CONGRESSO "Quimica Inteligente e IA:
BRASILEIRO A Nova Férmula do Futuro

DE QUIMICA  no Nosso Presente"

DE 10 A 13 DE NOVEMBRO DE 2026
NOVA PETROPOLIS - RS

BIODEGRADACAO DE IBUPROFNO MEDIADOS POR FUNGOS
FILAMENTOSOS ISOLADOS DO SOLO PROVENIENTE DE
EXTRACAO DE MINERIO DE FERRO

Beatriz L. Ferreira', Adriana M. Ferreira!, Fabricio H. Holanda', Patricia de A. Nobrega!, Willian G.
Birolli?, André Luiz M. Porto?, Lilian Grace da S. Solon!, Irlon M. Ferreira'.

Laboratério de Biocatdlise e Sintese Orgdnica Aplicada, Universidade Federal do Amapd, Universidade Campus
Marco Zero do Equador, Rodovia Juscelino Kubitschek de Oliveira Km 02, 68902-280, Bairro Zerdo, Macapad,
AP, Brazil.

’Molecular Oncology Research Center, Institute of Learning and Research, Barretos Cancer Hospital, Av. Ebano
165-1, 14784-384, Dr. Paulo Prata, Barretos, SP, Brazil.

3Laboratério de Quimica Orgdnica e Biocatdlise, Instituto de Quimica de Sdao Carlos, Universidade de Sdo Paulo,
Av. Jodo Dagnone, 1100, Ed. Prof. Dr. Wagner Douglas, J. Santa Angelina, 13563-120, Sdo Carlo, Sdo Paulo,
Brazil

beatrizferreira.ap@gmail.com

Palavras-Chave: Degradagdo microbiana; Anti-inflamatorio; Fungo de ambiente amazdnico.

Introducio

Os medicamentos desempenham um papel fundamental na melhoria da qualidade de
vida da popula¢do mundial. Entre eles, o ibuprofeno (IBU) ¢ um dos anti-inflamatorios nao
esteroidais (AINEs) mais prescritos. Seu mecanismo de acdo baseia-se na inibi¢ao seletiva da
ciclooxigenase, reduzindo a sintese de prostaglandinas responsaveis pela dor e inflamagao
(Zhang et al., 2020). Devido a sua eficacia e ampla aplicag¢do terap€utica, permanece entre os

AINEs mais utilizados em todo o mundo (Motov et al., 2019; Gutiérrez-Noya et al., 2020).

Segundo o Medical Expenditure Panel Survey (MEPS), conduzido pela Agency for
Healthcare Research and Quality (AHRQ), o ibuprofeno figurou entre os 40 medicamentos
mais prescritos nos Estados Unidos entre 2013 e 2020. Sua elevada produgdo e consumo
mundial, que alcangam milhdes de toneladas por ano, favorecem sua frequente deteccdo em
ambientes aquaticos (Marchlewicz et al., 2015). Essa contaminacao ocorre principalmente pela
excrecdo do farmaco ndo metabolizado, descarte inadequado de medicamentos e efluentes

industriais, tornando o IBU um importante micropoluente ambiental (Chabchoubi et al., 2023a).

O ibuprofeno ¢ frequentemente detectado em 4guas superficiais e ¢ classificado como
uma substincia ambientalmente perigosa (Chopra e Kumar, 2022). Estudos demonstram efeitos

toxicos em diversos organismos aquaticos, incluindo Danio rerio, Daphnia magna, Cyprinus
1
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et al., 2017). Em embrides de zebrafish, a exposi¢do ao IBU reduziu a taxa de eclosdo,
comprometeu a fungdo motora, alterou a expressio de genes relacionados ao
neurodesenvolvimento e provocou alteragdes cardiovasculares, evidenciando seu elevado

potencial ecotoxicologico (Xia et al., 2017; Zhang et al., 2020).

O monitoramento ambiental revela concentragdes de IBU variando de ng L' a ug L™,
niveis capazes de induzir efeitos citotdxicos, genotoxicos e estresse oxidativo em organismos
aquaticos e terrestres (Silva et al., 2020; Ajibola et al., 2021; Jan-Roblero e Cruz-Maya, 2023).
Durante a pandemia de COVID-19, o aumento no consumo de AINEs intensificou ainda mais

sua carga ambiental.

