
obtido sucesso na remocdo destes compostos
da agua. A Figura 6 mostra uma possivel rota

destes compostos.

Aplicacio } [ Producio ]
Medicina Medicina Aquicultura Indistria
Veterinaria Humana
Excregdo J
' ) ' ‘ v
[ Esterco ] Esgoto — Sedimento
[ Sala | ETE L. ( Aterro ) Estagdo de
J L J Sanilario tratamento
de efluentes
. indusiriais |
- b J
I i I Pl
[ Agua de Subsolo 1"""'[ Aguas Superficiais |""
[ Estagiio de Tratamento de Agua }—' Agua Potivel

Fonte: Bila e Dezotti, 2003
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Tecnologias tém sido estudadas
visando a remocédo destes compostos da dgua
e a eliminacdo de sua atividade estrogénica.

Em 2007, Bila et al. estudaram a
degradacdo do esteroide natural 17p-estradiol
e a remogdo de sua atividade estrogénica
atraves da ozonizacdo em trés diferentes pHs
(3, 7 e 11). Concluiram que a ozonizacao €
eficiente para remover o 17p-estradiol em
solugdes aquosas, mesmo utilizando baixas
dosagens de ozbonio. Porém, a atividade
estrogénica nao foi completamente removida,
principalmente em pH 11, em que a solucdo
ainda apresentou alta atividade estrogénica.
Acredita-se que este fato deve-se a oxidagdo
via radicais OH formando produtos que
possuem alta atividade estrogénica.

Em 2008, Maniero et al. investigaram
17B-
170~

etinilestradiol, bem como a remocédo de suas

a degradacdo do esteroide natural
estradiol e do esteroide sintético
atividades estrogénicas, através da ozonizagao
e do processo oxidativo Oz/H,O, em trés
diferentes pHs (3, 7 e 11). Os processos
oxidativos foram satisfatérios para remocao
dos estrogénios em solucbes aquosas, puros
Oou em mistura, apresentando remogédo acima
de 96% para todos os pHs trabalhados. A
adicdo de H,O, no processo de oxidagdo nédo
trouxe melhores resultados. Em pH 3, a
atividade estrogénica foi completamente
removida, enquanto que em pH 7 e 11 o
mesmo ndo aconteceu. Acredita-se que 0S

produtos formados pela oxidagédo via radical
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OH possuem alta atividade estrogénica. A
atividade estrogénica detectada foi maior no
processo oxidativo via Oz/H,0..

Em 2011, Fernandes et al. trabalharam
com a adsorcdo de 17B-estradiol e de 17a-
etinilestradiol em solugdo aquosa em turfa
decomposta. De acordo com os autores, 0
processo de adsorcdo destes compostos pela
turfa se mostrou eficiente, de modo que
76,2% de 17B-estradiol foi removido e 55,0%
Os

indicam que a adsorgdo

de  17a-etinilestradiol. parametros
termodinamicos
destes compostos na turfa se da de forma
espontanea nas condi¢bes de experimento
utilizadas. Os autores concluem que ha
perspectivas de utilizar este método para a
remocao destes compostos de efluentes e de
aguas residuais.

Em 2015, Faria et al. estudaram a
remocao de etinilestradiol e outros compostos
de efluentes de reator anaerdbio de manta de
lodo seguido de filtro bioldgico percolador
(sistema UASB-FBP) em fotorreatores UV de
lampadas emersas e imersas. Os resultados
encontrados mostram que 0 processo de
remogdo estudado ndo foi efetivo para
concentragdes destes compostos da ordem de
ug.L™.

Também em 2015, Lopes et al.
investigaram a degradagdo do 170-
etinilestradiol em solugdo aquosa ao utilizar
um reator fotocatalitico  heterogéneo,
utilizando TiO, como catalisador, em batelada
ultravioleta. Os autores

com radiagédo
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concluiram que o processo pode ser eficiente,
embora dependa da concentragdo inicial do
composto. A eficiéncia do processo também
esta atrelada a concentracdo de catalisador e a
interacdo da concentracao inicial do composto
com a concentragéo de catalisador.

