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RESUMO

A continua insercio dos farmacos no ambiente exige novas estratégias tec-
nolodgicas para remové-los das dguas residudarias domésticas e industriais.
Com o objetivo de conhecer o estado da arte recente sobre a biodegrada-
cao do diclofenaco, o presente trabalho permitiu identificar o estdgio atu-
al das pesquisas sobre a biodegradacao desse farmaco por microrganismos,
confirmando a necessidade de aumentar os esforcos de investigacio para a
prospeccio de microrganismos mineralizadores. Contribuiu, ainda, para
alertar sobre a importincia de os estudos optarem por um planejamento
experimental robusto, visando comprovar a atuacio do microrganismo
no farmaco, pela inclusao de controles abioticos adequados, e a seguranca
do processo, pela avaliacio da toxicidade aguda e cronica, em vérios niveis
troficos.

PALAVRAS-CHAVE

Biodegradacio de formaco. Contaminantes emergentes. Biorremediacio.

1 INTRODUCAO

partit da década de 1980, um novo grupo de substincias

quimicas se destacou como poluente ambiental. Denominado de
contaminantes emergentes, esse grupo compreende compostos

uimicos naturais ou sintéticos, que nio sio ainda objetos

de monitoramento ambiental por muitos paises. Neste grupo, estio
incluidas varias classes de farmacos, como antibidticos, analgésicos, anti-
inflamatorios, reguladores lipidicos, hormonios sintéticos, além de produtos
de limpeza e higiene pessoal, hormonios naturais e compostos usados na
producio de resinas e plastico. A ocorréncia dos contaminantes emergentes
em cursos d’dgua constitui ameaca a satde publica e aos ecossistemas. Os
impactos dessas substincias incluem toxicidade aquatica, carcinogenia,
genotoxicidade, interferéncia no sistema endocrino e reprodutivo e selecio
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de bactérias multirresistentes (AQUINO; BRANDT; CHERNICHARO, 2013; FONTES et
al., 2018; REIS FILHO et al., 2007; SILVA; COLLINS, 2011).

Do ponto de vista da saide ambiental, os dois subgrupos mais importantes dos poluentes
emergentes sio os interferentes enddcrinos e os farmacos, os quais estio presentes no am-
biente em concentracdes na ordem de ng.L! a pg.L? (LIU et al., 2017; PEREIRA et al., 2016;
SILVA; COLLINS, 2011). Os farmacos sio substincias quimicas com atividade bioldgica, ou
seja, capazes de interagir com os sistemas bioquimicos dos seres vivos. Sao introduzidos no
ambiente principalmente em decorréncia da sua presenca na rede coletora de esgoto, lanca-
mento de efluentes industriais e pelo descarte inadequado de medicamentos. Os sistemas
convencionais empregados para o tratamento de 4dguas residuarias e industriais nio foram
concebidos para tratar os contaminantes emergentes. Assim, os formacos nio sio removidos
completamente nas estacoes de tratamento de esgoto (ETEs), sendo a sua taxa de remocio
bastante varidvel e, geralmente, incompleta. Diversos fArmacos permanecem no efluente de
ETEs e podem atingir os corpos de dgua e estacdes de tratamento de dgua e se constituirem
em ameaca a saide humana e ambiental devido aos seus efeitos toxicos cronicos (AQUINO;
BRANDT; CHERNICHARO, 2013; CORCORAN; WINTER; TYLER, 2010; DESBIOL-
LES et al., 2018; DESCHAMPS et al., 2012; FERRARI et al., 2003; LI et al., 2019; PATEL et
al., 2020; PEREIRA et al., 2020a; MELO et al., 2009; REIS FILHO et al., 2007; STUMPF et
al., 1999; THOMAIDI et al., 2015).

O diclofenaco (DCF) (Figura 1) ¢ um dos farmacos mais encontrados no ambiente, devi-
do ao seu amplo consumo mundial pela sua funcio analgésica e anti-inflamatoria. Esse me-
dicamento consiste em um anti-inflamatorio ndo estereoidal, formado por um diclorofenil
ligado a um 4cido fenilacético por meio de um grupo amina (BORGES et al., 2016; LANGE-
NHOFF et al., 2013; PEREIRA et al., 2020a).

Figura 1 - Forma estrutural da molécula de DCF.
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Fonte: adaptado de Borges et al. (2016).

Assim como outros farmacos, o DCF nio ¢ facilmente removido pelos sistemas con-
vencionais de tratamento empregados nas ETEs. Segundo Aquino, Brandt e Chernicharo
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(2013), o DCEF passa praticamente incolume pelo sistema de lodo ativado, devido a baixa
remocio por sorcio e biodegradacio. No pos-tratamento, é detectada a presenca de cerca de
30 a 70% da concentracio inicial de DCF (AQUINO; BRANDT; CHERNICHARO, 2013;
LONAPPAN et al., 2016; RODARTE-MORALES et al., 2012). Em recente revisio, Pereira et
al. (2020a) registraram que a eficiéncia média da remoc¢io do DCF por ETEs ¢é de 34%, sendo
a minima de 0% e a maxima de 80%.