Diversas tecnologias tém sido empregadas para remover micropoluentes farmacéuticos,
incluindo separacdo por membranas, processos avangados de oxidacdo, fotodegradagdo,
ozonizagao catalitica e fotocatalitica, adsor¢ao e biodegradacao (Williams et al., 2012; Saeid et
al., 2018; Fidelis et al., 2023; Hasan et al., 2021). Entre elas, a biodegradagdo destaca-se como
uma alternativa eficiente e ambientalmente sustentavel, especialmente para contaminantes

presentes em baixas concentragdes (Aguilar-Romero et al., 2021a).

Os fungos filamentosos apresentam grande potencial nesse processo devido a producao
de enzimas extracelulares, principalmente oxidases, capazes de degradar diversos poluentes
organicos, incluindo AINEs (Omokhagbor Adams et al., 2020; Conejo-Saucedo et al., 2021).
Espécies como Rhizophagus irregularis degradaram cerca de 80% do ibuprofeno em 150 dias
(Hu et al., 2021), enquanto Trametes versicolor promoveu degradacgao significativa em apenas
sete dias de incubagdo (Marco-Urrea et al., 2009). Apesar desses resultados, ainda sdo escassos

os estudos voltados a biodegradagdo do ibuprofeno por fungos filamentosos.

A Floresta Amazonica, o bioma tropical mais biodiverso do planeta, abriga uma imensa
diversidade de microrganismos ainda pouco explorados. Seus solos apresentam elevada riqueza
microbiana, essencial para a ciclagem de nutrientes e o equilibrio dos ecossistemas (De et al.,
2009; Celestino et al., 2014; Melo et al., 2012). Nesse contexto, este estudo teve como objetivo

investigar a biodegradacdo do ibuprofeno por fungos isolados de solos amazodnicos
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enriquecidos com metais, avaliando seu potencial como biocatalisadores sustentaveis para a

remogado de poluentes farmacéuticos.

Material e Métodos

Amostras de solo foram coletadas em quatro pontos da mina de ferro da empresa
UNAMGEN Mineracao e Metalurgia S.A., em Mazagao (AP), a 20 cm de profundidade. Apos
a coleta, as amostras foram secas (50 °C/24 h), homogeneizadas, peneiradas (2 mm) e

submetidas a determinacdo do pH (RAJA; PRAVEENA; WILLIAM, 2017).

O isolamento dos fungos filamentosos foi realizado por suspensdo seriada em solucdo
salina estéril, seguido de semeadura em meio dgar Sabouraud acrescido de cloranfenicol. As
placas foram incubadas a 28 °C por cinco dias (DESHMUKH; VEREKAR, 2014; FERREIRA
et al., 2023a). A identificacdo ocorreu por caracteristicas macro e micromorfologicas e foi
confirmada por andlise molecular no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimica, Biologica
e Agricola (CPQBA/UNICAMP), sendo identificadas as espécies Trichoderma
pseudoasperelloides, Penicillium rolfsii, Talaromyces verruculosus, Aspergillus sp. cf.

pseudoviridinutans, Purpureocillium lilacinum e Penicillium sp. cf. guaibinense.

O crescimento radial dos isolados foi avaliado em meio de extrato de malte contendo
ibuprofeno (20, 60 e 100 mg L"), em triplicatas, com monitoramento diario durante sete dias e
analise por ANOVA (p < 0,05). Os resultados foram expressos como medidas de tendéncia

central acompanhadas de dispersao quando disponivel.

Os fungos T. pseudoasperelloides (CBMAI 2752) e Penicillium sp. cf. guaibinense
(CBMALI 2758), selecionados na triagem, foram cultivados em meio liquido de extrato de malte
(2%) por quatro dias a 30 °C e 150 rpm. Posteriormente, os micélios foram transferidos para
tampao fosfato (pH 5, 7 € 9) contendo ibuprofeno (20, 60 e 100 mg L), permanecendo em
agitacao por 3, 6 ou 9 dias (HOLANDA et al., 2019a). Apoés as reagdes, os produtos foram

extraidos com acetato de etila, concentrados e liofilizados.

