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Biorremediagdo: usos e aplica¢des para degradacgdo de diclofenaco

O diclofenaco destaca-se por ser um poluente emergente de preocupagdo global. O fato de este farmaco ser facilmente adquirido sem receitas e descartado incorretamente
somados a ineficiéncia das estagBes de tratamento de dguas residuais para remové-lo colaboram para que sua presenga seja identificada em concentragdes crescentes,
principalmente nos corpos hidricos. Este fato representa um risco para a biota e consequentemente para os ecossistemas, uma vez que o diclofenaco é comprovadamente
téxico para alguns organismos aquaticos e terrestres. E evidente a necessidade do desenvolvimento de técnicas eficientes para sua remogao. Nesse sentido, surgem as técnicas
de biorremediagdo, que se destacam pela sua eficiéncia, baixo custo e sustentabilidade. Nossa pesquisa foi motivada pela caréncia de revisdes voltadas para o conhecimento
de técnicas recentes voltadas para a biorremediagéo do diclofenaco. A metodologia desenvolveu-se através da busca de artigos na plataforma “Science Direct” utilizando-se
as palavras-chave “bioremediation of diclofenac” Foram discutidas pesquisas que utilizaram biorremediagao através de microalgas, bactérias, enzimas, fungos e outras técnicas
de biorremediagdo que ndo se enquadraram nas anteriores. As espécies de microalgas que se destacaram foram Scenedesmus obliqus e Picocystis sp., com remogdes de 99%
e 73% respectivamente. Em relagdo a biorremediagdo flngica, as espécies Trametes versicolor, Ganoderma lucidum, Irpex lacteus e Penicilium oxalicum também removeram
o composto de forma muito eficiente (acima de 96%). Em biorremediagdo bacteriana, os melhores percentuais de remogdo foram alcangados quando ocorreu a combinagédo
de espécies. Pesquisas que aplicaram a enzima lacase em iniciativas de biorremediagdo enzimatica obtiveram excelentes percentuais de remogdo (de 94 a 100%). Todas as
pesquisas que testaram a toxicidade antes e apds o tratamento com biorremediagdo, independente da técnica adotada, apresentaram redugdo da toxicidade do efluente no
pos-tratamento. Logo, a aplicagdo de técnicas de biorremediagdo mostra-se como promissoras e eficientes também para a redugdo da toxicidade em relagdo ao composto
original.

Palavras-chave: Residuos farmacéuticos; Poluente aquético; Remediagdo.

Bioremediation: uses and applications for diclofenac degradation

Diclofenac stands out for being an emerging pollutant of global concern. The fact that this drug is easily purchased without prescriptions and incorrectly disposed, added to the
inefficiency of wastewater treatment plants to remove it, collaborate so that its presence is identified in increasing concentrations, especially in watercourses. This fact
represents a risk to the biota and consequently to ecosystems since diclofenac is proven to be toxic to some aquatic and terrestrial organisms. The need to develop efficient
techniques for its removal is evident. In this sense, bioremediation techniques emerge, which stand out for their efficiency, low cost, and sustainability. Our research was
motivated by the lack of reviews regarding the recent techniques of diclofenac bioremediation. The methodology was performed through the search for articles on the "Science
Direct" platform using the keywords "bioremediation of diclofenac". It was discussed research that used bioremediation with microalgae, bacteria, enzymes, fungi and other
bioremediation techniques that did not fit the above. The microalgal species that stood out were Scenedesmus obliqus and Picocysti ssp., with removals of 99% and 73%
respectively. Regarding fungal bioremediation, the species Trametes versicolor, Ganoderma lucidum, Irpex lacteus and Penicilium oxalicum also removed the compound very
efficiently (above 96%).In bacterial bioremediation, the best removal percentages were achieved when species combination occurred. Researches that applied the laccase
enzyme in enzymatic bioremediation initiatives obtained excellent removal percentages (from 94 to 100%).All studies that tested the toxicity before and after treatment with
bioremediation, regardless of the adopted technique, showed a reduction in the toxicity of the effluent after treatment. Therefore, the application of bioremediation techniques
is also promising and efficient for reducing toxicity in relation to the original compound.
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ROCHA, J.; SANTOS, J.; DEMARCO, C.; BENDER, L. A.; PIENIZ, S.; QUADRO, M. S.; ANDREAZZA, R.

INTRODUGAO

A preservacao da natureza reflete diretamente na qualidade de vida, saide e bem-estar humano
(ARES et al., 2019). O aumento da quantidade de medicamentos representou um dos maiores beneficios para
a humanidade, entretanto este fato paralelamente conduziu a persisténcia destes compostos nos
ecossistemas (MEZZELANI et al., 2018). Ultimamente, os produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais
foram inseridos no rol de contaminantes emergentes em virtude de sua presenca persistente em ambientes
aquaticos (YANG et al., 2017).

Uma vez inseridos no ambiente, os medicamentos passam por transformacgdes e sao transferidos
entre os diversos compartimentos ambientais. A depender da natureza dos compostos e caracteristicas do
compartimento receptor, estes mecanismos de transformacdo no ambiente conduzem a exposicdo da biota,
o que se configura em um potencial risco para os ecossistemas®. O amplo consumo e o descarte inadequado
contribuem para que cada vez maiores concentragées de produtos farmacéuticos para uso humano e
veterindario sejam liberadas, principalmente nos ambientes aquaticos (MEZZELANI et al., 2018).

Dentre todos os produtos e residuos farmacéuticos estudados, a classe dos anti-inflamatdrios ndo
esteroides (AINEs) foi amplamente considerada na lista de prioridades devido a um caso dramatico que
ganhou notoriedade global: Nos anos 90, um AINE barato e sem patente — o diclofenaco — foi introduzido no
subcontinente indiano como um medicamento para uso veterindrio a fim de reduzir a dor e sofrimento de
animais como bovinos e equinos (WANG, et al., 2017). Ressalte-se que por questdes religiosas, o consumo
de carne bovina é muito restrito naquela regido, desta forma o gado é utilizado basicamente em atividades
que exijam tracdo, sendo aproveitados apenas seu leite e esterco. Logo, animais velhos eram tratados com
diclofenaco e suas carcacgas serviam de alimento para os abutres. Mais tarde verificou-se o decréscimo brusco
nas populag¢des de abutres no subcontinente indiano e pesquisas apontaram o diclofenaco como a substancia
responsavel por este fato, causando envenenamento e morte dos animais (WANG et al., 2017). Este é um
exemplo trivial de que caminhos imprevisiveis de exposicdo a farmacos podem conduzir a efeitos
ecotoxicologicos graves.

Sendo considerados os efeitos potenciais nocivos da sua presenca no meio ambiente, o diclofenaco
foi proposto como uma das substancias prioritdrias nas politicas de monitoramento da qualidade da agua
dos paises da Unido Europeia (WANG et al., 2017). O descarte inadequado também tem se destacado para
explicar a entrada de medicamentos com ampla utilizacdo, como o diclofenaco. O frequente uso deste
medicamento, seja em forma de comprimidos, inje¢cdes ou cremes, contribui para a poluicao, principalmente
das 4guas residuais (PRIMOZIC et al., 2020). Dez comprimidos de diclofenaco podem poluir até 5 milhdes de
litros de dgua, isto é, um volume correspondente as dguas residuais geradas diariamente por uma cidade de
20 mil habitantes.

Silva et al. (2020) ao realizar um breve estudo sobre a presenca do diclofenaco em corpos hidricos

brasileiros, mostrou que o referido composto fora detectado em doses que variaram de 0,054 a 10.900 pg L

1 https://health.ec.europa.eu/system/files/2016-11/study environment 0.pdf
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1, conforme os mesmos autores s3o doses preocupantes, uma vez que efeitos ecossistémicos do diclofenaco
sao reconhecidos e farmacos foram projetados para produzir efeitos bioldgicos em pequenas doses.

O tratamento dos efluentes com farmacos geralmente é realizado por processos primarios,
secunddrios e terciarios. O tratamento primdrio consiste em tratamentos de natureza quimica ou fisico-
guimica, o tratamento secunddrio consiste na ado¢dao de métodos bioldgicos como lodo ativado, ja o

tratamento tercidrio caracteriza-se pela adogdo de métodos de oxidagcdo avancados como oxidacdo

catalitica(SHAH et al., 2020).
Infelizmente, o tratamento convencional é ineficiente para remover o diclofenaco (LI et al., 2019).
Logo, a remocio deste produto tem sido amplamente estudada em todo o mundo (PRIMOZIC et al., 2020).

Em virtude de sua baixa eficacia e em decorréncia da geracdo de subprodutos deletérios das técnicas
convencionais de tratamento de residuos, surge a biorremedia¢do (TYAGI et al., 2021). Este processo possui
uma vantagem sobre todos outros métodos quimicos que ndo obtiveram sucesso na remocao de farmacos e
efluentes da industria farmacéutica, estes tornando a agua mais toxica em decorréncia da geracdo de
subprodutos no decorrer do processo de tratamento (SHAH et al., 2020).