A exposicio ao DCF, assim como aos seus metabolitos, propicia efeitos prejudiciais a
diversos organismos nio alvos (algas, moluscos, peixes, dentre outros), como amplamente do-
cumentado na literatura (TROMBINL; HAMPEL; BLASCO, 2019; FEITO; VALCARCEL;
CATALA, 2012; CUKLEV et al., 2011; FACEY et al., 2018; RIBAS; ZAMPRONIO,ASSIS,
2016, 2017; FONTES et al., 2018; HOEGER et al., 2005; MOREIRA et al., 2018; NIETO et
al., 2017; PEREIRA et al., 2020b; TRIEBSKORN et al., 2004. Em 2013, o DCF foi incluido
pela Unido Europeia na lista de substincias prioritarias que devem ser objetos de monitora-
mento ambiental (PARLAMENTO EUROPEU, 2013). No Brasil, ainda nio existe legislacio
dispondo de valores limites de lancamento de farmacos no ambiente (ESCHER et al. 2019).

A continua insercio dos farmacos no ambiente exige novas estratégias tecnoldgicas para
auxiliar na remocio desses contaminantes das dguas residudrias domésticas e industriais.
Nesse sentido, ¢ grande o interesse pela biorremediacio, ou seja, o uso da capacidade dos
seres vivos (bactérias, arqueas, fungos e plantas) ou de seus componentes (como as enzimas),
de degradar, reduzir ou eliminar contaminantes orginicos (MACHADQO; NASCIMENTO;
ARAU]JO, 2016; KRZMARZICK et al., 2018).

A biorremediacdo apresenta vérias vantagens em relacio a outras técnicas de remocio
de poluentes do ambiente, podendo-se destacar o baixo custo e a possibilidade de obter-se
a completa degradacao do poluente, ou seja, sua mineralizacio, com sua transformacio em
produtos finais menos téxicos ou indcuos aos seres vivos (AZUBUIKE; CHIKERE; OK-
POKWASILI, 2016; MACHADO et al., 2016; MATHEUS; MACHADO, 2002). Processos
bioldgicos, como a biorremediacio, combinados a processos fisico-quimicos podem consti-
tuir potenciais estratégias para o tratamento secunddrio ou terciario em ETEs, assegurando
a qualidade da 4dgua de abastecimento e reduzindo a contaminacdo ambiental por esses po-

luentes MEEBURG et al. 2012).

De forma a subsidiar o desenvolvimento de processos de biorremediacio, esforcos tém
sido conduzidos para avaliar o potencial de microrganismos para a biodegradacio de farma-
cos. Nos ecossistemas naturais, bactérias e fungos sio os principais agentes atuantes na de-
gradacio de moléculas orginicas. A acio desses microrganismos em um composto orginico
pode se dar por diferentes vias metabolicas, resultando na sua degradacio em moléculas mais
simples, na sua mineralizacio (degradacio completa) ou na sua transformacio, processo no
qual a complexidade quimica do composto orginico nio ¢ alterada de forma significativa.
Com excecao da mineralizacdo, os demais processos podem resultar na formacio de metabo-
litos, os quais podem ser até mais téxicos que o composto original MARCO-URREA et al.,
2010; TIBURTIUS; SCHEFFER, 2014).

A mineralizacio de um composto orginico poluente ¢ o destino final de preferéncia para
a sua remociao do ambiente. A mineralizacio de um composto orginico poder ser obtida a
partir do uso de microrganismos que o utilizam como fonte de carbono e energia ou entio
por co-metabolismo, processo no qual o microrganismo atua em um composto orginico, sem
que o produto resultante contribua para a sobrevivéncia do microrganismo. A degradacio
por co-metabolismo ocorre na presenca de um outro composto orginico, o qual é empregado
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pelo microrganismo como fonte de carbono e energia (GAYLARDE; BELLINASSO; MAN-
FIO, 2005; MATHEUS; MACHADO, 2002).

Assim, a capacidade do microrganismo de mineralizar o poluente constitui uma impor-
tante caracteristica a ser observada nos estudos que visam subsidiar a aplicacio posterior do
microrganismo para o desenvolvimento de estratégias de biorremediacio. Para que o estudo
evidencie a capacidade de um microrganismo de mineralizar um composto organico, fazse
necessario identificar a ocorréncia da reducio da sua concentracio por meio de mecanismos
ndo relacionados a acio microbiana. Além da acio biologica do microrganismo, os possiveis
mecanismos atuantes para a remoc¢io de um composto organico de uma matriz ambiental po-
dem incluir: sor¢io (adsorcio e absorcio), volatilizacio e reacdes quimicas abidticas (DENG

et al., 2016; PALLI et al., 2017; NGUYEN et al. 2013, 2019; WU et al., 2019).