Tabela 1. Varidveis independentes usadas no planejamento fatorial de Box-Behnken

empregado.
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VARIAVEIS
-1 0 1
x1 Tempo 3 6 9
x2 pH 5 7 9
x3 Concentragao 20 60 100

Foi aplicado planejamento fatorial Box-Behnken de trés fatores, com 15 execugdes para
cada cepa: tempo (3, 6 e 9 dias), pH (5, 7 € 9) e concentracdao de IBU (20, 60 e 100 mg L"). A
resposta foi o percentual de biodegradacao (BD%). O modelo quadratico geral foi Y = fo + fix1
+ BaXxz + Baxs + Puxi® + Pa2x2? + Pasxa? + Praxixz + PisxiXs + Pasxexs. Para T. pseudoasperelloides,
a ANOVA apresentou efeitos significativos para pH linear (F = 98,39539; p < 0,001) e pH
quadratico (F = 45,41326; p < 0,001), com R? = 0,94961 e¢ R? ajustado = 0,91182. Para
Penicillium sp. cf. guaibinense, pH linear (F = 46,93658; p = 0,000131) e pH quadratico (F =
21,66303; p = 0,001635) foram significativos, com R? = 0,90086 e R? ajustado = 0,82650.

O método analitico foi validado conforme a RDC n° 166/2017 da ANVISA, avaliando
seletividade, linearidade, sensibilidade, precisdo, limites de deteccdo e quantificacdo. A
quantificagdo do ibuprofeno foi realizada por HPLC-UV, enquanto a identificacdo do farmaco
e de seus metabolitos foi conduzida por GC-MS. A curva analitica apresentou R? = 0,996; na
validagdo, os coeficientes de variagdo reportados variaram de 0,052% a 4,82%. Os

experimentos foram realizados em triplicatas.

Por fim, a toxicidade dos produtos de biodegradacdo foi avaliada em embrides de
zebrafish (Danio rerio), conforme a diretriz OECD 236. Foi utilizada a concentracdao de 8,06
mg L', com grupos (n=30) contendo agua, DMSO 3%, ibuprofeno comercial, produtos de
biodegradacao e extratos fungicos, acompanhados por até 96 hpf. Foram avaliados mortalidade,
coagulacdo, eclosdo e alteragdes morfologicas, incluindo separacdo da cauda e
desenvolvimento de somitos, nos tempos de 24, 48, 72 ¢ 96 hpf. Os experimentos foram
realizados em triplicatas. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo

Animal da UNIFAP (Protocolo n® 019/2022).

Tabela 2: Grupos utilizados no ensaio de toxicidade em embrides de zebrafish.
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GRUPO DESCRICAO

1 Agua destilada (H,0)
Dimetilsulfoxido 2% (DMSO)

2]

3 Ibuprofeno Comercial (IBU)"

4 Produto biodegradacio ibuprofeno Penicillium sp. cf.
guaibinense (PBP)"

5 Produto biodegradacao ibuprofeno Trichoderma
pseudoasperelloides (PBT)

6 Extrato fiingico Penicillium sp. cf. guaibinense (EP)*

7 Extrato fungico Trichoderma pseudoasperelloides (ET)

“Concentracdo 8,06 mg.L!

Resultados e Discussao
Identificagdo dos fungos filamentosos e avaliagdo da biodegradagdo do ibuprofeno

Os isolados fingicos foram inicialmente caracterizados por andlises morfologicas
macroscopicas € microscopicas, com posterior confirmacao por técnicas moleculares utilizando
as regides ITS, B-tubulina e fator de elongacao da tradugdo (TEF). As sequéncias obtidas foram
comparadas ao banco de dados GenBank por meio da ferramenta BLAST (NCBI), permitindo
a identificacdo das espécies (Figural) Trichoderma pseudoasperelloides CBMAI 2752,
Penicillium rolfsii CBMAI 2753, Talaromyces verruculosus CBMAI 2754, Aspergillus sp. cf.
pseudoviridinutans CBMAI 2755, Purpureocillium lilacinum CBMAI 2757 e Penicillium sp.
cf. guaibinense CBMAI 2758 (Nobrega et al., 2024). Os solos amazdnicos destacam-se pela
elevada diversidade microbiana, constituindo uma importante fonte de fungos com potencial

para aplicacdes biotecnoldgicas, como biodegradagdo e biotransformagao.

