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Introdução  

Os medicamentos desempenham um papel fundamental na melhoria da qualidade de 

vida da população mundial. Entre eles, o ibuprofeno (IBU) é um dos anti-inflamatórios não 

esteroidais (AINEs) mais prescritos. Seu mecanismo de ação baseia-se na inibição seletiva da 

ciclooxigenase, reduzindo a síntese de prostaglandinas responsáveis pela dor e inflamação 

(Zhang et al., 2020). Devido à sua eficácia e ampla aplicação terapêutica, 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 produção e consumo 

mundial, que alcançam milhões de toneladas por ano, favorecem sua frequente detecção em 

ambientes aquáticos (Marchlewicz et al., 2015). Essa contaminação ocorre principalmente pela 

excreção do fármaco não metabolizado, descarte inadequado de medicamentos e efluentes 

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

O ibuprofeno é frequentemente detectado em águas superficiais e é classificado como 

uma substância ambientalmente perigosa (Chopra e Kumar, 2022). Estudos demonstram efeitos 

tóxicos em diversos organismos aquáticos, incluindo Danio rerio, Daphnia magna, Cyprinus 
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carpio e outras espécies (Beitgader et al., 2025; Grzesiuk et al., 2020; Jeffries et al., 2015; Xia 

et al., 2017). Em embriões de zebrafish, a exposição ao IBU reduziu a taxa de eclosão, 

comprometeu a função motora, alterou a expressão de genes relacionados ao 

neurodesenvolvimento e provocou alterações cardiovasculares, evidenciando seu elevado 

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

O monitoramento ambiental revela concentrações de IBU variando de ng L⁻¹ a μg L⁻¹, 

níveis capazes de induzir efeitos citotóxicos, genotóxicos e estresse oxidativo em organismos 

aquáticos 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 têm sido empregadas para remover micropoluentes farmacêuticos, 

incluindo separação por membranas, processos avançados de oxidação, fotodegradação, 

ozonização catalítica e fotocatalítica, adsorção e biodegradação (Williams et al., 2012; Saeid et 

al., 2018; Fidelis et al., 2023; Hasan et al., 2021). Entre elas, a biodegradação destaca-se como 

uma alternativa eficiente e ambientalmente sustentável, especialmente para contaminantes 

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

Os fungos filamentosos apresentam grande potencial nesse processo devido à produção 

de enzimas extracelulares, principalmente oxidases, capazes de degradar diversos poluentes 

orgânicos, 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 degradação significativa em apenas 

sete dias de incubação (Marco-Urrea et al., 2009). Apesar desses resultados, ainda são escassos 

os estudos voltados à biodegradação do ibuprofeno por fungos filamentosos. 

A Floresta Amazônica, 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 equilíbrio dos ecossistemas (De et al., 

2009; Celestino et al., 2014; Melo et al., 2012). Nesse contexto, este estudo teve como objetivo 

investigar a biodegradação do ibuprofeno por fungos isolados de solos amazônicos 
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enriquecidos com metais, avaliando seu potencial como biocatalisadores sustentáveis para a 

remoção de poluentes farmacêuticos. 

Material e Métodos 

Amostras de solo foram coletadas em quatro pontos da mina de ferro da empresa 

UNAMGEN Mineração e Metalurgia S.A., em Mazagão (AP), a 20 cm de profundidade. Após 

a coleta, as amostras foram secas (50 °C/24 h), homogeneizadas, peneiradas (2 mm) e 

submetidas à determinação do pH (RAJA; PRAVEENA; WILLIAM, 2017). 

O isolamento dos fungos filamentosos foi realizado por suspensão seriada em solução 

salina estéril, seguido de semeadura em meio ágar Sabouraud acrescido de cloranfenicol. As 

placas foram incubadas a 28 °C por cinco dias (DESHMUKH; VEREKAR, 2014; FERREIRA 

et al., 2023a). A identificação ocorreu por características macro e micromorfológicas e foi 

confirmada por análise molecular no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Química, Biológica 

e Agrícola (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⁻¹), em triplicatas, com monitoramento diário durante sete dias e 

análise por ANOVA (p ≤ 0,05). Os resultados foram expressos como medidas de tendência 

central acompanhadas de dispersão quando disponível. 

Os fungos T. pseudoasperelloides (CBMAI 2752) e Penicillium sp. cf. guaibinense 

(CBMAI 2758), selecionados na triagem, foram cultivados em meio líquido de extrato de malte 

(2%) por quatro dias a 30 °C e 150 rpm. Posteriormente, os micélios foram transferidos para 

tampão fosfato (pH 5, 7 e 9) contendo ibuprofeno (20, 60 e 100 mg L⁻¹), permanecendo em 

agitação por 3, 6 ou 9 dias (HOLANDA et al., 2019a). Após as reações, os produtos foram 

extraídos com acetato de etila, concentrados e liofilizados. 