Os estudos que pretendem avaliar o potencial uso de microrganismos para a remocio de
contaminantes emergentes, como o DCF, precisam abordar com clareza o destino final do
poluente a partir do estudo do metabolismo microbiano envolvido na sua remocio. Outro
aspecto importante é assegurar que os metabolitos formados durante a aplicacio de métodos
biologicos ndo sejam mais toxicos que o composto original. Isso tem sido feito pela inclusio
de ensaios de toxicidade, uma vez que eles complementam as anélises quimicas. Nao menos
importante é a concentracio inicial do farmaco, uma vez que esse parametro influencia a sua
biodegradacdo, por exemplo, pela toxicidade ou pela incapacidade de induzir a sintese das
enzimas envolvidas na sua degradacdo. Por fim, a escala na qual a biodegradacio ¢é avaliada
(laboratorial, piloto ou industrial) fornece informacdes relevantes sobre o potencial de aplica-
bilidade do processo de biodegradacio.

Com o objetivo de conhecer o estado da arte recente sobre a biodegradacio do DCF por
cultura pura de microrganismos, o presente estudo realizou uma pesquisa sistematica da lite-
ratura, procurando identificar: os microrganismos capazes de atuar nesse farmaco, o destino
do farmaco apos atuacio do microrganismo, considerando o processo metabdlico envolvido
na sua remocio e a toxicidade dos produtos finais, as concentracoes do farmaco empregadas
nos estudos de biodegradacio e a escala na qual a biodegradacio foi avaliada.

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo trata de revisio sistemadtica da literatura, tendo como base artigos cien-
tificos experimentais, de modo a realizar um recorte da bibliografia especializada do campo
de degradacio de diclofenaco por microrganismos. Para a coleta de dados foram utilizadas
as bibliotecas virtuais National Center for Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/), PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) e Scientific Electronic Library On-
line (SciELO) (https://www.scielo.org/) e as seguintes palavras-chave: remocio diclofenaco
microrganismos, biodegradacio diclofenaco e diclofenac biodegradation. Os grupos microbia-
nos pesquisados incluiram bactérias, fungos e arqueas.

A identificacdo inicial das possiveis fontes de informacio consistiu na selecio das publi-
cacoes considerando-se seus titulos e resumos. Posteriormente, as publicacoes a serem utiliza-
das na revisao foram selecionadas a partir da leitura detalhada do artigo, com fichamento das
informacdes significativas para atingir os objetivos propostos. Foram incluidas publicacoes
do periodo de 2009 a 2019 que avaliaram a degradacio do DCF por cultura pura de micror-
ganismos cultivados em matrizes liquidas, como meio de cultura e efluentes sintéticos e reais.
Foram excluidos os artigos de revisdo, aqueles que examinaram a degradacio do DCF por
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comunidades microbianas mistas, aqueles que usaram o DCF em mistura com outros firma-
cos ou entio aqueles que usaram apenas as enzimas microbianas e nio a biomassa fingica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

No periodo de 2009 a 2019, foram recuperados um total de 79 artigos cientificos que
possuiam titulos e resumos que remetiam a temdtica da degradacio de DCF pelo emprego
das palavras-chave. Desses, apenas oito artigos cientificos (Quadro 1) atenderam aos critérios
de inclusio e exclusio pré-determinados, permitindo evidenciar a escassez de estudos sobre a
atuacdo de microrganismos no DCF no periodo de 2009 a 2019.

Quadro 1 - Artigos cientificos publicados no periodo de 2009 a 2019 que avaliaram a degradacdo do

diclofenaco por acdo de microrganismos.

Autores

Titulo

Marco-Urrea et al.
(2010)

Hata et al. (2010)

Aissaoui et al.
(2017)

Palyzova et al.
(2018)

Moreira et al.
(2018)
Olicon-Hernandez
et al. (2019)
Ivshina et al. (2019)
Cruz-Ornelas et al.
(2019)

Degradation of the drug sodium diclofenac by Trametes versicolor pellets and
identification of some intermediates by NMR

Removal of diclofenac and mefenamic acid by the white rot fungus
Phanerochaete sordida YK-624 and identification of their metabolites after
fungal transformation

Metabolic and Co-Metabolic Transformation of Diclofenac by Enterobacter
hormaechei D15 Isolated from Activated Sludge

Potential of the strain Raoultella sp. KDF8 for removal of analgesics

Biodegradation of Diclofenac by the bacterial strain Labrys portucalensis F11

Evaluation of diclofenac biodegradation by the ascomycete fungus Penicillium
oxalicum at flask and bench bioreactor scales

Features of diclofenac biodegradation by Rhodococcus ruber IEGM 346
Biodegradation of NSAIDs and their efect on the activity of ligninolytic enzymes
from Pleurotus djamor

Nota-se uma auséncia de artigos cientificos sobre a temdtica estudada no periodo de 2010
a 2017 e uma maior producio cientifica a partir de 2018. Isso pode evidenciar o crescente
interesse cientifico pela degradacio de DCF nos ultimos anos, provavelmente impulsionado
pela inclusio desse farmaco, em 2013, na lista de substincias prioritarias que devem ser obje-
tos de monitoramento ambiental pela Unido Europeia.

