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This article is a review of the study by M. F. Blanco-Orta and co-workers,*
aiming to compare the results of the experiments conducted with other
literature, as well as addressing the issue of diclofenac found in our waters and
the possibility of bioremediation using easily obtainable fungi.

Este artigo é uma revisdo do estudo de M. F. Blanco-Orta e colaboradores,*
buscando comparar o resultado dos experimentos realizados com outras
literaturas, além de abordar a probleméatica do diclofenaco encontrado em
nossas aguas e a possibilidade da biorremediacdo utilizando fungos de facil
obtencdao.

Introducéao

A biorremediacdo é um processo que visa
degradar, remover ou reduzir produtos téxicos,
transformando-os em substancias ndo prejudiciais. No
Brasil, a poluicéo de rios, lagos e represas € frequentemente
causada por metais pesados, que sdo substéncias dificeis de
serem removidas. Dessa forma, surgem cada vez mais
estudos que buscam caracterizar fungos que possam
degradar ou remover esses poluentes. Entretanto, 0s metais
pesados ndo sdo os Unicos poluentes que podem ser
retirados da agua utilizando biorremediacao, surgem cada
vez mais estudos que buscam utilizar microrganismos para
esse fim, uma vez que esse é um processo que apresenta
menor agressao ao ecossistema.!

Além dos metais pesados, outros poluentes geram
preocupacBes. O amplo consumo de produtos farmacéuticos
seguidos de seu descarte inadequado tem causado aumento nas
concentracdes dessas substancias em ambientes aquaticos. 2 A
principal fonte de produtos farmacéuticos no ambiente é a
excrecdo de formas ndo metabolizadas ou metabolitos ativos
por humanos e animais de criacdo através de urina e fezes,
seguida pelo descarte de residuos da industria farmacéutica e
hospitais, bem como pela liberagdo doméstica de
medicamentos residuais. Essas substancias podem permanecer
por muito tempo no ambiente e, dentre elas, uma que estd
chamando atencédo dos pesquisadores por sua concentragdo nas
dguas é o diclofenaco (DCF), (2-[2-[(2,6-diclorofenil)
amino]fenil). 34
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Figura 1. Estrutura molecular do diclofenaco.
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O DCF faz parte do grupo dos Horménios e anti-
inflamatérios ndo esteroides (AINES), ele representa um risco
potencial comprovado para organismos, ambientes e humanos
e tem sido frequentemente detectado em aguas residuais, lodo
de esgoto e solos.® Devido aos potenciais efeitos nocivos, o
diclofenaco foi priorizado nas politicas de monitoramento da
dgua na Unido Europeia.®

Espécies marinhas que foram expostas ao DCF
apresentaram efeitos negativos em seus organismos como
estresse oxidativo, ativagdo de respostas imunes, decréscimo
na energia disponivel para crescer, entre outros.” O tratamento
convencional de efluentes geralmente ndo é eficaz na remogéo
do DCF, levando ao interesse crescente na biorremediacéo.
Estudos tém sido feitos explorando a utilizacdo de fungos,
bactérias ou microalgas para degradar contaminantes, uma vez
que esse processo €& considerado seguro, econdmico e
ecologicamente correto.*3° Os fungos, em particular, tém
mostrado eficacia na remogdo do diclofenaco, com taxas de
remocdo acima de 96%, pelas espécies Trametes versicolor,
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Ganoderma lucidum, Irpexlacteus e Peniciliumoxalicum,
usando mecanismos como biodegradacdo, oxidacdo e
biotransformag&o.?

No entanto, muitas outras espécies de fungos também
tém sido exploradas para fazer a biorremediacdo do DCF. O
artigo em referéncia que sera analisado traz o estudo da eficacia
de trés fungos produzidos industrialmente e usados na
biorremediacdo desse farmaco. Iremos entdo comparar a
eficacia com a de outros fungos estudados por outros autores
com esse mesmo objetivo.