Procedimentos de biorremediagdo sdo considerados seguros, econdmicos, confidveis, relativamente
eficientes e ecologicamente corretos em relagdo a outras técnicas de remediagdao convencionais, uma vez
gue empregam organismos e sua atividade metabdlica para degradar os contaminantes (TYAGI et al., 2021).
De modo geral, a biorremediacdo depende da acdo de espécies fungicas, bacterianas ou vegetais
(fitorremediacdo), ou na aplicacdo destes organismos em biorreatores aerdbios, anaerébios ou de membrana
para tratar e promover a estabilizacdo de produtos quimicos nos ecossistemas aquaticos (SHAH et al., 2020).

Conhecendo-se a contaminagcdo dos multiplos sitios ambientais ocasionados pela substancia
diclofenaco e considerando os estudos envolvendo o emprego de técnicas de biorremediacdo para a
remocdo desta substancia, principalmente em ambientes aquaticos, realizou-se o presente trabalho com o
objetivo de apresentar e discutir as pesquisas e tecnologias mais recentes aplicadas a biorremedia¢do do
referido composto. A principal motivacdo a concepcdo deste trabalho foi a caréncia de revisdes voltadas a

biorremediacao deste composto.

METODOLOGIA

A presente pesquisa é caracterizada como bibliografica, que, conforme Gil (2002), utiliza-se
fundamentalmente das contribui¢cdes de varios autores acerca de determinado tema e desenvolve-se com
base em materiais ja elaborados, constituindo-se principalmente de livros e artigos cientificos.

Para realizar a presente pesquisa foi adotada a plataforma Science Direct. No campo “Keywords”
foram utilizados os termos “bioremediation of diclofenac”, foram obtidos 322 resultados, sendo 104 artigos
de revisdo, 112 artigos de pesquisa aplicada, 14 enciclopédias e 47 capitulos de livros. Foram selecionados
apenas artigos de pesquisa aplicada, restringindo a busca para 112 artigos. Eles passaram por uma triagem a
partir de seus respectivos titulos e foram descartados quando ndo se relacionavam ao contaminante

emergente em questdo, ndo empregavam técnicas de biorremediacdo para sua remocdo, ou eram artigos de
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revisdo relacionados ao tema. Foram descartados inicialmente 60 artigos. Os trabalhos que se enquadraram
aos objetivos da presente pesquisa foram categorizados quanto as técnicas empregadas para a
biorremediacdo do referido contaminante emergente, totalizando em 52 artigos. Apds a leitura integra de
seus resumos foram selecionados 26 artigos, excluindo os outros pelos mesmos critérios ja mencionados
anteriormente. Os artigos selecionados tiveram seus resultados expostos no presente trabalho de modo a

conhecer as tecnologias mais recentes relacionadas a biorremedia¢do do diclofenaco.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Apds a triagem realizada, os trabalhos foram agrupados conforme o tipo de organismo ou técnica

adotada para biorremediacao do diclofenaco.

Biorremedia¢cdao com microalgas

Os principais dados referentes a espécie empregada, concentragdo de diclofenaco, percentual de

remogao e técnica de biorremediagao associada a remocao de diclofenaco, sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Biorremediag¢do do diclofenaco através de microalgas.

Espécies ou cepa Concentragdo de Percentual de Técnica de biorremediagdo associada a T
- . = = R Referéncia
utilizada Diclofenaco (ug/L) remogao remocao de diclofenaco

Chlorella vulgaris 21.58%
Chlorella sorokiniana 25.000 29.99% Os autores ndo mencionaram. Escapa et al. (2016)
Scenedejs 79.09%
musobliquus
Chlorella vulgaris, 71%
Chlorella sorokiniana 25.000 67% Biodegradacdo. Escapa et al. (2018)
Scenedejs 99%
musobliquus

25.000 73%

. . o

Picocysti ssp. >0.000 43% Biodegradagdo/ biotransformac&o; a

100.000 25% ) )

porcentagem de diclofenaco adsorvida
R . . Ouada et al. (2019)
ou acumulada foi muito baixa e por isso

25.000 52% foi desconsiderada
Graesiella sp. 50.000 28% '

100.000 24%

O trabalho de Escapa et al. (2016) trata da biorremediacdo do diclofenaco empregando-se trés
espécies de microalgas, a saber, C. sorokiniana, C. vulgarise S. obliquus, a Gltima mostrou maior capacidade
em remover o diclofenaco da solugdo aquosa, com resultado de remogdo maior que 79%. E importante
ressaltar que ndao houve reducdo do diclofenaco na solugdo controle negativa, sem a presenca das
microalgas, o que se pode inferir que a remocdo se deu por acdo das microalgas. Além de avaliarem a
remocdo do farmaco pelas microalgas, foi também avaliado se a capacidade de remocdo de nutrientes da
solucdo era afetada pela presenca do diclofenaco, onde tiveram como resultados que S. obliquusremoveu
mais de 87% dos nitratos e mais de 99% dos fosfatos presentes. Conforme os resultados ainda, as duas
espécies de Chlorella foram as que mais cresceram durante o experimento, tendo atingido o pico da
concentracdo de biomassa aos nove dias, ambas na presenca de diclofenaco. O farmaco foi apontado pelos

autores como fonte de carbono para as microalgas.
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Escapa et al. (2018) trata da biorremedia¢do pelas mesmas trés microalgas do seu trabalho anterior,
porém estas previamente isoladas do esgoto e posteriormente cultivadas por nove dias em fotobiorreatores
com solu¢des de mesma concentragdo contendo o diclofenaco de sédio. Com a finalidade de verificar a
possivel reducdo de toxicidade do efluente produzido pds-tratamento com microalgas, os autores realizaram
ensaios com embriGes de Daniorerio (peixe-zebra). Corroborando com Escapa et al. (2016), Scenedes
musobliquusfoi a responsavel por biodegradar o composto com maior eficiéncia (99%). Consequentemente,
o efluente gerado no pds-tratamento produziu menor toxicidade em Daniorerio. Os autores afirmaram que
durante o tempo de duracdao do experimento ndo foram gerados subprodutos de transformacdo do
diclofenaco e ressaltaram que a quantificacdo analitica associada a testes de toxicidade possibilita a avaliacdo
completa da eficiéncia das microalgas na remocao de produtos farmacéuticos. Os mesmos autores também
consideram valido em estudos posteriores avaliar as interacdes de microalgas e bactérias de daguas
residuais para a remocdo de farmacos da agua.

No estudo de Ouada et al. (2019) foram monitorados os efeitos inibitérios sobre o crescimento das
microalgas, sua atividade fotossintética e eficiéncia em remover o farmaco. Os resultados mostraram que o
diclofenaco inibiu levemente o crescimento das microalgas, sendo o percentual de inibicdo em Picocystis sp.
de 21% e 36% em Graesiella sp. depois de 5 dias, indicando a primeira como mais tolerante em relagdo a
segunda, os autores também ressaltaram um leve crescimento de Picocystis sp.quando exposta as
concentragdes de 25 e 50 mg/L. Os autores ao mesmo tempo que justificaram esse fato a origem dos
organismos modelos (algas extremdfilas), associaram também com a capacidade dos organismos utilizarem
o diclofenaco como fonte de carbono organico. Picocystis sp. apresentou melhor degradacdao do farmaco,
com 73, 43 e 25% nas concentragdes de 25, 50 e 100 mg/L, respectivamente; e Graesiella sp. apresentou
porcentagens de 52, 28 e 24% nas mesmas concentra¢des. A quantidade de diclofenaco adsorvida e
acumulada ndo passou 0.5%, o que implica que a biodegradac¢do/biotransformacdo foram os mecanismos
atribuidos para explicar a remocdo do farmaco em questdo, e ainda para corroborar esse fato foram
identificados dois subprodutos na presenca dessa alga: hidroxi diclofenaco e um derivado de diclofenaco
mono-aromatico. Os autores frisaram que a remogado microbiana de poluentes é resultante de uma relacdo
de compensacgdo entre a tolerdncia dos organismos testados a toxicidade do poluente-alvo e sua eficiéncia
para sequestra-lo ou degrada-lo, neste sentido, Picocystis sp. teve um crescimento satisfatério na presenca

do farmaco e apresentou melhor eficiéncia em sua remocgao.