3.1 Microrganismos capazes de atuar no DCF e mecanismo envolvido na sua
remocao

A Tabela 1 sistematiza as informacdes resultantes da pesquisa referente aos microrga-
nismos capazes de atuar no DCF e 0 mecanismo envolvido na remocio desse farmaco. As
bactérias estudadas quanto a capacidade de degradar o DCF foram Enterobacter hormaechei
(AISSAOUI et al., 2017), Labrys portucalensis (MOREIRA et al., 2018) e Raoutella sp. (PALYZO-
VA et al., 2018) pertencentes ao filo Proteobacteria, e Rhodococcus ruber (IVSHINA et al.,
2019) pertencente ao filo Actinobacteria. Em relacio aos fungos estudados quanto a capa-
cidade de degradar o DCF, os estudos empregaram espécies do filo Basidiomycota (Phanero-
chaete sordida, Pleurotus djamor e Trametes wversicolor) e do filo Ascomycota (Penicillium oxalicum)
(CRUZORNELAS et al., 2019; HATA et al., 2010; MARCO-URREA et al., 2010; OLICON-
-HERNANDEZ et al., 2019). Nao foram encontrados estudos que avaliaram o potencial de
arqueas para a degradacio de DCF.
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Tabela 1 - Microrganismos capazes de atuar no diclofenaco (DCF) e 0 mecanismo envolvido na remocio

desse farmaco, de acordo com os estudos cientificos publicados no periodo de 2009 a 2019.

.Grup.o Organismo Mecanismo Co-. Referéncia
microbiano metabolismo
Enterobacter R sim Aissaoui et al. (2017)
hormaechei
Bactéria Raoutella sp. NE sim Palyzova et al. (2018)
Labrys portucalensis Ml sim Moreira et al. (2018)
Rhodococcus ruber DE sim Ivshina et al. (2019)
Trametes versicolor MI - Marco-Urrea et al.
(2010)
Phanerochaete TR - Hata et al. (2010)
Fungo sordida L .
Penicillium oxalicum TR sim Olicon-Hernandez et al.
(2019)
. Cruz-Ornelas et al.
Pleurotus djamor NE - (2019)

NOTA: DE: degradacio; MI: mineralizacio; NE: ndo evidenciado; TR: transformacio; -: nao explorado.

A leitura dos oito artigos selecionados propiciou identificar trés outros estudos (BESSA
et al., 2017; DOMARADZKA et al., 2016; STENHOLM et al., 2018), no ambito da tematica
da degradacio do DCF por microrganismos, que nio foram recuperados pela pesquisa das
palavras-chaves nos bancos de dados das bibliotecas virtuais empregadas. Além disso, foi feita
uma pesquisa na literatura para identificar os artigos sobre essa tematica publicados antes de
2009, sendo detectados apenas dois estudos (OSORIO-LOZADA et al., 2008; WEBSTER et
al., 1998) que avaliaram a capacidade de microrganismos de degradar DCF nas mesmas con-
dicoes que foram selecionadas para a realizacio do presente estudo, ou seja, por cultura pura
do microrganismo, em matrizes liquidas, sem uso de mistura de farmacos. Os microrganis-
mos avaliados nesses estudos foram bactérias dos géneros Actinoplanes (OSORIO-LOZADA
et al., 2008), Raoultella (DOMARADZKA et al., 2016) e Brevibacterium (BESSA et al., 2017) e
os fungos Epicoccum nigrum IMI354292 (WEBSTER et al., 1998) e Trametes versicolor (DOMA-
RADZKA et al., 2016).

Assim, foi possivel evidenciar que poucos microrganismos foram objeto de investigacio
até o momento, reforcando a necessidade de serem investidos maiores esforcos na biopros-
peccio de microrganismos com capacidade de atuar no DCF. Ressalta-se a importincia do
recorte do objeto selecionado para o presente trabalho de forma a assegurar o nivel de co-
nhecimento necessario sobre o processo de biodegradacio do DCF por culturas puras de
microrganismos como subsidio para o desenvolvimento de novas tecnologias de remediacio
que possam contribuir para o enfrentamento da poluicio causada pelos contaminantes emer-
gentes.