Metodologia

M. F. Blanco-Orta e colaboradores fizeram este
estudo analisando as espécies Pleurotus ostreatus 32783, que
foi doada, Aspergillus niger 9142 e Penicillium roqueforti, que
foram isoladas do queijo azul.*

Os experimentos de remogéo de diclofenaco foram
realizados em meio minimo de sais de Vogel (MMV), em 1
litro de &gua destilada com 5 g de KH;PO., 3 g de citrato de
sodio penta-hidratado, 2 g de NH4NOs, 0,2 g de MgSO,4.7H20,
0,1 g de CaCl,.2H;0, 0,005 g de &cido citrico, 0,005 g de
ZnS04.7H,0, 0,001 g de Fe(NH4)2(S04)2.6H,0, 0,00025 g de
CuS04.5H,0, 0,00005 g de MnS0O4.H,0, 0,00005 g de H3BOs,
0,00005 g de NazMo04.H,0, 0,005 mg de biotina e 20 g de
glicose.*

O extrato flngico resultou de um periodo de
crescimento fungico de 96 horas em meio MMV. Os fungos A.
niger e P. roqueforti cresceram em pratos de Agar Batata
Dextrose (ABD), que é composto de infusdo de batata
desidratada e dextrose que estimulam o crescimento de fungos,
depois foram incubados, sendo agitados a 200 rpm por dois
dias e o P. ostreatus cresceu em um prato de ABD com extrato
de trigo e foi incubado, sendo agitado a 200 rpm por 15 dias.*

Um conjunto de diferentes MMV foi preparado
variando o pH do meio basal para 2.0, 3.0 e 4.0. Em outro
conjunto de meios, ajustados para 0s mesmos valores de pH,
foi adicionado com NaCl (100 mM). Tanto os fungos quanto o
diclofenaco foram analisados individualmente nas condicdes
do MMV em diferentes pH para identificar possiveis efeitos
adversos.*

Depois de 5 dias de incubacdo em temperatura
ambiente com agitacdo de 200 rpm, o estudo investigou a
biossorcéo do diclofenaco na parede celular flngica por meio

de interacOes eletrostaticas. A biomassa de cada fungo foi
recuperada ao final do periodo de incubacao, lavadas e agitadas
com solucdo de NaCl (2 M) para recuperar todo o diclofenaco
adsorvido eletrostaticamente dos componentes da parede
celular. Em seguida, os autores determinaram as atividades
enzimaticas degradantes de diclofenaco extracelular. Eles
calcularam a concentracdo usando dados de absorbancia e
interpolaram na curva padrao de albumina sérica bovina (0 a
0,8 mg/ml), depois usaram as concentragdes para analisar a
degradacdo do diclofenaco como descrito no artigo.*

Posteriormente, foi determinada a concentracdo de
diclofenaco por cromatografia liquida de alta eficiéncia em
fase reversa. Por fim, foi feita a analise estatistica e o0s
experimentos foram feitos em triplicatas para as melhores
condi¢Bes determinadas de pH de cada espécie. Os dados
obtidos foram analisados pelo teste de anélise de varidncia
(ANOVA) de uma via com correcdo de Tukey para determinar
a significancia estatistica desses resultados, ao verificar se hé
diferencas significativas entre trés ou mais médias entre grupos
independentes e onde esta a diferenga.*

Resultados e discussao

Os fungos P. roqueforti e P. ostreatus foram
escolhidos por serem de facil obtengdo como subprodutos da
inddstria alimenticia ou produtos fora da validade. Por serem
espécies comestiveis, sdo ndo patogénicas e sdo adequadas
para uma estratégia segura de biorremediacéo. Esses fungos,
juntamente com o A. niger, que € amplamente utilizado em
muitos objetivos biotecnoldgicos, sdo uma fonte sustentavel de
biomassa residual ativa. O P. ostreatus além de ser de facil
obtencdo também ndo tem formacdo de esporos quando cresce
em culturas submersas, ndo forma esporos, limitando sua
dispersdo, o seu lado negativo é seu lento crescimento.*

No artigo em referéncia,* o P. roqueforti mostrou a
menor capacidade de remover diclofenaco do meio de cultura,
além de ter sido um processo lento em todas as condigGes
estudadas, o melhor desempenho de P. roqueforti foi
observado em cultura com pH 4.0, com uma remocdo de
32,5%. A capacidade de remog¢&o diminui sob condi¢des mais
dcidas tanto para P. roqueforti quanto para P. ostreatus,
enquanto o contrario foi observado para A. niger que removeu
mais diclofenaco no pH mais acido. Ademais, a adi¢éo de NaCl
ao meio de cultura afeta 0 desempenho fingico em todos os
trés valores de pH testados para P. roqueforti, possivelmente
afetando a fisiologia flngica devido a um efeito negativo nas
funcgbes proteicas.