A questdo da presenca de compostos
com atividade estrogénica em efluentes de
estacOes de tratamento, e, consequentemente,
presentes no habitat de diversas espécies e na
agua de consumo humano, ainda ndo foi
resolvida. Pesquisadores da é&rea estdo
procurando processos que sejam capazes de
solucionar o problema. Espera-se que o
processo vidvel seja encontrado em breve para
que cessem 0S prejuizos causados por estes

compostos.

3 NOVAS PERSPECTIVAS

Segundo Lima et. al. (2005), as
expectativas para a producdo industrial de
esteroides torno do

giram em

desenvolvimento  de  tecnologias  de
imobilizacdo de microrganismos, de sistemas
de fases reversas para a transformacdo de
substratos insolUveis em agua e a tecnologia

do DNA recombinante.

3.1 Imobilizagéo celular

Segundo Covizzi et al. (2007), a

imobilizacdo de microrganismos, também
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chamada de imobilizacdo celular, se da
quando ha confinamento fisico de células em
um espago definido, de forma que sejam
mantidas  suas cataliticas

funcbes em

processos  continuos ou  descontinuos
permitindo o reaproveitamento das mesmas.
A imobilizagéo celular pode ser utilizada
tanto em processos fermentativos de escala
laboratorial como em processos de escala
industrial. A Tabela 4 apresenta diversos
processos em que a imobilizagéo celular pode
ser utilizada. A producdo de esteroides trata-
se de uma biotransformacdo, como ja citado

anteriormente.
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Tabela 4 — Processos biotecnoldgicos que utilizam microrganismos imobilizados.

Processo Microrganismo Suporte utilizado
Producéo de M. purpureus Alginato, PUF, carvéo, perlita
pigmentos
G. fujikuroi aginato
Producéo de S. cerevisiae PVA
proteinas
Producao de L.rhamnosus Silicone

exopolissacarideos

Beijerinckia sp. Maltodextina
A. pullulans Agar, algnato
Produgdo de enzimas N. frowardii PUF
H. lutea PVA-MAA/PEG; PVA-

MAA/alginato de calcio

Aspergillus sp. CrioPAG"

P. chrysosporium PUF, aco inoxidavel, ceramica,

nailon, poliestireno

Agaricus sp. PUF
A. niger alginato
P. ostreatus PUF
Biotransformagao R. minuta agar, clara de ovo, 14 de
vidro/PEI
T. versilocor nailon
427
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Rhodococcus sp. alginato
Biodegradacéo Bacillus sp. Alginato, PUF
F. trogii Alginato
P. stutzeri Alginato, areia,
carvao

E. coli e B. subtilis

P. chrysosporium

Rhodococcus sp.

Auto-imobilizacao

PUF,

Serragem

ceramica,

Alginato, carvéo

Reducdo de sulfatos  Bactérias PUF, PE, Al203
Fermentacéo S. cerevisiae maca
demostos de uvas

Produgdo de vinhos K. marxianus maca

doces

Producdo de leite L. casei alginato, maca
fermentado

Producdo de acido L. casei bucha vegetal
latico

Produgdo de sorbitol ~ Z. mobilis bucha vegetal
Produgédo de etanol S. cerevisiae bucha vegetal

Producao de S. clavuligerus alginato, nailon
antibioticos
Descoloracéo de C. hirsutus, PUF
melanoidinas

G. candidum PUF
Solubilizagéo de A. niger PUF
fosfatos

Chlorella spp. , e A

brasilense

co-imobilizagao
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Produgao de M. anisopliae
peptideos para

controle de pragas

auto-imobilizacao

Producdo de auxina e P. chrysosporium

acido abscisico

PUF

*PVA: alcool polivinilico; PUF: fibra de poliuretano; MAA: N-metileno acrilamida; PEG: polietilenoglicol;

CrioPAG®:espuma de poliestireno ndo-trancada; PEI: polietilenoimina; PE: polietileno

Fonte: Covizzi et al., 2007

Covizzi et al. (2007) classificam as
imobilizacGes celulares como natural ou
artificial. As interacGes eletrostaticas entre o
microrganismo e 0 suporte sd8o responsaveis
pelas imobilizagdes naturais, como a adsor¢do
e a formacdo de biofilmes. Ja nas
imobilizages artificiais, como engaiolamento
em matriz, 0os microrganismos se ligam ao
suporte atraves de ligacBes covalentes.