Biorremedia¢dao com fungos

Os principais dados referentes a espécie empregada, concentracdo de diclofenaco, percentual de
remocao e técnica de biorremediacdo associada a remocao de diclofenaco, sdo apresentados na Tabela 2. O
estudo de Marco et al. (2010) realizou a degradacdo do diclofenaco utilizando pellets de T. versicolor,
alcancando a maior remocdo na primeira hora. Tanto o diclofenaco quanto os metabdlitos de degradacdo
identificados desapareceram apds 24 horas, culminando também com a redugdo da ecotoxicidade quando

avaliados no teste Microtox. Ha evidéncias de que o citocromo P450 desempenhou um papel de destaque
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na degradagao do diclofenaco, conforme os resultados alcancados com o inibidor do citocromo P450 1-
aminobenzotriazol. Os autores finalizaram ressaltando que mais experimentos devem ser realizados
ampliando o uso de reatores para confirmar a viabilidade de T. versicolor para remover o diclofenaco de

ambientes aqudticos.

Tabela 2: Biorremediagdo do diclofenaco utilizando-se fungos.

Técnica de biorremediagdo
- i Conc. de Percentual de X . . .
Espécies ou cepa utilizada . o associada a remogdo de Referéncia
diclofenaco remogao .
diclofenaco
Trametes versicolor 10 pg/L >94% Biodegradagdo Marco-Urrea et al. (2010)
, 1ug/L 100% ~ e ,
T. versicolor 0,4 g/l 100% N3o especificada pelos autores Cruz-Moraté et al. (2014)
T. versicolor e o N .
Ganodermalucidum 100 mg/L 100% Oxidagdo. Vasiliadou et al. (2016)
T. versicolor 55 ug/L 96% biodegradagdo
G. lucidum 61 ug/L 98% biodegradagdo
1. lacteus 61 ug/L 97% biodegradagdo .
S. rugosoannulata 113ug/L >75% biossorgdo Castellet-Rovira et al. (2018)
G. luteofolius 106 pg/L 76% biossorgdo
A. erebia 104 pg/L 77% biossorgdo
A. niger
M. circinelloides
T. longibrachiatum 1 mg/L 99.84 % biodegradagdo/ oxidagdo Kasonga et al. (2019)
T. polyzona
R. microsporus
Penicilium oxalicum 100 uM em 24h >99% biotransformagdo (C;I;)nlt;c;n»Hernandez etal.
2 ug/L@ 85%
P. ostreatus 2 pg/L® 89-96% biodegradagdo Hultberg et al. (2020)
20 pg/L® 97%

Ja o trabalho realizado por Cruz et al. (2014) partiu do fato de que os efluentes hospitalares
contribuem para a entrada de contaminantes emergentes no meio ambiente, como farmacos e
desreguladores enddcrinos, e apresentaram uma alternativa para o pré-tratamento de efluentes hospitalares
com foco na remocgdo desses produtos, utilizando um biorreator de leito fluidizado descontinuo com o fungo
Trametes versicolor em condices estéreis e ndo estéreis. Foi observada a remocgao de 48 dos 52 compostos
estudados apés 8 dias. Os autores enfatizaram que se deve dar atencdo especial ao diclofenaco,
frequentemente recalcitrante em estagdes de tratamento de dguas, cuja remogao completa foi atingida no
tratamento proposto, sendo que no primeiro dia, sua remocao foi de 80%, completando sua total remocao
ao final do experimento.

Vasiliadou et al. (2016) em sua pesquisa trabalharam com duas espécies de fungo, sendo elas
Trametes versicolor e Ganodermalucidum, de forma isolada e conjuntamente, onde obtiveram resultados
bastante satisfatérios com a total remoc¢do do farmaco nos dois tipos de tratamento. Ainda avaliaram a
producdo e acdo enzimatica das duas espécies. A concentracdo de farmaco utilizada foi de 100 mg/L e o
periodo de conducdo do experimento foi de 7 dias. O mecanismo que os autores consideraram responsavel
pela remocao do diclofenaco foi o que eles chamaram de “remocgao bioldgica”, atribuida a oxidagdo intra ou
extracelular, por intermédio do sistema citocromo P450 ou de atividade de outras enzimas, respectivamente;
0 mecanismo de sorgao foi descartado, dado os resultados obtidos do experimento controle, e a remogao
abidtica também, com base no baixo valor do coeficiente de Henry. Ambas as espécies alcancaram a total

remocao do farmaco, tanto nos testes de forma individual como nos testes combinados.
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Quanto a atividade enzimatica, nos testes individuais, a espécie T. versicolor produziu muito mais
lacase, enquanto G. lucidum produziu muito mais manganase. J4 nos testes combinados, a produgdo de
manganase foi superior, o que indica que essa espécie se sobrepde quando em uma cultura mista, indicando
também uma competicdo entre as espécies, onde a T. versicolor foi suprimida.

Para analise do sistema citocromo P450 os autores adicionaram no meio um inibidor desse sistema,
o ABT, em todos as modalidades de tratamento (individual e combinada). Como resultados, a remogao
bioldgica foi levemente reduzida na presencga desse inibidor na espécie T. versicolor, e na espécie G. lucidum
a capacidade de remocgdo foi reduzida em mais de 60%. No tratamento combinado nao houve efeitos
negativos do inibidor, o farmaco foi totalmente removido.

Castellet et al. (2018) em seu trabalho avaliaram a eficiéncia de diversas espécies de fungos na
remocao de uma mistura de farmacos. As espécies avaliadas foram Trametes versicolor, Ganodermalucidum,
Irpexlacteus, Stropharia rugosoannulata, Gymnopilus luteofolius e Agrocybe erebia, embora os autores
tenham utilizado vérios farmacos, a nossa abordagem sera direcionada apenas a remocdo do diclofenaco. Os
experimentos foram feitos em frascos de capacidade de 250 mL, com 100 mL de meio. Cada frasco foi
inoculado com aproximadamente 4.5 g/L de fungos; ainda foram feitos trés controles: um abidtico (com
farmacos e sem fungos), um bidtico ou vivo (com fungos e sem farmacos) e um com biomassa morta pelo
calor (com fungos mortos e com farmacos). O controle abidtico foi usado para avaliar o potencial de
degradacado fisico-quimica. Para avaliar a toxicidade dos farmacos no fungo foi usado o controle vivo, e o
controle morto para avaliar o processo de biossor¢do. Os experimentos foram feitos em triplicata, e duraram
seis dias. Conforme os resultados obtidos pelos autores, o diclofenaco se mostrou altamente estavel no
controle abidtico, devido a isto puderam afirmar que qualquer remocgéao do farmaco seria pertencente a acdo
de biossorcdo e biodegradacao.

Quanto a concentracdo inicial de farmacos presentes nas solucées, houve variacdo de acordo com a
espécie de fungo utilizada. Isso foi levado em consideragdo nas avaliagGes percentuais de remocdo. Ao
analisarem a concentracdo final de farmacos em cada experimento, foram observadas diferencas
significativas nos tratamentos experimentais e controle, o que confirma que a biodegradacao foi a causa
principal da remogao dos farmacos.

Analisando a remocdo de cada farmaco separadamente por cada espécie testada, os autores
concluiram que T. versicolor foi capaz de remover 96% do diclofenaco quando numa concentragao inicial de
55 pg/L. G. lucidum removeu 98% do farmaco numa concentracdo inicial de 61 ug/L; A espécie L. lacteus
também apresentou uma alta remoc¢do, com 97% na concentragdo inicial de 61 pg/L; com um percentual de
remogdo um pouco abaixo das demais espécies analisadas, S. rugosoannulata alcancou mais de 75% de
remocgao do farmaco, esse percentual mais baixo pode ter sido causado pela maior concentragdo inicial de
diclofenaco no meio cujo foi de 113 pg/L, ainda os autores apontam que o processo principal de remocéo
nessa espécie foi a biossorcdo. Nos testes com G. luteofolius, os resultados demonstraram uma taxa de
remocgdo de 76% na concentragdo inicial de 106 ug/L, onde novamente os autores apontam a biossorgao

como principal processo; e por Ultimo, a espécie A. erebia removeu 77% do farmaco na concentragao inicial
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de 104 pg/L.

Os autores ainda ressaltam o trabalho pioneiro, sendo a primeira vez que estudos com as espécies S.
rugosoannulata e G. luteofolius sdo conduzidos para aferir a capacidade na biorremediacdo de farmacos em
aguas contaminadas e também com a espécie A. erebia como biodegradadora de farmacos.

Ainda, foram monitoradas a atividade enzimatica, onde encontraram nas espécies T. versicolor, S.
rugosoannulata e A. erebia lacases e peroxidase de manganés, onde T. versicolor apresentou apenas grande
quantidade de lacase principalmente no tratamento experimental e S. rugosoannulata apresentou maior
guantidade de peroxidase de manganés também no tratamento experimental; estes valores mais altos no
tratamento experimental indica que o farmaco estimula a atividade do fungo.