Figura 1: Espécies de fungos isolados do solo de mina de ferro
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Trichoderma Penicillium Talaromyces
pseudoasperelloides rolfsii verruculos

CBMAI 2752 CBMAI 2753 CBMAI 2754

Asrpegillus sp. cf Purpureocillium Penicillium sp.

pseudoviridinutans lilacinum ¢f-guaibinense
CBMAI 2755 CBMAI 2757 CBMAI 2758

O crescimento micelial foi avaliado em meio contendo ibuprofeno (20, 60 e 100 mg
L") durante sete dias (Figura 2). A analise estatistica revelou diferencas significativas entre os
tratamentos (p < 0,05). T. pseudoasperelloides apresentou crescimento semelhante ao controle,
atingindo o didmetro maximo das placas em todas as concentracdes testadas. Penicillium sp. cf.

guaibinense também apresentou crescimento satisfatorio (Figura2).

Figura 2: Estudo crescimento radial das cepas de fungos isolados do solo de mina de ferro em

meio de cultura s6lido com IBU. (Malte e Agar 2%, pH 5, 30°, 7 dias).
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A eficiéncia da biodegradagdo foi avaliada por planejamento Box-Behnken, com 15

execugoes para cada fungo. Na matriz experimental, 7. pseudoasperelloides apresentou valores

de 63,8 a >99% e Penicillium sp. cf. guaibinense, de 95,1 a >99%, dependendo das condigdes.

A analise de Pareto/ ANOVA indicou o pH como o fator de maior influéncia, com efeito linear

e quadratico significativos para

ambas as cepas

Figura3: Grafico de Superficie de resposta e contéudo de biodegradacao de IBU mediado pelo

fungo Trichoderma pseudoasperelloides CBMAI 2752, em funcdo de (A) tempo de reagdo (x1)

e pH do meio de cultivo (x2); (B) tempo de reagdo (x1) e concentragdo de IBU (x3); (C) pH

meio de cultivo (x2) e concentragdo de IBU (x3)

RS

1%

@(;‘“g\supmia‘!ﬂ‘,‘&

(oynopRpeRaiid




no Nosso Presente"

o]0
:’. 2 CONGRESSO "Quimica Inteligente e IA:
\-*/ @ BRASILEIRO A Nova Férmula do Futuro
DE QUIMICA ’

DE 10 A 13 DE NOVEMBRO DE 2026
NOVA PETROPOLIS - RS

.3
—_—i .

Figurad: Gréfico de Superficie de resposta e contéudo de biodegradacao de IBU

ol

mediado pelo
fungo Penicillium sp. cf.guaibinense CBMAI 2758, em fun¢do de (A) tempo de reagdo (x1) e

pH do meio de cultivo (x2); (B) tempo de reacdo (x1) e concentragdo de IBU (x3); (C) pH meio
de cultivo (x2) e concentragdo de IBU (x3)

A B C

—

o) meyreveriapaiad
(e s esRa

(o DoRp AN

As superficies de resposta indicaram que valores mais baixos de pH estiveram
associados as maiores taxas de biodegradagdo, com valores de remogdo proximos ou iguais a

remogao completa do ibuprofeno em diferentes concentracoes (Figuras 3 e 4).
Identificacdo do ibuprofeno e de seus metabolitos por GC-MS e avaliagdo ecotoxicoldgica

A identificacdao dos metabolitos formados durante a biodegradagao do ibuprofeno (IBU)
foi realizada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS). Foram
detectados trés sinais principais (Figura 5). O primeiro, compativel com o acido 2-(2-hidroxi-
4-isobutilfenil)propidnico, apresentou m/z 221,11814 e ¢ consistente com uma transformacao
de hidroxilacao/oxidagdo do ibuprofeno descrita anteriormente. O segundo sinal, também em
m/z 221,11812, foi interpretado como compativel com um isdmero posicional relacionado a
hidroxilagdo da cadeia alifatica. O terceiro sinal, em m/z 239,12870, foi interpretado como

compativel com um derivado di-hidroxilado, possivelmente resultante de etapas sucessivas de
oxidagao.

Figura 5: Rota de Biodegradagao de IBU por fungos de solos amazonicos
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Os compostos detectados foram classificados como identificagdes putativas de nivel 2
segundo a Metabolomics Standards Initiative (MSI), baseadas em dados de espectrometria de
massas ¢ comparacao com estudos prévios, sem confirmagdo por padrao analitico ou RMN
(Sumner et al., 2007; Ferreira et al., 2023b). Portanto, as estruturas quimicas apresentadas e a
rota de biotransformacdo devem ser interpretadas como propostas plausiveis, € ndo como

estruturas definitivamente confirmadas.