Covizzi et al. (2007) definem alguns
tipos de imobilizagdo: a adsorcdo dos
microrganismos é baseada na excrecdo de
exopolissacarideos com formacéo de biofilme
e ¢ um método de baixo custo, com diversos
tipos de suportes e de facil manipulacdo. O
método de engaiolamento dos
microrganismos aprisiona-os em malhas
rigidas ou semi-rigidas, impedindo a difuséo
dos mesmos para o meio fermentativo, mas
permitindo a troca de nutrientes, gases e
metabolitos durante o processo. O método de
floculacdo, um dos métodos mais promissores
de imobilizagcdo de microrganismos, consiste
na formagdo de aglomerados celulares na

presenca de agentes floculantes seguida de

sedimentacdo natural. A Figura 7 ilustra

diversos métodos de imobilizacdo celular.

Figura 7 — Métodos de imobilizacéo celular
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Fonte: Covizzi et al., 2007

De acordo com Canilha et al. (2006), a
aplicacdo de células imobilizadas pode

acontecer em trés tipos de reatores, mostrados
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na Figura 8, que sdo: reatores de mistura,
reatores de leito empacotado e reatores de
leito fluidizado. Os reatores de mistura
facilitam o controle das variaveis do processo
e a transferéncia de oxigénio, mas devido a
tensdo de cisalhamento gerada pela agitacao,
0s suportes contendo as células ndo oferecem
grande resisténcia. Os reatores de leito
empacotado apresentam baixo custo e sdo
mais utilizados em processos anaerobios,
devido a dificuldade de transferéncia de
oxigénio por todo o reator, prejudicando
processos aerobios. Os reatores de leito
fluidizado s&o caracterizados pelas boas
condi¢Oes de mistura e pela baixa tenséo de
cisalhamento; é indicado que a diferenca de
densidade entre o meio fermentativo e o

aglomerado celular seja a maior possivel.

Figura 8 — Reatores com imobilizacdo de células: (a)
reator de mistura; (b) reator de leito empacotado; (c)

reator de leito fluidizado
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Fonte: Canilha et al., 2006

Em relagéo a processos fermentativos

com células livres, processos com
imobilizacdo de microrganismos apresentam
vantagens, apresentadas por Covizzi et al.
(2007), como o aumento da produtividade

devido ao aumento do numero de células, a
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reutilizacgdo das ceélulas  possibilitando
processos continuos sem reciclo, operacdes
em condicOes adversas de pH, esterilidade e
agitacdo. Porém, como aponta Canilha et al.
(2006), o estado fisioldgico do microrganismo
ndo pode ser controlado e a transferéncia de
massa é prejudicada, alterando a cinética do
crescimento  celular e provocando o
rompimento da matriz, como destacado por

Covizzi et al. (2007).

3.2 Sistemas de fase reversa

Segundo Bicudo (2007), a cromatografia
em fase liquida é uma técnica de analise e
separacdo de substancias baseada na migracao
diferencial de componentes de uma mistura,
em que a amostra é transportada em uma fase
movel e forcada através de uma fase
estaciondria imiscivel fixa em uma coluna ou
superficie sélida. Neste sistema, a fase movel
apresenta baixa polaridade enquanto a fase
estacionaria apresenta alta polaridade, de
forma que a fase mdvel arrasta substancias
apolares contidas na amostra enquanto
substancias polares ficam retidas na fase
estacionaria.