Os autores concluem ressaltando os resultados obtidos com as espécies cujas apresentaram
potencial para serem usadas na biorremediacdo de 4dguas contaminadas com farmacos e frisam que mais
estudos sdo necessarios para que seja possivel levar essa técnica para escalas maiores e com condi¢cdes mais
proximas da realidade das estacGes de tratamento.

Kasonga et al. (2019) em seu trabalho utilizaram uma associag¢dao de cinco fungos nativos e isolados
da Africa do Sul, local onde se deu a pesquisa, sendo eles Aspergillusniger, Mucorcircinelloides, Trichoderma
longibrachiatum, Trametes polyzona e Rhizopus microsporus em um reator de sequéncia em lote (SBR) na
remocao de trés farmacos e seus subprodutos, entre eles o diclofenaco. A concentragao inicial do farmaco
foi de 1 mg/L, cujo so foi adicionado a mistura apods trés dias para que os fungos pudessem se aclimatar as
condicBes do reator. Além de dgua da torneira (S1), da solucdo com os trés farmacos (S2) e do consércio
fungico no meio de cultura (S3), as amostras do reator foram coletadas em diferentes momentos, uma logo
apos a adicdo dos farmacos (S4), apds 4 horas de tratamento (S5), no sétimo dia (S6), no décimo segundo dia
(S7) e ao final no décimo sétimo dia (S8). Quanto a remoc¢do do farmaco, ja na amostra S5 houve reducgdo de
29.7% de diclofenaco e nas amostras seguintes de 95.8% (S6), 99.77% (S7) e 99.84% (S8). Também foi
avaliada a atividade enzimatica de trés enzimas, sendo lacase, peroxidase de manganés e lipase peroxidase.
Os resultados demonstraram que a enzima mais produzida foi a manganase, principalmente na amostra S3
com 325 U/L aproximadamente e a segunda mais produzida foi a lacasse com 89 U/L aproximadamente. De
acordo com os resultados das amostras seguintes, os autores associaram o aumento da produc¢do das
enzimas com o aumento da biomassa seca dos fungos, partindo de 84 U/L de manganase e 26 U/L de lipase
e com biomassa seca de 122 mg/100 mL em S4 para 207 U/L de manganase e 118 U/L de lipase e biomassa
de 238 mg/100 mL em S7. Enquanto a enzima lacase ndo demonstrou grande variagdo nas demais amostras.
Os autores sugerem que quatro subprodutos do diclofenaco foram produzidos de acordo com testes de
avaliacdo de massa, sendo eles 3’-hidroxidiclofenaco, 4’-hidroxidiclofenaco, 5-hidroxidiclofenaco e 4’,5-
diidroxidiclofenaco. Os pesquisadores ainda realizaram testes de atividade estrogénica, cujos resultados
demonstraram que o diclofenaco ndo apresenta nenhuma estrogenicidade ou toxicidade, exceto com um
longo tempo de exposicao e na presenca de seus subprodutos. O que vai em desacordo com os estudos de
Lloret et al. (2014), Li et al. (2019), Olincon-Hernandez et al. (2019) e Spina et al. (2020), que indicam que os

subprodutos do diclofenaco sdo menos toxicos do que o composto original, e segundo os autores tratados
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na introducdo deste capitulo que ressaltam a preocupagao em monitorar a presenca do diclofenaco nos
corpos de dgua visto os efeitos adversos que ele pode causar.

Olincdn et al. (2019) estudou a capacidade do fungo Penicilium oxalicum na remocgao do diclofenaco
de sddio testando em dois sistemas de biorreatores com escalas diferentes, onde demonstrou, de forma
pioneira os primeiros testes e resultados do uso da referida espécie de fungo na remogdo do farmaco. No
reator de frasco (escala menor) P. oxalicum foi capaz de degradar 100 uM em 24 horas, é ressaltada a
importancia da atividade enzimatica de CYP450 na elimina¢do da droga. Os testes no segundo biorreator, de
maior escala, demonstraram que a biomassa livre foi mais eficiente na remocgdo do farmaco, cuja total
eliminacdo ocorreu em 36 horas, comparando a biomassa imobilizada. O meio de cultura para o segundo
reator foi, ainda, otimizado com reducdo da disponibilidade nutricional para que fosse alcancada uma
remocdo de 100%. Ainda houve biossorgdo no tratamento controle biético durante as primeiras horas, mas
apods 18 horas, aproximadamente, estabilizou-se. No tratamento com biomassa imobilizada, houve uma
significante biossorgao do farmaco, com mais de 50% da concentragdo inicial sendo removida através deste
mecanismo. Foram encontrados subprodutos nesse segundo reator com a biomassa livre, cujos eram menos
téxicos do que o produto inicial visto que a toxicidade do meio foi reduzida segundo os testes executados;
hidroxilados sdo geralmente associados a a¢do de CYP450, enquanto outros subprodutos encontrados sao
associados a foto-oxidacdo e fotodegradagao.

Como dito anteriormente, a toxicidade foi reduzida de forma significativa no reator com biomassa
livre; um resultado curioso que os autores encontraram foi com a biomassa imobilizada com o suporte 2
(chamado de “C2” no artigo) onde nao foi observada degradagao do farmaco, porém houve reducdo da
toxicidade do meio, sugerindo acao de “biossorcao superficial” ou mesmo pela falta de acumulagao de
metabdlitos.

Hultberg et al. (2020) utilizaram a espécie de fungo Pleurotus ostreatus e sua atividade enzimatica
para avaliar a eficiéncia na remocdo do diclofenaco de sédio de solugdes aquosas. O substrato de cogumelo
foi entao utilizado para os testes, dois controles foram feitos um sem o substrato de cogumelo e outro com
substrato sem os cogumelos; ainda, no primeiro experimento, um controle com o substrato colonizado
submetido a um tratamento com calor foi utilizado para aferir a atividade enzimatica, cuja ainda estava
presente na temperatura de 70 °C, por isso os autores optaram por autoclavar o substrato; também no
primeiro experimento, os pesquisadores filtraram um substrato e incluiram nos testes para avaliar se
haveriam diferengas entre o substrato filtrado e o normal no que tange a a¢do das particulas maiores em
adsorverem o diclofenaco, os resultados ndo demonstraram diferengas entre esses dois tratamentos entado
o estudo principal foi conduzido com o substrato ndo filtrado. O farmaco foi testado isolado e as
concentragdes foram de 2ug/L no primeiro experimento com concentragdo do substrato de 200 g/L o que
corresponde a uma atividade enzimatica de 94 + 4.3 U/L (unidades de enzimas por litro), no segundo
experimento as concentracdes de diclofenaco foram de 2 pg/L e 20 pg/L e as concentragdes de substrato
foram de 200, 100 e 50 g/L, correspondendo a uma atividade enzimaticade 79+2.9,47+2.3e29 + 1.0 U/L,

respectivamente. Observaram uma queda na atividade das enzimas quando esta era colocada em
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temperaturas mais baixas, no caso foi de 10 °C. Os resultados obtidos, apds 5 minutos de tratamento, acerca
da remogdo do farmaco indicaram uma diminuicdo significativa na concentragdo do mesmo no primeiro
experimento (indicado na tabela com a letra ‘a’), quando a atividade enzimatica estava em 94 U/L, no
tratamento com o substrato colonizado na concentragdo de 200 g/L, com remogdo de 85% do diclofenaco
presente. Nao houve registro de atividade enzimatica nos tratamentos controles.

No segundo experimento (indicado na tabela com aletra ‘b’), como dito anteriormente, foram usadas
diferentes concentragdes de substrato para ter diferentes concentracdes de lacase (enzimas). Na
concentragdo de farmaco de 2 pg/L obtiveram uma redugdo significativa do farmaco, variando de 89 a 96%.
Na maior concentracdo de diclofenaco, 20 pg/L, houve diferencas entre as concentra¢des de substrato
utilizadas, ja que quanto mais concentrado o substrato, mais atividade enzimatica ele apresentava; na menor
concentragdo de substrato (50 g/L), por exemplo, houve remogdo de 37% do farmaco, enquanto na
concentragdo de 100 g/L houve remogdo de 92%, porém aumentando a concentragdo para 200 g/L ndo houve
grande diferenga para a concentragao anterior, com remogao de 97%.

Com esses resultados, Hultberg et al. (2020) puderam concluir que a espécie utilizada tem potencial
para remover o diclofenaco de sédio de solu¢Ges aquosas num periodo muito curto, os experimentos foram
conduzidos em 5 minutos de tratamento. A utilizagcdo direta do substrato colonizado com cogumelos para
remediar esgoto demandaria menos recursos financeiros do que a produgao e purificagdo das enzimas, e
esse substrato é facilmente adquirido visto ser um produto de descarte da producdo de cogumelos
comerciais; apesar disso, talvez ndo seja a melhor escolha para o tratamento de esgoto contaminado, ja que
a atividade enzimatica é menor quando comparada ao substrato colonizado antes do desenvolvimento dos
corpos de frutificacdo do fungo. Considerando isso, o substrato colonizado pode ser uma alternativa de uso
para tratamento de esgotos contaminados, porém ainda sdo necessarios mais estudos quanto a durabilidade

da atividade enzimatica para remover os poluentes.