A capacidade do fungo T. versicolor de mineralizar o DCF foi evidenciada pelo desapareci-
mento total do DCF e dos seus metabdlitos apds o tratamento com o fungo, em comparacio
aos controles abioticos MARCO-URREA et al., 2010). Durante o processo de remocio do
farmaco pelo fungo, foram detectados e identificados dois metabolitos (4™-hidroxidiclofenaco
e 5-hidroxidiclofenaco). Esses metabélitos sio conhecidos intermedidrios da degradacio do
DCEF pelo ser humano, animais e microrganismos (GRONING et al. 2007; STIERLIN; FAI-
GLE, 1979; WEBSTER et al. 1998). Apesar do crescimento do fungo ser feito na presenca de
glicose, nio foi explorada a possibilidade de a degradacio ser resultante de co-metabolismo.
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DCEF foi removido totalmente do meio de cultura durante o crescimento do fungo P.
sordida (HATA et al., 2010). Durante o crescimento do fungo na presenca de DCF foram
identificados trés metabolitos (4”-hidroxidiclofenaco, 5-hidroxidiclofenaco e 4’,5-diidroxidi-
clofenaco), evidenciando a capacidade do fungo de transformar o farmaco. No entanto, os
metabolitos nao foram objeto de identificacdo no tempo final do tratamento nao sendo pos-
sivel confirmar a ocorréncia de mineralizacio do farmaco pelo fungo. O estudo nio descre-
veu os controles abidticos, dificultando evidenciar qual foi a real acio do fungo na remocio
do farmaco. Apesar do crescimento do fungo ser feito na presenca de glicose, também nio
foi explorada a possibilidade de ter ocorrido co-metabolismo.

Aissaoui et al. (2017) avaliaram a remocao de DCF pela bactéria E. hormaechei isolada de
lodo ativado. Transformacio do DCF por E. hormaechei foi detectada tanto quando DCF foi
a tnica fonte de carbono, quanto em co-metabolismo, com glicose como fonte suplementar
de carbono e energia. A transformacio do DCF por E. hormaechei foi evidenciada pela identi-
ficacdo de apenas um metabdlito (142,6-diclorofenil)-2-indolinona), o qual ndo foi detectado
nos controles abioticos. Nenhuma remocio do DCF foi observada nos controles abioticos e
nos controles usados para determinar a adsorcio do firmaco na biomassa, permitindo aos
autores evidenciarem a acio da bactéria na remocio do farmaco.

Palyzova et al. (2018) avaliaram a remocio de DCF pela bactéria Raoutella sp. modificada
por mutagénese quimica. Os autores concluiram que o DCEF foi transformado pela bactéria,
em co-metabolismo, com apenas um metabdlito sendo identificado (4’-hidroxidiclofenaco).
A concentracio desse metabolito reduziu para niveis inferiores ao limite de deteccio apds 72
horas do cultivo da bactéria. No entanto, a auséncia de controles abiéticos dificultou eviden-
ciar a capacidade da bactéria de mineralizar o DCF.

L. portucalensis foi capaz de mineralizar o DCF em co-metabolismo, com suplementacio
periodica de acetato (MOREIRA et al., 2018). Foram detectados e identificados 12 metabo-
litos, alguns ja descritos anteriormente (4-hidroxidiclofenaco, 5-hidroxidiclofenaco, acido
2-2,6-dicloro-4-metoxianilina) fenilacético e 5-hidroxidiclofenaco quinona-imina), permi-
tindo que os autores propusessem a via metabolica de degradacio do DCF pela bactéria.
Nenhum metabolito foi detectado no tempo final do tratamento com a bactéria e foram
observadas quantidades estequiométricas de cloretos. Os controles empregados indicaram a
ndo ocorréncia de degradacio da molécula de DCF por meio de reacdes abioticas.

Total remocio do DCF por co-metabolismo foi observada para o fungo P. oxalicum (OLI-
CON-HERNANDEZ et al., 2019). Foram detectados sete metabdlitos e quatro deles foram
identificados (4-hidroxidiclofenaco, 5-hidroxidiclofenaco, 4’,5-diidroxidiclofenaco e diclofe-
naco acilglucoronido). A maioria dos metabélitos foi proveniente de hidroxilacio do DCEF,
permitindo evidenciar a capacidade do fungo de transformar o farmaco. Dois metabdlitos
ndo identificados foram provenientes de reacdes de fotodegradacio. Os autores propuseram
uma via metabolica para a remocio e destoxificacio do DCF envolvendo tanto processos
biolégicos (acio do fungo) quanto fisicos (fotodegradacio).

