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GRIGNET, Rosane dos Santos. Triagem de Microrganismos Isolados do Riacho
Arroio Dourado frente a diferentes Farmacos e Avaliacdo da Biodegradacdo do
Ibuprofeno e de sua Fitotoxicidade em Lactuca sativa. 19 de dezembro de 2025. 239
paginas. Tese (Doutorado) — Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana,
Foz do Iguacu — PR, Brasil.

RESUMO

O crescimento populacional, aliado a intensificacdo do consumo de bens de saulde,
especialmente de produtos farmacéuticos, tem contribuido para o agravamento de
desequilibrios ambientais, impondo riscos crescentes a integridade dos ecossistemas.
Nesse cenario, 0s contaminantes emergentes, especialmente farmacos detectados
em aguas superficiais, solos e sedimentos, configuram um dos principais desafios
ambientais contemporaneos devido a sua persisténcia, ampla distribuicdo e efeitos
adversos mesmo em concentracdes de traco. A limitada eficiéncia dos sistemas
convencionais de tratamento, aliada a auséncia de regulamentagéo especifica, reforga
a necessidade de solucBes inovadoras alinhadas aos principios da Agenda 2030 da
Organizagdo das Nacdes Unidas e aos preceitos da Quimica Verde. Considerando
esse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial de
microrganismos isolados de sedimentos de um riacho em Foz do Iguacu (PR) para a
tolerancia a farmacos e biodegradacdo do ibuprofeno, bem como investigar seus
efeitos fitotoxicos por meio de bioensaios com Lactuca sativa, contribuindo para o
desenvolvimento de estratégias biotecnoldgicas aplicaveis ao tratamento de poluentes
em sistemas ambientais. Foram isolados 70 microrganismos de dois pontos de coleta,
dos quais cinco fungos foram selecionados apés triagem de tolerancia a compostos
de diferentes classes terapéuticas (antitérmicos, anti-inflamatérios, antimicrobianos,
antidepressivos e hormonios). As linhagens foram identificadas por sequenciamento
da regidao ITS rRNA, resultando em trés isolados de Ascomycota e dois de
Mucoromycota. A triagem enzimatica revelou um perfil diversificado entre os isolados,
com destaque para atividades hidroliticas e oxidativas. As respostas mais expressivas
foram observadas para lipase, com atividade lipolitica superior a 60%, e lignina
peroxidase, ultrapassando 250 U-L™ nos melhores desempenhos. Destacaram-se 0s
isolados Mucor sp. FAR014, Talaromyces sp. FAR012 e Geotrichum sp. FAR003. Nos
ensaios de biodegradacao do ibuprofeno, embora nenhum isolado tenha promovido
degradacdo completa da molécula, observou-se que Talaromyces sp. FAR012 e
Geotrichum sp. FAR003 foram capazes de oxidar o farmaco e converter a molécula
nos isébmeros 1-, 2- e 3-hidroxi-ibuprofeno ao longo de 15 dias, demonstrando
expressiva capacidade de biotransformacdo estrutural. Complementarmente,
bioensaios ecotoxicoldégicos com Lactuca sativa evidenciaram efeitos fitotoxicos dose-
dependentes, sendo o comprimento de raiz e o indice de Toxicidade (IT) os endpoints
mais sensiveis, indicando fitotoxicidade a partir de 0,3 mg-L™. Esses resultados
reforgcam a relevancia do ibuprofeno como contaminante emergente e fornecem base
cientifica para o desenvolvimento de estratégias biotecnologicas voltadas a mitigacéo
de farmacos em matrizes ambientais, a preservacdo da qualidade hidrica e ao
fortalecimento de ecossistemas mais equilibrados e resilientes.

Palavras-chave: contaminantes emergentes; farmacos; biodegradacao fungica;
biotransformacao; avaliagdo ecotoxicologica; ibuprofeno.



GRIGNET, Rosane dos Santos. Screening of Microorganisms Isolated from the Arroio
Dourado Stream against Different Drugs and Evaluation of Ibuprofen Biodegradation
and its Phytotoxicity in Lactuca sativa. December, 19 of 2025. 239 pages. Thesis
(PhD) Universidade Federal da Integracédo Latino-Americana, Foz do Iguacu — PR,
Brasil.