Biorremedia¢cdao com enzimas

Os principais dados referentes a espécie utilizada para isolamento das enzimas (quando disponivel),
concentracdo de diclofenaco, percentual de remogao e técnica de biorremedia¢do associada a remogdo de
diclofenaco, sdo apresentados na Tabela 3.

No trabalho realizado por Lloret et al.(2014) foi investigada a biorremediacdo do diclofenaco e
naproxeno por uma enzima lacase de alto potencial redox, a nossa abordagem sera concentrada nos
resultados obtidos com o diclofenaco. Foram avaliados os efeitos do pH e o uso de mediadores sintéticos e
naturais, a saber, 1-hidroxibenzotriazol (HBT) e siringaldeido (SA), com o objetivo de otimizar a remogao dos
referidos farmacos pela lacase. Os resultados obtidos apontaram para a degradacdo do diclofenaco em pH 4
e em periodos mais curtos de 30 min a 4 h, independente da presenca dos mediadores sintéticos testados,
os autores também identificaram os principais produtos da biotransformacdo do diclofenaco e as possiveis
vias de reacdo baseadas na descarboxilacdo catalisada pela lacase. Os autores finalizaram o estudo

ressaltando que o sistema enzimatico proposto pode ser considerado com base para o posterior
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desenvolvimento de uma tecnologia enzimatica voltada para a biorremediacdo de AINEs e de outros

poluentes emergentes.

Tabela 3: Biorremediagdo do diclofenaco utilizando-se enzimas.

Espécies ou cepa Concentragdo de Percentual de Técnica de biorremediagao A
- . = . 5 = N Referéncia
utilizada Diclofenaco remogao associada a remogdo de diclofenaco
. 5 mg/L 100% N&o mencionado pelos autores. Lloret et al. (2014)
T. versicolor (lacase) . ~
Provavelmente biodegradagdo.
T. versicolor (lacase) 20 uM 94 % Oxidagdo Jietal. (2016)
T. versicolor (lacase) 100 pg/L 100% Oxidagdo Kumar e Cabana (2016)
peroxidase(raiz-
forte) 100 %
20 uM Oxidagdo e polimerizagdo Stadlmair et al. (2017)
Pleurotus ostreatus 40%
(lacase)
T. versicolor (lacases) | 500 pg/L < 100% Adsorgdo e degradagdo Lonappan et al. (2018)
Cloroperoxidase 5 nmol 100% Conversdo oxidativa catalisada Lietal. (2019)
T versicolor 0.5g/L ) Ox@agag cat~aI|sada e degradagdo Pype (2019)
(polimerizagdo)
11,5 0,3 pg DCF/g
. lacase
Lacase livre
+
Lacase CLEAs 10 |1asc,:s_eOA ug DCF/g Biodegradagdo Primozic et al. (2020)
Lacasem CLEAs 13,7+0,3ug DCF/g
lacase
0.84+0.16 pg/L@ [ — .
T. pubescens (lacase) 0.5140.10 pg/L® Provével oxidagdo. Spina et al. (2020)

A posterior toxicidade aerdbia foi avaliada mostrando um aumento da biodegradabilidade do meio
apods tratamento enzimatico, segundo os autores, este fato sugere que o tratamento possibilitou a formacgao
de produtos menos téxicos que o composto diclofenaco, sendo, portanto, o tratamento proposto uma
tecnologia ambientalmente correta para a remocgao de AINEs de meio aquaticos.

Ji et al. (2016) buscaram em seu trabalho aferir a eficiéncia de um reator de membrana enzimatica,
utilizando nanotubos de carvdo. As enzimas adquiridas foram lacases do fungo Trametes versicolor. As
lacases sdo enzimas oxi-redutoras, tendo um excelente comportamento catalitico para oxidar diversos
compostos aromaticos e aqueles altamente recalcitrantes no meio ambiente. O experimento foi conduzido
com uma mistura de cinco farmacos, entre eles o diclofenaco. A imobilizacdo das enzimas foi testada de duas
formas, via adsorcdo fisica e por ligagdo covalente. De acordo com os resultados obtidos, a adsorg¢ao se saiu
melhor e foi escolhida para os testes de remoc¢do dos farmacos. A concentragdo de farmaco utilizada foi de
20 uM, a temperatura foi de 222 C e o pH da solucdo foi de 5.5. Foram realizados ciclos de degradacdo de 48
horas cada, ao todo foram quatro ciclos. Quanto a remocao do diclofenaco, apds 48 horas verificou-se que
94% haviam sido removidos. Os autores concluiram que o sistema exibiu estabilidade satisfatéria e
capacidade de reuso e regeneragao.

Em condigOes reais, o esgoto se apresenta com uma mistura enorme de componentes, no trabalho
de Kumar et al. (2016) os autores tentaram reproduzir um pouco dessa situacdo utilizando uma mistura de
13 farmacos, isso € importante para validar a aplicabilidade da técnica. Os autores estudaram um tratamento
baseado em enzimas para remog¢do de farmacos em uma mistura com 13 componentes, incluindo o

diclofenaco. Para isso imobilizaram a lacase como agregados enzimaticos reticulados (MAC-CLEAs) em
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nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com amina utilizando cloridrato de quitosano/1-etil -3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida como sistema de reticulacdo (EDAC), em busca de otimizar a estabilidade
e atividade catalitica das enzimas para uso em biorremediacdo. O catalisador magnético de enzimas
apresenta notaveis caracteristicas que oferecem estabilidade mecanica a longo prazo para o biocatalisador
e facil separacdo da mistura da reagdo de forma simples utilizando um campo magnético.

As enzimas compradas foram extraidas do fungo Trametes versicolor. Apés as MAC-CLEAs serem
produzidas, foram colocadas a teste na remocg&o dos farmacos em mistura, sendo 100 pg/L de cada farmaco,
incluindo o diclofenaco, com 1000 U/L de MAC-CLEAs e, ainda, na presenca ou auséncia de 0.1 mM de ABTS
(mediador). As reacGes foram executadas em temperatura ambiente de 20 °C, com tempos de contato de 6
horas e 12 horas com pH 7 sob agito de 125 rpm. Amostras controle de farmacos e enzimas foram analisadas
separadamente. A recuperagdo da atividade enzimatica alcangou 62.2% nas condi¢Ges ideais de produgao de
MAC-CLEAs, com 1 g/L de quitosana, 50 mM de EDAC, 100 mg de amina funcionalizada, pH 5 e tempo de
ligacdo cruzada de 62 horas. Essa alta porcentagem pode ser atribuida ao sistema EDAC/quitosana formando
ligagOes cruzadas flexiveis. Comparando, a MAC-CLEA apresenta atividade enzimatica mais estavel do que as
enzimas livres tanto para mudancgas no pH como na temperatura. Quanto a remogao do diclofenaco, apés 6
horas de tratamento obtiveram remocao de 85%, e apds 12 horas 95% do farmaco havia sido removido. Essa
alta taxa de remocgdo pode ser em decorréncia da presenca da amina aromdtica na sua estrutura quimica,
cuja possivelmente reduziu seu potencial redox e tornou possivel a oxidagdo enzimatica. Ja na presenga do
ABTS na mistura, houve total remocao do diclofenaco com 6 horas de tratamento. Os autores ndo descartam
a producgdo de subprodutos da degradacdo e ainda sua reagdo com outros compostos, tornando-os mais
faceis de serem degradados também, porém ndo efetuaram a identificagdo desses possiveis compostos.

Stadimair et al. (2017) estudaram o potencial de uso de duas enzimas, a peroxidase (HRP) extraida
da raiz-forte e a lacase (LccPO) extraida do fungo Pleurotus ostreatus, na remocdo do diclofenaco de sédio
de uma solucdo aquosa. O estudo buscou aferir a degradacdo enzimatica e a formagdo de subprodutos. As
duas enzimas foram selecionadas por possuirem habilidade de transformar uma variedade de compostos
doadores aromaticos, como fendis aromaticos ou aminas, cujos representam classes de substdncias de
micropoluentes importantes presentes nos esgotos. Os experimentos foram conduzidos tanto com o farmaco
isolado como em mistura com outros compostos farmacéuticos, ao total foram sete farmacos abordados.
Para os testes, foram utilizados 1 uM de HRP (equivalente a 12.8 U/mL, onde 1 U corresponde a conversdo
de 1.0 mg de pirogalol em 20 segundos, com pH 6 e 20 °C) ou 1.5 uM de LccPO (equivalente a 1.0 U/mL, onde
1 U corresponde a conversao de 1 pmol de pirocatecol por minuto, com pH 4.5 e 25 °C). J4 que as defini¢Ges
de unidades sdo diferentes, os autores optaram por utilizar a medida em pM. A concentracdo inicial de
diclofenaco foi de 20 uM. Foram feitos ainda experimentos controle sem a presenca das enzimas para
determinar a possivel ocorréncia de oxidacdo do farmaco por H?0%.0 farmaco foi completamente
transformado apds 4 horas de tratamento com HRP, enquanto que o tratamento com LccPO néo foi tdo
eficiente pois removeu apenas 40% apds 24 horas. Também, no tratamento com HRP, foram identificados

quatro subprodutos do diclofenaco; o padrdao dos subprodutos demonstra que houve polimerizacao do
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diclofenaco pelo tratamento com HRP. No tratamento controle, houve uma reduc¢do de aproximadamente
20% indicando uma pequena oxidacdo do diclofenaco pelo H20%sozinho.