A capacidade de R. ruber degradar o DCF foi observada por Ivshina et al. (2019). A
remocio do DCF pela bactéria foi acelerada na presenca de glicose, evidenciando a
ocorréncia de co-metabolismo. Atuacio da bactéria no DCF foi confirmada pelo aumento
do consumo de oxigénio durante o processo metabolico, evidenciando atividade catalitica e
o envolvimento de oxigenases. Foram detectados e identificados um total de 16 metabdlitos,
sendo alguns ja descritos em outros estudos (4-hidroxidiclofenaco, 5-hidroxidiclofenaco,
5-hidroxidiclofenaco quinona-imina). Ficaram evidenciadas a clivagem da ligacdo covalente
C-N, a abertura do anel aromatico nio clorado, a formacio de 4cido fenilacético, como um
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dos metabdlitos intermedidrios, e de acido fumarico, como metabolito final. DCF nio foi
detectado no tempo final do crescimento da bactéria e nenhum metabolito foi detectado nos
controles abioticos, evidenciando a degradacio do DCF pela bactéria.

P. dijamor foi capaz de remover DCF (CRUZ-ORNELAS et al., 2019), mas como os meta-
bolitos nio foram objeto de andlise, ndo foi possivel evidenciar qual tipo de metabolismo es-
taria envolvido na remocio do farmaco pelo fungo. Apesar do crescimento do fungo ter sido
feito na presenca de fontes complexas de carbono, também nio foi explorada a possibilidade
da ocorréncia de co-metabolismo.

3.2 Concentracao inicial de DCF e sua remog¢ao por microrganismos

Os farmacos estdo presentes no ambiente em concentracdes na ordem de ng.L" a pg.L?!
(HEBERER; SCHMIDT-BAUMLER; STAN, 1998; LIU et al., 2017; PEREIRA et al., 2016;
RADJENOVIC; PETROVIC; BARCELO, 2009; SILVA; COLLINS, 2011). Melo et al. (2009)
reportaram concentracdes de DCF variando entre 0,02 a 4 pg.L"! em diferentes matrizes am-
bientais de diversos paises. Para o Brasil, os autores registraram valores de DCF de 0,02 e 4
pg.L! na agua superficial, de 0,04 a 2,9 pg.L! em esgoto bruto e de 1,8 pg.L"! em efluentes
de ETE.

A concentracio inicial do DCF empregada nos oito estudos avaliados compreendeu va-
lores entre 45 pg.L! e 5.000.000 pg.L! (Tabela 2). Apenas dois estudos avaliaram concentra-
coes proximas aquelas detectadas no ambiente (IVSHINA et al., 2019; MARCO-URREA et
al., 2010). A porcentagem de remocio do DCF variou de acordo com o microrganismo, com
a concentracio inicial de DCF empregada no estudo e com o tempo de cultivo.

Marco-Urrea et al. (2010) usaram duas concentracoes de DCF com o objetivo de avaliar a
capacidade de T. versicolor de remover o farmaco em uma concentracio inicial alta (10 mg.L")
e em outra proxima da concentracio encontrada na natureza (45 pg.L"). Remocio de 100%
do DCEF foi observada apos 0,5 e 4 horas nas concentracoes de 45 pg.L! e 10 mg.L, respecti-
vamente. Com o mesmo objetivo, Ivshina et al. (2019) avaliaram também a capacidade de R.
ruber de remover o farmaco em duas concentracoes (50 mg.L"! e 50 pg.L"). Remocio de 100
e 50% do DCEF foi observada apés 6 e 60 dias nas concentracdes de 50 pg.L' e 50 mg.L ",
respectivamente.

Tabela 2 - Concentracido do diclofenaco (DCF) empregada nos estudos cientificos publicados no periodo de
2009 a 2019, sua porcentagem de remocio, tempo no qual foi observada a remocao e capacidade do sistema

de cultivo do microrganismo.

Tempo no qual

Concentracdo  Remocgdo foi observada Capacidade do
Organismo do DCF do DCF - sistema de Referéncia
(ug. L) (%) @ 'ez“‘)”“ cultivo (mL)
Trametes 45 100 0,5 250 Marco-Urrea
versicolor 10.000 100 4 et al. (2010)
Phanerochaete Hata et al.
sordida 29.614 100 144 100 (2010)
Enterobacter 10.000 53 48 250 Aissaoui et al.
hormaechei 50.000 82 (2017)
1.000.000 96
2.000.000 88 Palyzové et
Raoutella sp. 3.000.000 71 96 < 20* al. (2018)
4.000.000 64
5.000.000 63

86



BIODEGRADAGAO DO DICLOFENACO: UMA REVISAQ

Tempo no qual

Concentragao Remogdo foi observada Capacidade do
Organismo do DCF do DCF - sistema de Referéncia
(ng. LY (%) a re;’r;\;)gao cultivo (mL)
Trametes 45 100 0,5 250 Marco-Urrea
versicolor 10.000 100 4 et al. (2010)
Phanerochaete Hata et al.
sordida 29.614 100 144 100 (2010)
Enterobacter 10.000 58 48 250 Aissaoui et al.
hormaechei 50.000 82 (2017)
1.000.000 96
2.000.000 88 Palyzové et
Raoutella sp. 3.000.000 71 96 <20* al. (2018)
4.000.000 64
5.000.000 63

NOTA: *placa para cultivo de células 6 pocos; **microplaca 96 pocos.