12 | Protoc. Quim., ISSN 2965-8454, 2024, 02, 11-15 | Se¢do QuiArtigo



A espécie A. niger removeu 61,99% do diclofenaco
em solucdo em pH 2.0, 0 que representa quase 2 vezes do que
foi retirado pela P. roqueforti, este resultado foi inesperado, ja
que o pH 2.0 é uma condicéo de &cido forte e pouca biomassa
se desenvolve sob ela. Em contraste, a pH 4.0, A. niger
removeu apenas 30,9% de diclofenaco. Para esse fungo, a
adicdo de NaCl aumentou a capacidade de remover DCF para
os pH 3.0 e 4.0, sendo que no pH 3.0 com adi¢do de NaCl foi
observado a remocao de 74,54%.* Um valor relativamente alto,
mas ainda longe dos valores encontrados em outras literaturas
para diferentes fungos.?

No estudo feito, das trés espécies fungicas estudadas
a espécie P. ostreatus, mostrou a melhor capacidade de
remocdo. No pH 4.0, a P. ostreatus alcancou remogdo de
diclofenaco de 95,6% na auséncia de NaCl e 100% na presenca
de NaCl. No pH 2.0 e 3.0 foi observado uma grande capacidade
de remogdo também, 69,97% e 95,61%, respectivamente,
porcentagens que diminuiram com a adi¢do de NaCl, porém
ainda apresentaram um bom resultado, 67,67% parao pH 2.0 e
73,89% para o pH 3.0. Os resultados da pesquisa feita podem
ser observados na Tabela 1.4

Tabela 1. Porcentagem de DCF removido pelas trés espécies
testadas em diferentes meios.

Meio P. roqueforti  A. niger P. ostreatus
pH 2.0 24,48% 61,99% 69,97%
pH 3.0 28,50% 38,75% 95,61%
pH 4.0 32,54% 30,87% 97,84%
pH 2.0, com NaCl  13,59% 57,11% 67,67%
pH 3.0, com NaCl ~ 23,86% 74,54% 73,89%
pH 4.0, com NaCl  16,55% 46,95% 100%

A anélise cromatografica revelou uma pequena fracéo
de diclofenaco absorvida nos micélios dos fungos P. roqueforti
e A. niger (<0,5%). Também, revelou que o valor de pH é um
determinante para a biossorcao de DCF, independentemente da
presenca de NaCl para o P. roqueforti, e dependente da
quantidade de NaCl no meio de cultura para o A. niger.*

Ja a espécie P. ostreatus mostrou uma maior
quantidade de diclofenaco ligado a parede celular em um pH
de 2.0, 9,4% do diclofenaco total foi recuperado da biomassa
desenvolvida na presenca de NaCl, o que sugere a existéncia
de diferencas relevantes na composi¢do da parede celular da P.

ostreatus quando comparada a P. roqueforti e a A. niger, uma
vez que a biomassa tratada com sal de P. ostreatus liberou mais
de 40 vezes a quantidade de DCF em comparacdo com as
outras espécies na mesma quantidade de sal e no mesmo pH.*

Para entender o que faz com que a P. ostreatus tenha
essa maior capacidade de remover o DCF o estudo abordou a
importancia das proteinas extracelulares dessa espécie e
determinou que elas sdo essenciais na remocao do diclofenaco
do meio de cultura.*

Comparando com outros artigos da literatura
podemos observar que apesar de sua facil obtencdo, nem o A.
niger, nem o P. roqueforti obtiveram resultados tdo positivos
em comparacdo com outros fungos.2%* Estudos mostram
outras op¢des de fungos para a degradacdo de DCF, como o
Phanerochaete chrysosporium que consegue degradar até 97%
de DCF em 6 dias na concentragdo de 1 mg de DCF por litro e
93% na concentragdo de 10 mg de DCF por litro. ° Os fungos
da podriddo branca, Bjerkandera adusta, Phanerochaete
chrysosporium e um anamorfo de Bjerkandera sp. R1 também
foram estudados para a degradacdo do DCF. Até 99% foi
degradado pelo anamorfo de Bjerkandera sp. R1 em 4 dias,
mas o DCF ainda estava presente nos frascos com B. adusta e
P. chrysosporium depois de 7 dias, embora em niveis muito
baixos (9 e 12%, respectivamente).*2 Outro estudo mostra que
a biorremediacio de compostos farmacéuticos contidos em
aguas residuais, também é possivel por meio da a¢do oxidativa
de enzimas (lacases) flingicas.®* Uma revisdo tambhém mostra
que um dos fungos com valores mais altos de degradacéo na
literatura sdo encontrados para o Trametes versicolor com
alguns estudos que chegaram a encontrar 100% de degradacéo
de DCF.?