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

empregado. 
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FATOR VARIÁVEIS  NÍVEIS  

  -1 0 1 

x1 Tempo 3 6 9 

x2 pH 5 7 9 

x3 Concentração 20 60 100 

Foi aplicado planejamento fatorial Box-Behnken de três fatores, com 15 execuções para 

cada cepa: tempo (3, 6 e 9 dias), pH (5, 7 e 9) e concentração de IBU (20, 60 e 100 mg L⁻¹). A 

resposta foi o percentual de biodegradação (BD%). O modelo quadrático geral foi Y = β₀ + β₁x₁ 

+ β₂x₂ + β₃x₃ + β₁₁x₁² + β₂₂x₂² + β₃₃x₃² + β₁₂x₁x₂ + β₁₃x₁x₃ + β₂₃x₂x₃. Para T. pseudoasperelloides, 

a ANOVA apresentou efeitos significativos para pH linear (F = 98,39539; p < 0,001) e pH 

quadrático (F = 45,41326; p < 0,001), com R² = 0,94961 e R² ajustado = 0,91182. Para 

Penicillium sp. cf. guaibinense, pH linear (F = 46,93658; p = 0,000131) e pH quadrático (F = 

21,66303; p = 0,001635) foram significativos, com R² = 0,90086 e R² ajustado = 0,82650.  

O método analítico foi validado conforme a RDC nº 166/2017 da ANVISA, avaliando 

seletividade, linearidade, sensibilidade, precisão, limites de detecção e quantificação. A 

quantificação do ibuprofeno foi realizada por HPLC-UV, enquanto a identificação do fármaco 

e de seus metabólitos foi conduzida por GC-MS. A curva analítica apresentou R² = 0,996; na 

validação, os coeficientes de variação reportados variaram de 0,052% a 4,82%. Os 

experimentos foram realizados em triplicatas. 

Por fim, a toxicidade dos produtos de biodegradação foi avaliada em embriões de 

zebrafish (Danio rerio), conforme a diretriz OECD 236. Foi utilizada a concentração de 8,06 

mg L⁻¹, com grupos (n=30) contendo água, DMSO 3%, ibuprofeno comercial, produtos de 

biodegradação e extratos fúngicos, acompanhados por até 96 hpf. Foram avaliados mortalidade, 

coagulação, eclosão e alterações morfológicas, incluindo separação da cauda e 

desenvolvimento de somitos, nos tempos de 24, 48, 72 e 96 hpf. Os experimentos foram 

realizados em triplicatas. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da UNIFAP (Protocolo nº 019/2022).  

Tabela 2: Grupos utilizados no ensaio de toxicidade em embriões de zebrafish. 
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Resultados e Discussão 

Identificação dos fungos filamentosos e avaliação da biodegradação do ibuprofeno 

Os isolados fúngicos foram inicialmente caracterizados por análises morfológicas 

macroscópicas e microscópicas, com posterior confirmação por técnicas moleculares utilizando 

as regiões ITS, β-tubulina e fator de elongação da tradução (TEF). As sequências obtidas foram 

comparadas ao banco de dados GenBank por meio da ferramenta BLAST (NCBI), permitindo 

a identificação das espécies (Figura1) 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 (Nóbrega et al., 2024). Os solos amazônicos destacam-se pela 

elevada diversidade microbiana, constituindo uma importante fonte de fungos com potencial 

para aplicações biotecnológicas, como biodegradação e biotransformação. 

Figura 1: Espécies de fungos isolados do solo de mina de ferro 
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O crescimento micelial foi avaliado em meio contendo ibuprofeno (20, 60 e 100 mg 

L⁻¹) durante sete dias (Figura 2). A análise estatística revelou diferenças significativas entre os 

tratamentos (p < 0,05). T. pseudoasperelloides apresentou crescimento semelhante ao controle, 

atingindo o diâmetro máximo das placas em todas as concentrações testadas. Penicillium sp. cf. 

guaibinense também apresentou crescimento satisfatório (Figura2). 

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

meio de cultura sólido com IBU. (Malte e Ágar 2%, pH 5, 30°, 7 dias). 
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A eficiência da biodegradação foi avaliada por planejamento Box-Behnken, com 15 

execuções para cada fungo. Na matriz experimental, T. pseudoasperelloides apresentou valores 

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

A análise de Pareto/ANOVA indicou o pH como o fator de maior influência, com efeito linear 

e quadrático significativos para ambas as cepas 

Figura3: Gráfico de Superfície de resposta e contéudo de biodegradação de IBU mediado pelo 

fungo Trichoderma pseudoasperelloides CBMAI 2752, em função de (A) tempo de reação (x1) 

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

meio de cultivo (x2) e concentração de IBU (x3) 
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Figura4: Gráfico de Superfície de resposta e contéudo de biodegradação de IBU mediado pelo 

fungo Penicillium sp. cf.guaibinense CBMAI 2758, em função de (A) tempo de reação (x1) e 

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

de cultivo (x2) e concentração de IBU (x3)  

 

As superfícies de resposta indicaram que valores mais baixos de pH estiveram 

associados às maiores taxas de biodegradação, com valores de remoção próximos ou iguais à 

remoção completa do ibuprofeno em diferentes concentrações (Figuras 3 e 4). 