Lonappan et al. (2018) utilizaram lacases imobilizadas em biochar de trés diferentes matérias-primas,
sendo elas de esterco de porco (EP), madeira de pinho (MP) e casca de améndoa (CA). Essa imobilizagdo pode
melhorar a estabilidade assim como as propriedades de catalise das enzimas. Ainda foi feito um pré-
tratamento com 4cido citrico para melhorar a capacidade de ligagdo dos biochars. O fungo escolhido para a
producdo e isolamento das lacases foi o Trametes versicolor, cujo tem se mostrado o mais utilizado em
trabalhos de ficorremediagdo e remediagcdo enzimatica. Foi adicionado na solugdo o glutaraldeido, este é
usado para de fato imobilizar as enzimas no suporte de biochar. Ele é capaz de reagir com os grupos aminas
da superficie tanto das enzimas como do suporte. Os autores chegaram na concentracdo ideal de
glutaraldeido de 5%. Foram feitos testes para estabelecer o pH e temperatura para a maxima atividade
enzimatica, aonde chegaram no pH de 4.5 e temperatura de 40 °C.

Os biochar com os maximos carregamentos de enzimas foram selecionados para entdo serem
submetidos a remocdo do diclofenaco. Os experimentos foram feitos em temperatura ambiente (os autores
citam temperatura de 25 °C aproximadamente) com efluente real coletado de uma estacdo de tratamento
com pH de 6.35 e concentracgdo inicial do farmaco de 500 pg/L. Os trés tipos de biochar foram capazes de
remover quase 100% do diclofenaco, variando apenas no tempo necessario para alcancar esse resultado, o
biochar de esterco de porco conseguiu remover 98.9% em 2 horas, essa rapida remoc¢do pode ser atribuida
a alta capacidade de ligagdo das lacases nesse biochar, também a grande superficie de contato comparada
aos outros dois tipos (CA e MP), também ja é demonstrado que o biochar de EP tem excelente capacidade
de adsorcdo de diclofenaco. O biochar de CA foi o segundo mais rapido na remocdo total do diclofenaco, e
por ultimo o de MP mas que ainda assim removeu completamente o farmaco. Os autores consideram que
uma porg¢do do farmaco foi adsorvida na superficie do biochar e pode nao ter sofrido degradacdo apesar de
100% ter sido removida.

Concluiu-se que o biochar de EP mostrou a maior capacidade de ligacdo enzimatica, dada sua
superficie de contato ser maior. O pré-tratamento com acido citrico melhorou a capacidade de ligacdo
enzimatica em todos os tipos de biochar estudados. Porém, o biochar de madeira de pinho e de casca de
améndoa tiveram melhorias no pH, estabilidade térmica, de armazenamento e operacional em relagdo ao de
EP. Ainda pode-se concluir que as enzimas imobilizadas exibiram pH, temperatura e estabilidade
aprimoradas.

Embora o estudo conduzido por Li et al. (2019) tenha promovido a conversao oxidativa catalisada de
outro anti-inflamatério ndo esteroide, iremos deter nossa abordagem a degradacdo do diclofenaco, que
alcangou sua conversdo completa em 9 minutos de reagdo. O estudo dos produtos de transformacgdo permitiu
aos autores inferirem que inicialmente ocorre a hidroxilagdao seguida de transformacédo oxidativa do farmaco.
Quando comparado ao diclofenaco original, os produtos obtidos pela conversao catalisada por CPO tem
solubilidade melhorada em meio aquoso e por isso sdo mais vulnerdveis a biodegradacdo. Os autores

mencionam que o tratamento da mistura de reacdo catalisada através da CPO com lodo ativado aumentou
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a remocdo de COD de 4,9% para 85% e por isso consideram promissor o pré-tratamento enzimatico seguido
de lodo ativado. E importante também ressaltar que ocorreu a reducdo da toxicidade em Chlorella
Pyrenoidosa. Conforme os autores, os ensaios bioldgicos oferecem uma medida direta para avaliar a
magnitude do risco potencial de produtos quimicos a saude.

Pype et al. (2019) avaliaram a capacidade de degradacdo de enzimas do fungo Trametes versicolor
cujas foram adquiridas da Sigma-Aldrich. Ainda avaliaram a producdo de subprodutos. Os experimentos
foram conduzidos em sete condig¢des diferentes, com concentracdes de diclofenaco iniciando em 0.5 g/L ou
5.000.000 pg/L (condicdes 1, 2 e 3) e sendo reduzidas a 0.375 g/L (condicdo 4), 0.25 g/L (condig¢do 5), 0.15
g/L (condicdo 6) e 0.005 g/L (condicdo 7). O volume dos experimentos foi de 200 mL. Ainda foram feitos dois
controles, um sem a presenca do fdrmaco e o outro sem a presenga das enzimas, para que pudessem ser
confirmadas a producdo de subprodutos pela atividade enzimatica apenas quando esta degradava o
diclofenaco. Para estimar o inicio e o fim da reacdo pelas enzimas foi utilizado o fator 6, onde para um alto
valor de © a producdo de subprodutos é retardada em relagdo ao consumo do farmaco, e, contrariamente,
um baixo valor de © indica que ha formacao de subprodutos cuja é limitada ao inicio da atividade enzimatica.
O valor mais alto encontrado para esse fator foi no experimento 7, onde apesar de a droga ser consumida,
nas 6 horas da reagdo nao foram observados subprodutos.

Os autores citam duas reagdes ocorridas sendo oxidacdo catalisada pelas enzimas e a degradacao
através da polimerizacdo. A remocgdo do farmaco pelas enzimas depende de diversos fatores como por
exemplo de tempo, da atividade enzimatica e da concentragdo inicial do farmaco na solugdo. Quanto mais
enzimas presentes no meio, mais radicais do diclofenaco eram formados, onde posteriormente através da
polimerizacdo esses radicais eram combinados com a molécula de diclofenaco para formar outros
subprodutos. Essas rea¢des levaram a formacgao de subprodutos cujos modificaram a coloracdo do meio para
marrom. Este efeito também foi observado no trabalho de Coelho (2008), onde foi atribuido a formacédo do
subproduto carbazol através da perda dos cloretos pela molécula de diclofenaco.

Apesar dos resultados do modelo, os autores colocam como improvavel que os Unicos produtos
formados tenham sido subprodutos insoluveis, ainda destacam que as condi¢Ges encontradas nas estacées
de tratamento sdo diferentes das colocadas aqui visto que o diclofenaco foi posto sozinho na solugao para
os experimentos. Para aplicagcdo dessa técnica em condi¢Bes reais deve-se considerar também os possiveis
subprodutos de todos os possiveis compostos que estdao presentes nos esgotos e dguas de tratamento, que
envolvem desde diversos outros farmacos como produtos de cuidados pessoais, agrotdxicos, retardantes de
chama e tantos outros poluentes. Apesar disso, este trabalho da uma boa ideia de como o diclofenaco se
comporta sozinho em um meio aquoso.

O estudo realizado por Primozi€ et al. (2020) baseou-se na biodegradac¢do do diclofenaco por trés
tipos de preparacdes da enzima lacase: a enzima livre ou natural, a enzima na forma de agregados
enzimaticos reticulados (CLEAs) e pds imobilizagdo magnética (mCLEAs). O reconhecido potencial redutor das
lacases frente aos compostos aromaticos e ndo-aromaticos conduziu a esta investigacdo dos autores, de

modo a prever a melhor enzima para possivel utilizacdo industrial na remocédo do diclofenaco. Observou-se

Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais Page | 144
v.13-n.3 ¢ Mar 2022



Biorremediagdo: usos e aplicagdes para degradagéo de diclofenaco
ROCHA, J.; SANTOS, J.; DEMARCO, C.; BENDER, L. A.; PIENIZ, S.; QUADRO, M. S.; ANDREAZZA, R.

maior efeito do pH e, portanto, menor estabilidade na enzima livre. Em relagdo a capacidade de remogao,
observa-se que CLEAs alcangaram maior degradacdo do diclofenaco por grama de enzima, mostrando-se um
catalizador muito adequado para a degradacdo do diclofenaco. Entretanto, embora mCLEAs tenha
apresentado menor capacidade de remogdo do diclofenaco, quando comparada com CLEAs, sua melhor
estabilidade térmica e melhor estabilidade ao longo do tempo mostram que mCLEAs provavelmente teriam
um desempenho mais adequado para ser aplicada em estacdes de tratamento dgua. Conforme os mesmos
autores, a possibilidade de reciclagem da enzima no processo tecnoldgico representa a redugao dos custos
da enzima.