De acordo com Tonhi (2002), na
cromatografia liquida em fase reversa, a fase
estacionaria possui baixa polaridade e a fase
movel possui polaridade mais alta, de forma
que a fase mdvel seja mais polar que a fase
estacionaria. A cromatografia liquida de alta
HPLC,

sistema de fase reversa e tem sido um método

eficiéncia, conhecida por utiliza
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de andlise bastante difundido devido a boa
sensibilidade e a possibilidade de separar
espécies nao volateis e termicamente
instaveis.

Como apresentado anteriormente, 0s
substratos esteroides sdo dissolvidos em
solventes misciveis em agua (polares) para a
biotransformacdo e o  produto €

posteriormente  extraido com  solvente
imiscivel em agua (apolar). De acordo com
Lima et al. (2005), o sistema de fase reversa
aplicado para as biotransformacbes nos
processos de producdo de esteroides consiste
na dissolugdo de substratos esteroides pouco
sollveis em &gua em solventes imisciveis em
agua (organicos; apolares) para que aconteca
a transformacdo. Este sistema apresenta
algumas vantagens, como o rapido transporte
dos substratos e produtos entre fases aquosa
(polar) e orgéanica maior
solubilidade de

para  as

(apolar) e

oxigénio em solventes

organicos biotransformacgoes

dependentes de oxigénio.

3.3 Tecnologia do DNA recombinante

De acordo com Nascimento et al. (2003),
uma molécula de DNA recombinante possui
sequéncias de diferentes fontes. A formacéo
de uma molécula recombinante esta
diretamente relacionada com a agdo das
enzimas de restrigdo. As enzimas de restricéo
séo classificadas de acordo com a estrutura, a
atividade, os sitios de reconhecimento e o tipo

de clivagem.
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Nascimento et al. (2003) explicam que as
enzimas de restricdo fragmentam a molécula
de DNA de forma que as extremidades das
fitas simples permitam ligacdo com outras
sequéncias de DNA. Estas enzimas possuem
acdo altamente especifica, reconhecendo uma
sequéncia Unica de bases e gerando uma
familia Unica de fragmentos quando clivam
uma mesma molécula de DNA. A enzima
DNA
diferentes fragmentos de DNA. A Figura 9

ligase realiza a ligacdo entre os
exemplifica a formacdo de uma molécula
recombinante a partir de fragmentos do DNA

humano e do plasmideo de uma bactéria.

Figura 9 — Exemplificacdo da formagdo de uma

molécula recombinante

DNA humano

Plasmideo
de - o —

TGCA  TGCA

Plasmideo hibrido

Fonte: Nascimento et al., 2003

Para a producdo industrial de
esteroides, interessa a clonagem de um unico
microrganismo que contenha todos os genes
necessarios para todas as reagdes envolvidas
na biotransformacéo, reduzindo a apenas uma

etapa todo o processo de conversdo do
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final. (@]

desenvolvimento desta tecnologia otimizaria

substrato no produto
0 processo e reduziria 0s custos de producéo,
permitindo a comercializacdo de produtos

mais atrativos no mercado.

3.4 Substituicao do 17a-etinilestradiol

Outra expectativa do setor é que a

industria farmacéutica substitua o 170-
etinilestradiol por outro composto. Espera-se
que o composto de substituicdo ndo seja
classificado como micropoluente e que néo
cause efeitos adversos a salde animal e
humana como os efeitos causados pelas
17a-

pequenas concentracdes de

etinilestradiol.

4 CONCLUSAO

Com o presente trabalho, é possivel

concluir que a produgdo industrial de
hormonios esteroides € imprescindivel para o
melhoramento da qualidade de vida humana.
Logo, o0 estudo em busca da otimizacdo do
processo deve ser constante, desde a selecéo
do microrganismo e do substrato, ao processo
fermentativo adequado e ao desenvolvimento
de tecnologias que favore¢cam o processo.

A busca de novas tecnologias deve ainda
se preocupar com o tratamento de efluentes
que possam conter compostos com agdo
estrogénica, como ¢ o caso do 17f-estradiol e
do 17a-etinilestradiol E importante conhecer

0 impacto ambiental que as substancias
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produzidas podem causar, buscando sempre

alternativas que minimizem 0s impactos

negativos.
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