A seguranca dos produtos formados foi avaliada por ensaios ecotoxicologicos utilizando
embrides de Danio rerio, seguindo as diretrizes da OECD (2013). Na concentrag¢do de 8,06 mg
L™, foram avaliados o ibuprofeno comercial, os produtos de biodegradagdo, os extratos
fingicos e os controles agua e DMSO 3%. Os critérios quantitativos incluiram
mortalidade/coagulacdo, taxa de eclosdo e frequéncia de alteracdes morfoldgicas observadas
em 24, 48, 72 e 96 hpf, incluindo separacao da cauda e desenvolvimento de somitos. O edema
pericardico foi observado no grupo exposto ao extrato de 7. pseudoasperelloides e desapareceu

apos 96 hpf.

Figura 6: Morfologia dos embrides de zebrafish na concentracao de 8,06mg/L das solugdes em

estudo pds 24 hpf em comparagdo com os grupos controles, 4gua e DMSO 3%.
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EP (8.06 mg L) ET (8.06 mg L) PBP (8.06 mg L) PBT (8.06 mg L)

Figura 7: Morfologia dos embrides de zebrafish na concentragao de 8,06mg/L das solugdes

em estudo pds 96 hpf em comparag@o com os grupos controles, agua e DMSO 3%.
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Water DMSO 3% EP (8.06 mg L) ET-(8.06mgL?) PBP (8.06 mg L") PBT (8.06 mg L)

Os grupos controle apresentaram desenvolvimento embriondrio normal. Os extratos
fungicos de Penicillium sp. cf. guaibinense ¢ T. pseudoasperelloides mantiveram taxas de
eclosdo superiores a 90%, enquanto os produtos de biodegradacdo apresentaram taxas
superiores a 80%. Esses achados, nas condi¢des e concentragdo testadas, sdo compativeis com

menor ocorréncia de efeitos adversos em comparagao com o ibuprofeno comercial.

Os produtos resultantes da biodegradagdo e biotransforma¢do do ibuprofeno
apresentaram, nas condi¢des avaliadas, menor ocorréncia de efeitos adversos que o farmaco
original. Foram observadas leves alteracdes morfologicas e discreto atraso no desenvolvimento

inicial, enquanto as taxas de eclosdo permaneceram acima de 80%.

Conclusées
Este estudo demonstra, em condi¢des laboratoriais, elevado potencial biotecnoldgico de
Penicillium sp. cf. guaibinense CBMAI 2758 e Trichoderma pseudoasperelloides CBMAI

2752 para a biodegradagdo de ibuprofeno. Na matriz Box-Behnken, foram observados
10
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percentuais de biodegradacdo de 63,8 a >99% pra pseudoaspergiioidé de 95,1a >99%
para Penicillium sp. cf. guaibinense, com maior influéncia do pH.

Os trés metabolitos detectados por GC-MS devem ser considerados estruturas
propostas/identificacdes putativas de nivel 2 do MSI, e nao estruturas quimicas definitivamente
confirmadas. O sinal de m/z 239,12870 pode representar um derivado di-hidroxilado, mas sua
atribui¢do como metabolito potencialmente inédito requer confirmagao adicional por padrao
analitico e/ou RMN. Os ensaios ecotoxicoldgicos indicaram menor ocorréncia de efeitos
adversos nos produtos de biodegradagao nas condigoes testadas.

De modo geral, os resultados obtidos evidenciam o promissor potencial biotecnologico
dos fungos estudados para a biodegradacdo de ibuprofeno em condi¢des laboratoriais,
destacando-se como uma alternativa relevante e sustentavel para a remocgao desse contaminante
emergente. Os achados demonstram a viabilidade da abordagem fungica e fornecem uma base
cientifica consistente para o avango de estudos voltados a sua aplicagdo ambiental. Estudos
futuros envolvendo matrizes ambientais reais, validagdo em escala piloto, avaliagdo da
estabilidade e do destino dos metabdlitos e andlise técnico-econdmica poderdo ampliar a
compreensdo ¢ a aplicabilidade do processo. Assim, este trabalho constitui uma prova de
conceito promissora, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias biotecnologicas mais

sustentaveis para a remoc¢ao de ibuprofeno de ambientes aquaticos.
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