Poucos estudos foram executados com esgoto em condicdes reais, devido a sua complexidade
guimica e bioldgica, eles geralmente apresentam problemas técnicos, muitas vezes causados pela presenca
de compostos que interferem na atividade enzimatica. Além de Lonappan et al. (2018) citado acima, Spina
et al. (2020) foram um dos poucos autores que coletaram o esgoto em si, foram realizadas coletas em dois
momentos, o primeiro momento foi o efluente apds a sedimentagdo primaria (que a partir de agora
identificaremos com a letra “A”) e num segundo momento apds todo o processo de tratamento (que
identificaremos com a letra “B”). Com as andlises de identificagdo de compostos e suas quantidades,
chegaram na concentragdo de diclofenaco, como demonstrada na tabela 3 acima, de 0.84 + 0.16 pg/L na
coleta A e de 0.51 + 0.10 pg/L em B. Foram utilizadas 100 U/L de enzimas (lacases da espécie de fungo T.
pubescens) para o tratamento de 300 mL do efluente (A) e afluente (B) por 24 horas, ainda foi feito um
controle abidtico sem as enzimas. A atividade enzimatica foi contabilizada na unidade U, onde 1 U
corresponde a quantidade de enzima que oxida 1 umol de substrato por minuto.

A capacidade das lacases em transformar o diclofenaco foi entdo avaliada. Sua estabilidade foi
monitorada durante as 24 horas do tratamento para aferir se a complexa matriz do efluente e afluente
causaria alguma inibigdo. A coleta A mostrou consideravel instabilidade, onde 66% da atividade das enzimas
foi perdida de forma irreversivel. Ja na coleta B, houve menos perda de enzimas, apenas 44% foram perdida
apos as 24 horas. O autor ressalta que ha opgdes para que isso seja evitado ou diminuido como a imobilizacdo
em suportes adequados ou em sistemas de membranas. Apesar das lacases estarem bastante ativas na
presenca da amostra A, sdo diversos os fatores que governam a resposta delas, sendo dificil pontuar com
certeza os parametros que devem ser controlados ou colocados sob estresse para melhorar a performance
do sistema, porém é sabido que a atividade cinética e estabilidade dependem do pH. Os resultados da
remocgdo podem ser atribuidos a estrutura quimica dos compostos, ao potencial redox e a concentragao do
farmaco. A afinidade das lacases com alguns compostos é explicada pela presenca de grupos funcionais
sendo eles dois, o de doadores de elétrons (DE) e o de receptores de elétrons (RE). No grupo dos doadores
de elétrons estdo a hidroxila, amina, alcéxi, alquila e acilo, cujos auxiliam na mediacdao da oxidagao
enzimatica. J4 o outro grupo, produz uma deficiéncia de elétron cuja reduz a afinidade com as enzimas, sendo
os grupos carboxila, amida, halogénio e nitro. O diclofenaco tem uma estrutura diferente, onde contém
ambos os grupos citados acima.

Os autores ainda fizeram testes de toxicidade, onde constataram que o tratamento com as enzimas
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foi capaz de reduzir a toxicidade do efluente. Com estes resultados, puderam demonstrar que as enzimas de
T. pubescens tem potencial para ser utilizada na remocao de farmacos em tratamentos de esgotos, apesar

da remocado do diclofenaco ndo ter sido tdo alta.

Biorremediac¢ado Bacteriana

Os principais dados referentes a espécie empregada, concentracdo de diclofenaco, percentual de
remocdo e técnica de biorremediacdo associada a remoc¢do de diclofenaco por a¢do bacteriana, sdo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Biorremediacdo do diclofenaco utilizando-se bactérias.

Bactéria empregada | Concentragdo inicial Percen~tual de Técnica de biorremediagdo Referéncia
remogao (%)
AS (fjlyersas 90 %
espécies)
Sd (diversas o Biotransformagdo/ .
espécies) 50 e/l 97% biodegradagdo Kim etal. (2017)
SAT (diversas )
espécies)
Biobeds
(Multiplas espécies 20 pg/g 90% Biodegradagao Aguilar-Romero et al. (2020)
de microrganismos)
0,
Bacillus subtilis 88.3%
(168trpc2) o I
B. subtilis (AyjiB) 2.5 mg/L 21% Os autores ndo citam. Chen et al. (2020)
B. subtilis (Ayrh)) 10%
D17,11+0,02 11,01+ 0,50
D2 13,60 $0,03 7,22+0,31
Lodo anaerébio D3 26,21 +0,04 4,11 + 0,052
(Mdltiplas espécies) D4 43,10+ 0,01 17,23 +0,31 Biodegradagdo Granatto et al. (2020)
plas esp DF 44,13 +0,02 10,70 +1,11
DE 43,20 +0,01 28,24 +1,10
DM 44,41+0,05 26,11 +1,40
Klebsiellapneumonia | 10 mg/L 79 % . ~
e 70 mg/L 4% Biodegradagdo Sharma et al. (2020)

Kim et al. (2017) utilizou trés diferentes fontes, sendo esgoto ativado (AS), sedimento (Sd) e
tratamento de aquifero do solo (SAT), na elaboragao de um meio para inéculo. As bactérias identificadas em
cada meio foram as seguintes: No meio AS foram identificadas: Beijerinckia, Gloebacter, Sphingomonas,
Planctomycetales, Cytophagaceae e Myxococcales; no meio Sd: Nevskia, Sphingomonas, Hyphomicrobium,
Planctomycetales, Bradyrhizobiaceae, Prostheoco microbium, Armatimonadetes e Bacteroidetes; e no meio
SAT: Myxococcales, Ideonella, Ohtaekwangia, Planctomycetales. O experimento foi feito em mistura de seis
farmacos, incluindo o diclofenaco, na concentragéo de 50 pg/L. No indculo de AS o diclofenaco foi degradado
90% em quatro dias de tratamento e no inéculo de Sd foi removido 97% em dois dias. O indculo SAT nado
apresentou remocao do diclofenaco.

Embora Aguilar et al. (2020) tenham avaliado a remogdo de trés contaminantes emergentes, nossa
abordagem sera referente apenas ao diclofenaco. Para realizar a biorremediag¢do dos compostos, os autores
utilizaram biobeds (BPSs), que consistem em recipientes ou ainda escavagdes preenchidas com solo
superficial e matéria organica que abrigam microrganismos ativos que facilitam a degradacdo co-metabdlica
de poluentes. Os resultados mostraram a remoc¢do de 90% do diclofenaco apds 84 dias de incubacao.

Também foi observado pelos autores que o tempo de incubacdo afetou mais as bactérias do que os
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compostos utilizados e que a dissipa¢do dos poluentes estudados foi mais lenta quando os trés poluentes
foram misturados e introduzidos no sistema. Os autores concluiram o estudo reafirmando a possivel
aplicacdo do sistema de biorremediagao proposto para a descontaminagao de efluentes em fazendas onde
o diclofenaco é utilizado para fins veterinarios, ou em estagbes de tratamento de aguas residuais e de
tratamento de efluentes.