Identificação do ibuprofeno e de seus metabólitos por GC-MS e avaliação ecotoxicológica 

A identificação dos metabólitos formados durante a biodegradação do ibuprofeno (IBU) 

foi realizada por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS). Foram 

detectados três sinais principais (Figura 5). O primeiro, compatível com o ácido 2-(2-hidroxi-

4-isobutilfenil)propiônico, apresentou m/z 221,11814 e é consistente com uma transformação 

de hidroxilação/oxidação do ibuprofeno descrita anteriormente. O segundo sinal, também em 

m/z 221,11812, foi interpretado como compatível com um isômero posicional relacionado à 

hidroxilação da cadeia alifática. O terceiro sinal, em m/z 239,12870, foi interpretado como 

compatível com um derivado di-hidroxilado, possivelmente resultante de etapas sucessivas de 

oxidação.  

Figura 5: Rota de Biodegradação de IBU por fungos de solos amazônicos 
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Os compostos detectados foram classificados como identificações putativas de nível 2 

segundo a Metabolomics Standards Initiative (MSI), baseadas em dados de espectrometria de 

massas e comparação com estudos prévios, sem confirmação por padrão analítico ou RMN 

(Sumner et al., 2007; Ferreira et al., 2023b). Portanto, as estruturas químicas apresentadas e a 

rota de biotransformação devem ser interpretadas como propostas plausíveis, e não como 

estruturas definitivamente confirmadas. 

A segurança dos produtos formados foi avaliada por ensaios ecotoxicológicos utilizando 

embriões de Danio rerio, seguindo as diretrizes da OECD (2013). Na concentração de 8,06 mg 

L⁻¹, foram avaliados o ibuprofeno comercial, os produtos de biodegradação, os extratos 

fúngicos e os controles água e DMSO 3%. Os critérios quantitativos incluíram 

mortalidade/coagulação, taxa de eclosão e frequência de alterações morfológicas observadas 

em 24, 48, 72 e 96 hpf, incluindo separação da cauda e desenvolvimento de somitos. O edema 

pericárdico foi observado no grupo exposto ao extrato de T. pseudoasperelloides e desapareceu 

após 96 hpf.  

Figura 6: Morfologia dos embriões de zebrafish na concentração de 8,06mg/L das soluções em 

estudo pós 24 hpf em comparação com os grupos controles, água e DMSO 3%. 
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Figura 7: Morfologia dos embriões de zebrafish na concentração de 8,06mg/L das soluções 

em estudo pós 96 hpf em comparação com os grupos controles, água e DMSO 3%. 

 

Os grupos controle apresentaram desenvolvimento embrionário normal. Os extratos 

fúngicos de Penicillium sp. cf. guaibinense e T. pseudoasperelloides mantiveram taxas de 

eclosão superiores a 90%, enquanto os produtos de biodegradação apresentaram taxas 

superiores a 80%. Esses achados, nas condições e concentração testadas, são compatíveis com 

menor ocorrência de efeitos adversos em comparação com o ibuprofeno comercial. 

Os produtos resultantes da biodegradação e biotransformação do ibuprofeno 

apresentaram, nas condições avaliadas, menor ocorrência de efeitos adversos que o fármaco 

original. Foram observadas leves alterações morfológicas e discreto atraso no desenvolvimento 

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

Conclusões 

Este estudo demonstra, em condições laboratoriais, elevado potencial biotecnológico de 

Penicillium sp. cf. guaibinense CBMAI 2758 e Trichoderma pseudoasperelloides CBMAI 

2752 para a biodegradação de ibuprofeno. Na matriz Box-Behnken, foram observados 
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percentuais de biodegradação de 63,8 a >99% para T. pseudoasperelloides e de 95,1 a >99% 

para Penicillium sp. cf. guaibinense, com maior influência do pH.  

Os três metabólitos detectados por GC-MS devem ser considerados estruturas 

propostas/identificações putativas de nível 2 do MSI, e não estruturas químicas definitivamente 

confirmadas. O sinal de m/z 239,12870 pode representar um derivado di-hidroxilado, mas sua 

atribuição como metabólito potencialmente inédito requer confirmação adicional por padrão 

analítico e/ou RMN. Os ensaios ecotoxicológicos indicaram menor ocorrência de efeitos 

adversos nos produtos de biodegradação nas condições testadas. 

De modo geral, os resultados obtidos evidenciam o promissor potencial biotecnológico 

dos fungos estudados para a biodegradação de ibuprofeno em condições laboratoriais, 

destacando-se como uma alternativa relevante e sustentável para a remoção desse contaminante 

emergente. Os achados demonstram a viabilidade da abordagem fúngica e fornecem uma base 

científica consistente para o avanço de estudos voltados à sua aplicação ambiental. Estudos 

futuros envolvendo matrizes ambientais reais, validação em escala piloto, avaliação da 

estabilidade e do destino dos metabólitos e análise técnico-econômica poderão ampliar a 

compreensão e a aplicabilidade do processo. Assim, este trabalho constitui uma prova de 

conceito promissora, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias biotecnológicas mais 

sustentáveis para a remoção de ibuprofeno de ambientes aquáticos. 
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