ABSTRACT

Population growth, combined with the intensification of healthcare-related
consumption, particularly pharmaceutical products, has contributed to increasing
environmental imbalances, posing growing risks to ecosystem integrity. In this context,
emerging contaminants, especially pharmaceuticals detected in surface waters, soils,
and sediments, represent one of the major contemporary environmental challenges
due to their persistence, widespread distribution, and adverse effects even at trace
concentrations. The limited efficiency of conventional treatment systems, coupled with
the lack of specific regulatory frameworks, highlights the need for innovative solutions
aligned with the principles of the United Nations Agenda 2030 and the precepts of
Green Chemistry. Within this framework, the present study aimed to evaluate the
potential of microorganisms isolated from sediments of a stream located in Foz do
Iguagu (PR, Brazil) regarding their tolerance to pharmaceuticals and their ability to
biodegrade ibuprofen, as well as to investigate its phytotoxic effects through bioassays
using Lactuca sativa, contributing to the development of sustainable biotechnological
strategies applicable to pollutant mitigation in environmental systems. A total of 70
microorganisms were isolated from two sampling sites, from which five fungal strains
were selected following tolerance screening against compounds from different
therapeutic classes (antipyretics, anti-inflammatory drugs, antimicrobials,
antidepressants, and hormones). Molecular identification based on ITS rRNA region
sequencing revealed three isolates belonging to Ascomycota and two to
Mucoromycota. Enzymatic screening indicated a diversified metabolic profile among
the isolates, with notable hydrolitic and oxidative activities. The most expressive
responses were observed for lipase, showing lipolytic activity exceeding 60%, and
lignin peroxidase, surpassing 250 U-L™ in the best-performing strains. The isolates
Mucor sp. FARO014, Talaromyces sp. FAR012, and Geotrichum sp. FAR003
demonstrated the most relevant enzymatic potential. In the ibuprofen biodegradation
assays, although complete molecular degradation was not achieved by any isolate,
Talaromyces sp. FAR012 and Geotrichum sp. FAR003 were capable of oxidizing the
compound and converting it into 1-, 2-, and 3-hydroxy-ibuprofen isomers over a 15-
day period, demonstrating a significant capacity for structural biotransformation.
Complementary ecotoxicological bioassays with Lactuca sativa revealed dose-
dependent phytotoxic effects, with root length and the Toxicity Index (TI) identified as
the most sensitive endpoints, indicating phytotoxicity from concentrations as low as 0.3
mg-L™2. These findings reinforce the environmental relevance of ibuprofen as an
emerging contaminant and provide a scientific basis for the development of sustainable
biotechnological strategies aimed at mitigating pharmaceutical pollutants in
environmental matrices, preserving water quality, and promoting more balanced and
resilient ecosystems.

Keywords: emerging contaminants; pharmaceuticals; fungal biodegradation;
biotransformation; ecotoxicological assessment; ibuprofen.



GRIGNET, Rosane dos Santos. Seleccion de Microorganismos Aislados del arroyo
Arroio Dourado Frente a Diferentes Farmacos y Evaluacién de la Biodegradacion del
Ibuprofeno y de su Fitotoxicidad en Lactuca sativa. 19 de diciembre de 2025. 239
paginas. Tesis (PhD) — Universidade Federal da Integracao Latino-Americana, Foz do
Iguacu — PR, Brasil.