Chen et al. (2020) em seu trabalho testaram a bactéria Bacillus subtilis e outras duas cepas
modificadas, sendo AyrhJ) e AyjiB, para a degradac¢do do diclofenaco. A concentragado de farmaco utilizada
para os testes foi de 2.5 mg/L, ainda na solugdo junto com o farmaco foi colocada glicose. Foi feito um
controle sem indculo de microrganismos para testes de adsorcdo. A espécie utilizada tem os genes yrhJ (que
expressa a proteina CYP102A3) e yjiB (que expressa a proteina CYP109B1) do citocromo P450. A proteina
CYP102A3 tem citocromo P450/NADH-citocromo P450 redutase, uma proteina de fusdo natural que
compreende um dominio heme e um FAD/FMN-redutase que pode hidroxilar dcidos graxos. A proteina
CYP109B1 é um citocromo P450 monoxigenase, que pode oxidar acidos graxos saturados e seus grupos metil
e etil éster em posi¢cdes subterminais na cadeia. O diclofenaco e a glicose foram usados como fonte de
carbono para os microrganismos, onde todas as cepas tiveram um bom crescimento. No tratamento controle
nao houve degradacdo abidtica nem adsor¢do, o que demonstra que toda degradacdo se deve a presenca
das bactérias. Os resultados mostraram que em 72 horas B. subtilis foi capaz de degradar 88.3% do
diclofenaco, enquanto as cepas AyjiB e Ayrh) degradaram 21 e 10%, respectivamente. Isso demonstra que a
presenca do citocromo P450 é essencial na degradagdo do farmaco. A diferenca das remocgdes nas cepas B e
J podem ser devido a elas terem diferentes vias de transferéncia de elétrons. Devido a perda da proteina
CYP102A3 na cepa B. subtilis), o elétron é primeiro transferido para a proteina CPY109B1 e somente apds
para o diclofenaco. Além, outras proteinas sdo requeridas para esse processo como a Fe-S/flavina. Na cepa
B. subtilis), com a perda da proteina CYP109B1, o elétron é transferido para a CPY102A3 e depois para o
diclofenaco. A proteina CYP102A3 pode completar a transferéncia de elétrons sozinha ja que é uma proteina
de fusdo natural, como dito anteriormente. Outra razdo, pode ser por elas apresentarem atividade
enzimatica diferente uma da outra.

Da degradacdo do diclofenaco, os autores identificaram alguns subprodutos. Da cepa B.
subtilis168trpc2 foram identificados trés produtos metabdlicos, sendo 4’-hidroxi-acridina (M195), 4-(2,6-
diclorofenilamina)l,3-benezendimetanol (M297) e acido 4’-hidroxidiclofenaco[6-(2,6-dicloro-4-hidroxi-
fenilimino)-3-oxo-ciclohexa-1,4-dienil]-acético (M325); das cepas AyrhJ e AyjiB foram quatro identificados,
M195, M297, &cido (7-hidroxi-9,10-diidro-acridin-4-il) acético (M241) e M325, variando no tempo e
quantidade de produgdo. Quanto as vias de degradagdo, os autores indicam a existéncia de duas: a
degradacdo direta de M250, e a outra é a hidroxilacdo do diclofenaco antes da degradac¢do. Os produtos da
degradacdo gerados pela cepa B. subtilis168trpc2 sao catalisados pelo citocromo P450 e pela lacasecotA. As
vias de degradacdo das cepas mutantes sdo as mesmas da cepa B. subtilis168trpc2, porém o grau de
degradacdo de M250 é muito menor do que da cepa 168trpc2.

Como dito anteriormente, o citocromo P450 é fundamental na degradacdo do diclofenaco pela
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espécie utilizada no estudo. Os autores concluiram que ele afeta a eficiéncia da degradagdo e determina a
posicdo da hidroxilagdo, ja que na cepa 168trpc2 apenas gera 5-OH-diclofenaco, que pode ser degradado em
M195, e as cepas mutantes geram tanto 5-OH-diclofenaco como 4’-OH-diclofenaco, e este Ultimo pode ser
degradado em M241. Por fim, os autores ressaltam a importdncia da decloracdo na degradacdo do
diclofenaco.

O estudo conduzido por Granatto et al. (2020), teve como ponto de partida a investigacdo do
potencial metanogénico do lodo anaerdbio submetido a diclofenaco e ibuprofeno em reatores em batelada.
Foram utilizados trés co-substratos separadamente, a saber: etanol, fumarato e metanol. Nossa abordagem
ird apresentar apenas os resultados obtidos com o diclofenaco. Os autores observaram a degradacdo do
diclofenaco com e sem os co-substratos em 4 diferentes doses controle (D1, D2, D3 E D4) e verificaram que
ocorreu menos remogao sem os co-substratos e na presenca de fumarato, também foi verificado que sem
co-substratos, ocorreu um aumento na remocao de diclofenaco. O maior potencial metanogénico (11.530 +
368 umolCH4) e maior remogao de diclofenaco (28,24 + 1,10%) foi observada utilizando-se o co-substrato
etanol. Conforme os autores, a estrutura molecular do diclofenaco condicionou a maior diversidade de
popula¢des bacterianas, o posterior sequenciamento de RNAr permitiu a identificagdo de géneros
bacterianos capazes de realizar a clivagem do anel aromatico, B-oxidacdo e oxidacdo de etanol e acidos
graxos. Em relagdo ao Dominio Bacteria, a maior abundancia relativa foi observada entre os géneros
Smithella, Sulfuricurvum e Synthophus, ja em relacdo ao dominio Archaea, destacou-se o género
Methanosaeta.

Sharma et al. (2020) isolaram a bactéria Klebsiella pneumoniae do esgoto e avaliaram a eficiéncia de
remocao do diclofenaco de sddio. Os experimentos foram feitos com diferentes concentragdes do farmaco,
sendo 10, 30, 50 e 70 mg/L, em temperatura de 302 C e pH 7; além disso, fizeram um experimento controle,
sem o indculo da bactéria, para avaliacdo de degradacdo abidtica, onde os resultados ndo mostraram
nenhuma redugdo na concentracdo do farmaco. Os resultados demonstraram também que quanto maior a
concentracdo do diclofenaco, menor era o crescimento da col6nia devido ao aumento das condi¢Ges de
estresse. Visto que ndo houve degradacdo abidtica, as bactérias estudadas sdo responsaveis pela
biodegradacdo. Apds 72 horas de tratamento na concentragio de farmaco de 10 mg/L, a remoc&o foi de 79%,

e na concentracdo de 70 mg/L a remocéo foi de 44%.

CONCLUSAO

E inquestionavel que estagdes de tratamento de aguas residuais precisam ser atualizadas para a
remocgao de farmacos. Sendo assim, surgem iniciativas de biorremediacdo, que se destacam por exibirem
baixo custo, eficiéncia e sustentabilidade quando comparados a outros métodos. Nossa pesquisa buscou
conhecer e discutir as principais novidades relacionadas a biorremediacdo do diclofenaco realizadas por
diversos grupos de organismos, a saber: algas, fungos e bactérias, também tratamos a respeito da
biorremediacdo enzimatica e abordamos brevemente outras formas de biorremediacdo que ndo se incluem

nas anteriores.
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Lancando o olhar acerca da biorremediacdo com a utilizacdo de microalgas, observamos que a
espécie Scenedesmus obliqus destacou-se por alcangar a remogdo de 79.09 e 99 % em dois trabalhos
utilizando a dose de 25.000 pg/L, entretanto os autores que utilizaram esta espécie ndo a testaram sob
exposicdo de outras concentra¢des do farmaco em estudo, portanto mais estudos devem ser realizados
expondo esta espécie a outras concentragdes. Foi observado também que Picocystis sp. alcancou a maxima
remocgao de 73%, entretanto, aumentando-se a dose foi verificada a reducdo do percentual de remogao por
biodegradacgado e biotransformacdo. Nesse sentido é importante frisar que a biodegradag¢ao de um poluente
também é regida pelo equilibrio entre a tolerdncia do organismo a toxicidade do poluente e sua capacidade
de degrada-lo.

Em relagdo a biorremediacdo com fungos para o tratamento do diclofenaco mostrou-se muito
eficiente (acima de 96%) pelas espécies Trametes versicolor, Ganoderma lucidum, Irpex lacteus e Penicilium
oxalicum com doses que variaram de 100 mg/L a pg/L. Os principais mecanismos envolvidos foram a
biodegradacao, seguidos de oxidacao e biotransformacao.

Em relacdo a biorremediacdo bacteriana, o processo de biodegradacdo foi predominante e os
melhores percentuais de remogao ocorreram com a aplicacdo de diversas espécies combinadas. Entretanto,
quando estudadas separadamente, as espécies Bacillus subtilis (168 trpc2) e Klebsiella pneumoniae
alcangaram 88,3% e 79 % respectivamente e em trabalhos diferentes.

Em relagdo a biorremediagdao enzimatica, a enzima lacase destacou-se por possuir intensa atividade
catalitica na oxidacdo de compostos aromaticos e recalcitrantes. Pesquisas que aplicaram esta enzima
obtiveram excelentes percentuais de remocdo do diclofenaco que variaram de 94 a 100% em doses de 20
pg/L a 5000 pg/L. Percebeu-se também o aprimoramento das tecnologias referentes a sua aplicacdo, sendo
a pesquisa mais recente voltada para a otimizacdo do tratamento enzimatico (preparagdo enzimatica
melhorada) de modo a melhorar a estabilidade da enzima para obter mais eficiéncia e consequentemente
reducdo dos custos do processo de tratamento para remocao do farmaco.

Em todos os trabalhos em que os efluentes com diclofenaco passaram por testes toxicoldgicos antes
e apos o tratamento, verificou-se que as técnicas de biorremediacdo aplicadas promoveram a reducdo da

toxicidade para os organismos testados.
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