Os demais estudos empregaram concentracdes iniciais de DCF muito superiores aquelas
detectadas no ambiente. Hata et al. (2010) empregaram DCF na concentracio de 29.615 pg.L-
I'com 100% de remocio do farmaco por P. sordida apds 6 dias. Aissaoui et al. (2017) observa-
ram remocio de 53% e de 82% do DCF por E. hormaechei, apos 48 horas, quando o farmaco
foi empregado nas concentracoes de 10 mg.L! e de 50 mg.L", respectivamente. Palyzov4 et al.
(2018) avaliaram a remocdo de DCF, nas concentracdes de 1, 2, 3, 4 e 5 g.L!, por Raoutella
sp. A porcentagem de remocio diminuiu com o aumento da concentracio de DCF, com
maximo valor de 96% e minimo de 63% para as concentracdes de 1 e 5 g.L'!, respectiva-
mente, apos 96 horas do tratamento com a bactéria. Moreira et al. (2018) também avaliaram
diferentes concentracoes de DCF (1,7; 3,3; 8,4; 17,5 e 34 uM) para averiguar a capacidade
de remocio do farmaco por L. portucalesis. Foi observada a remocio total de DCF em todas
as concentracdes avaliadas, no intervalo de 6 a 25 dias para as concentracdes de 1,7 e 34
M, respectivamente. Olicon-Hernandez et al. (2019) empregaram DCF na concentracio de
29.614 pg. L', de maneira a avaliar a capacidade de P. oxalicum de remover o farmaco, sendo
observada remocio de 100% do farmaco em 24 horas. Cruz-Ornelas et al. (2019) observaram
remocio de 93% do DCF na concentracio de 10 mg.L" por P. djamor ap6s 6 horas.

3.3 Escala empregada nos estudos de degradacao de DCF por microrganis-
mos

A maioria dos estudos avaliados empregou a escala laboratorial para o estudo da degra-
dacio do diclofenaco, com o uso de sistemas de cultivo com capacidades que variaram de 0,4
a 250 mL (Tabela 2). Apenas Olicon-Hernddez et al. (2019) desenvolveram seus estudos em
duas escalas: em frascos com capacidade de 125 mL e em biorreatores com capacidade de 3 L.

A menor escala ¢ usada no inicio do desenvolvimento de uma determinada area de pes-
quisa, uma vez que atende de forma satisfatoria aos estudos que visam, por exemplo, na drea
da degradacio de poluentes orginicos, a selecio de linhagens microbianas, a definicio das
melhores condicoes de cultivo e as informacdes basicas sobre os mecanismos envolvidos na
degradacio. Ficou evidenciado que o periodo selecionado para esse estudo, 2009 a 2019,
concentrou a fase inicial dos estudos sobre a degradacio de DCF por microrganismos em
cultura pura.
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3.4 Toxicidade dos metabdlitos formados pela acao dos microrganismos no
DCF

A inclusio de ensaios de ecotoxicidade nos estudos de biodegradacao visa acompanhar
a possivel formacio de metabolitos toxicos durante a acio dos microrganismos no farmaco.
Dos artigos analisados, apenas trés determinaram a toxicidade e usaram bioensaios para ava-
liar apenas o efeito agudo. Os demais estudos nio determinaram a toxicidade dos metabéli-
tos produzidos durante a remocao do farmaco, dificultando avaliar a seguranca da aplicacio
dos microrganismos estudados em novas tecnologias visando o tratamento de residuos con-

tendo DCF.

Marco-Urrea et al. (2010) confirmaram a nio toxicidade aguda dos produtos finais de
atuacio de T. versicolor durante mineralizacio do DCF usando o bioensaio padrio com a bac-
téria marinha Vibrio fischeri (Microtox). Os resultados desse estudo reforcam a importincia do
monitoramento do processo com a ecotoxidade. Os autores constataram remocio de 100%
do DCF nos frascos inoculados com o fungo, mas o controle abidtico empregado (biomassa
morta pelo calor) permitiu evidenciar remocoes de 47% e 80% do DCF por adsorcdo nas
concentracoes de 45 pg.L! e 10 mg.L", respectivamente. Assim, o resultado da toxicidade
atestou que o processo de degradacio do DCF pelo fungo nido produziu metabolitos toxicos.
Além disso, os autores detectaram toxicidade apenas para o controle ndo inoculado prepa-
rado com 10 mg.L' de DCF, muito superior as concentracdes normalmente encontradas
no ambiente. A auséncia de toxicidade do controle feito com a concentracio de 45 pg.L?!
de DCEF evidencia que o monitoramento deve incluir também bioensaios que identifiquem
o efeito cronico desse fArmaco, uma vez que os organismos aquaticos sio expostos a baixas
concentracdes de forma continua. Segundo Melo et al. (2009), os bioensaios que avaliam
efeitos cronicos ndo sio muito empregados uma vez que exigem um longo prazo para que
seja constatada a toxicidade.