Apesar dos resultados baixos encontrados por M. F.
Blanco-Orta e colaboradores?, o A. niger em consdrcio com
outros fungos indigenas da Africa do sul, M. circinelloides, T.
polyzona, T. longibrachiatum e R. microsporus, apresentou
excelentes resultados de remocdo de 99,84% de DCF na
concentracdo de 1mg/L usando a biodegradacéo e oxidagéo.'*
O que mostra que, apesar do baixo valor de degradacédo
encontrado pelo artigo de referéncia, esse fungo ainda é
promissor em diferentes condi¢bes e deve ser levados em
consideracdo para a biorremediacdo de DCF principalmente
por ter relativamente uma facil obtencdo. O P. ostreatus
também mostrou resultados positivos na remogdo de 97% de
DCF na concentragdo de 20 pg/L em outro estudo usando a
biodegradacéo, o que corrobora com os achados do artigo de
referéncia.’® Ja o P. roqueforti ndo foi encontrado em outras
literaturas sobre o assunto, o que abre espaco para que mais
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estudos sejam feitos sobre seu uso na biorremediacdo, ja que
esse fungo de féacil obtencdo poderia possivelmente ter
resultados melhores em outras condi¢es. No entanto, a
literatura traz fungos que tem capacidades muito mais altas de
degradacdo que ja estdo sendo estudados.

Conclusoes

A presenca de diclofenaco nas éguas de rios e mares,
tem se mostrado um problema para o meio ambiente, de forma
que levantou preocupacfes fazendo com que pesquisadores
buscassem maneiras de remover esse farmaco. A
biorremediacdo se mostra uma forma promissora de alcancar
este objetivo, uma das formas sendo a utilizacdo de fungos.

Muitos fungos tém sido estudados para este efeito,
dentre eles M. F. Blanco-Orta e colaboradores testaram o uso
de Pleurotus ostreatus 32783, Aspergillus niger 9142 e
Penicillium roquefortii, que sdo espécies de facil obtengdo.*

O P. roqueforti apresentou o pior resultado
removendo somente 32,5% de diclofenaco na sua melhor
atuacdo. O A. niger demonstrou resultados melhores, 74,54%
de remocéo na sua melhor atuacéo, que se mostrou um bom
resultado, mas abaixo da capacidade de outros fungos. Por fim,
o melhor resultado foi do P. ostreatus que alcangou uma
remocdo de 100% de diclofenaco no pH 4.0 na presencga de
NaCl. A anélise cromatogréfica também revelou a capacidade
de biossorcdo do P. ostreatus muito superior a dos outros dois
fungos, principalmente por causa das proteinas extracelulares
dessa espécie.

Muitas pesquisas foram feitas com diferentes fungos
e apresentaram resultados promissores com valores mais altos
de degradacdo de diclofenaco. Outros estudos mostram a
possibilidade de se obter resultados melhores para A. niger em
diferentes condicGes'* e mais estudos podem ser conduzidos
para determinar a capacidade de remocao do diclofenaco com
o P. roqueforti. Dessa forma, podemos entender que esse
assunto tem tido grande atengdo de pesquisadores que estdo
trazendo diversas solugdes de maneira ecoldgica utilizando
fungos na biorremediacdo para a retirada de farmacos da agua,
dentre eles o diclofenaco. Ademais, os fungos também podem
ser utilizados para degradar outros farmacos??, além de metais
pesados’, e outros poluentes. Estudos para a degradacgdo do
diclofenaco ja estdo sendo conduzidos e espera-se que este
problema possa ser solucionado com a biorremedia¢do usando
fungos.
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