Hata et al. (2010) confirmaram a capacidade de P. sordida de reduzir a toxicidade aguda do
DCEF, apos 6 dias de tratamento, usando ensaio com o crusticeo de dgua doce Thamnocepha-
lus platyurus. Como o estudo nio evidenciou a capacidade do fungo de mineralizar o DCF, os
resultados da toxicidade foram importantes para evidenciar a seguranca do tratamento com
o fungo. Olicén-Hernandez et al. (2019) utilizaram o bioensaio padrio com V. fischer (Micro-
tox) e verificaram correlacio entre a reducio significativa da toxicidade aguda e a remocio

do DCF.

Como pode ser verificado, foram empregados apenas dois organismos para o bioensaio
de ecotoxicidade: a bactéria marinha Vibrio fischeri e o crustaceo de 4gua doce Thamnocephalus
platyurus. Outro aspecto a ser considerado é a necessidade de os estudos incluirem bioensaios
frente aos vérios niveis troficos de forma a verificar o real impacto dos metabdlitos no am-
biente aqudtico.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho permitiu identificar o estagio atual das pesquisas sobre a biodegradacio
do DCF por microrganismos em cultura pura, sendo possivel evidenciar que um numero
pequeno de bactérias e fungos foram, até o momento, avaliados quanto a capacidade de
atuar no DCF. Os estudos revelaram a importincia do co-metabolismo para a remocio do
farmaco e que os hidroxidiclofenacos foram os principais metabolitos resultantes da atuacio
dos microrganismos no DCF. Ficou demonstrado que a maioria dos estudos empregaram
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concentracoes do DCF muito superiores aquelas detectadas no ambiente e que a maioria
das pesquisas sobre a biodegradacio do DCF por microrganismos ainda ¢ feita em escala
laboratorial empregando volumes muito reduzidos de matrizes liquidas. Espera-se que nos
préximos anos seja possivel acompanhar o interesse pelo aumento da escala do processo.

Considerando os resultados obtidos com os oito microrganismos avaliados, destaca-se a
performance do fungo basidiomiceto T. wversicolor. Ele foi capaz de remover completamente
o DCF por meio de sua mineralizacio e em concentracio proxima aquela encontrada na
natureza em um curto intervalo de tempo (0,5 horas), com a formacio de metabolitos finais
nao toxicos.

Ressalta-se a auséncia de controles abidticos adequados, o que dificultou evidenciar a
real capacidade de alguns microrganismos de atuar sobre a molécula do DCF. Além disso, a
auséncia de ensaios de ecotoxicidade na maioria dos estudos impediu confirmar a seguranca
ambiental do processo de remocio do farmaco pelo microrganismo. Esses dois aspectos re-
forcam a premissa de que os estudos precisam optar por planejamento experimental robusto,
para comprovar a atuacio dos microrganismos no formaco, em relacio nio apenas aos con-
troles abidticos, mas também no sentido de avaliar a ecotoxicidade aguda e cronica, por meio
da utilizacdo de vérios niveis tréficos.

Assim, o presente estudo confirmou a necessidade de aumentar os esforcos de investi-
gacido no sentido de prospectar possiveis microrganismos mineralizadores e otimizar as con-
dicdes de cultivo para assegurar que se estabeleca o processo de mineralizacio do farmaco.
Um arcabouco tedrico robusto na drea da degradacio do DCF por microrganismos permitira
inferir o potencial real dos processos bioldgicos utilizando microrganismos para degradacio
de farmacos nas estacoes de tratamento de esgoto, os quais poderiam ser aplicados posterior-
mente aos processos fisico-quimicos.
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ABSTRACT

The continuous insertion of pharmaceuticals into the environment requires new technolo-
gical strategies to remove them from domestic and industrial wastewater. With the objective
of knowing the recent state of the art on the biodegradation of diclofenac, the present work
allowed us to identify the current stage of research on the biodegradation of this drug by
microorganisms, confirming the need to increase research efforts for the prospection of
mineralizing microorganisms. It also contributed to alerting about the importance of studies
opting for a robust experimental design, aiming to prove the action of the microorganism in
the drug, through the inclusion of adequate abiotic controls, and the safety of the process,
through the evaluation of acute and chronic toxicity, in several trophic levels.
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