RESUMEN

El crecimiento poblacional, junto con la intensificacién del consumo de bienes de
salud, especialmente de productos farmacéuticos, ha contribuido al agravamiento de
los desequilibrios ambientales, imponiendo riesgos crecientes a la integridad de los
ecosistemas. En este contexto, los contaminantes emergentes, especialmente los
farmacos detectados en aguas superficiales, suelos y sedimentos, constituyen uno de
los principales desafios ambientales contemporaneos debido a su persistencia, amplia
distribucion y efectos adversos incluso a concentraciones de traza. La limitada
eficiencia de los sistemas convencionales de tratamiento, sumada a la ausencia de
regulacién especifica, refuerza la necesidad de soluciones innovadoras alineadas con
los principios de la Agenda 2030 de la Organizacion de las Naciones Unidas y con los
preceptos de la Quimica Verde. En este marco, el presente estudio tuvo como objetivo
evaluar el potencial de microorganismos aislados de sedimentos de un arroyo en Foz
do lguacu (PR) para la tolerancia a farmacos y la biodegradacion del ibuprofeno, asi
como investigar sus efectos fitotoxicos mediante bioensayos con Lactuca sativa,
contribuyendo al desarrollo de estrategias biotecnoldgicas aplicables al tratamiento de
contaminantes en sistemas ambientales. Se aislaron 70 microorganismos a partir de
dos puntos de muestreo, de los cuales cinco hongos fueron seleccionados tras
ensayos de tolerancia a compuestos de diferentes clases terapéuticas (antitérmicos,
antiinflamatorios, antimicrobianos, antidepresivos y hormonas). Las cepas fueron
identificadas mediante secuenciacion de la region ITS del rRNA, resultando en tres
aislados pertenecientes a Ascomycota y dos a Mucoromycota. La caracterizacién
enzimatica reveld un perfil diversificado entre los aislados, con predominio de
actividades hidroliticas y oxidativas. Las respuestas mas destacadas se observaron
para la lipasa, con actividad lipolitica superior al 60%, y la lignina peroxidasa,
superando las 250 U-L™ en los mejores rendimientos. Se destacaron los aislados
Mucor sp. FARO014, Talaromyces sp. FAR012 y Geotrichum sp. FARO003. En los
ensayos de biodegradacion del ibuprofeno, aunque ningan aislado promovio la
degradacion completa de la molécula, se observd que Talaromyces sp. FAR012 y
Geotrichum sp. FAROO3 fueron capaces de oxidar el farmaco y transformar la
molécula en los isémeros 1-, 2- y 3-hidroxi-ibuprofeno a lo largo de 15 dias,
evidenciando una notable capacidad de biotransformacion. De forma complementaria,
los bioensayos ecotoxicolégicos con Lactuca sativa mostraron efectos fitotoxicos
dependientes de la dosis, siendo la longitud de la raiz y el indice de Toxicidad (IT) los
parametros mas sensibles, con indicios de fitotoxicidad a partir de 0,3 mg-L™. Estos
resultados refuerzan la relevancia del ibuprofeno como contaminante emergente y
proporcionan una base cientifica para el desarrollo de estrategias biotecnoldgicas
orientadas a la mitigacion de farmacos en matrices ambientales, la preservacion de la
calidad del agua y el fortalecimiento de ecosistemas mas equilibrados y resilientes.

Palabras clave: contaminantes emergentes; farmacos; biodegradacion fangica;
biotransformacion; evaluacion ecotoxicologica; ibuprofeno.
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1. INTRODUCAO

A &gua é um recurso natural indispensavel a vida e essencial para a maioria
das atividades econdmicas, sendo rios, riachos e lagos as principais fontes de
abastecimento. No entanto, sua qualidade vem sendo comprometida devido ao
despejo crescente e continuo de efluentes domésticos e industriais (Li et al., 2024; Pol
et al., 2019; Heck et al., 2017). Esse cenério se agrava com 0 crescimento
populacional e o consequente aumento do consumo individual, ampliando a presséao
sobre 0s mananciais de abastecimento publico (Tarekegn et al., 2020).

Nos ultimos anos, a preocupacao com a qualidade da agua tornou-se ainda
mais critica, visto que métodos convencionais de tratamento fisico-quimico
frequentemente ndo conseguem remover completamente substancias potencialmente
toxicas. Entre eles destacam-se 0s contaminantes emergentes (CEs), também
denominados micropoluentes ambientais, cuja presenca tem sido registrada mesmo
apos o tratamento de agua e esgoto (Kaur; Krol; Brar, 2021; Zeng et al., 2021). Embora
detectados em concentracdes trago, esses compostos podem desencadear toxicidade
bioldgica, inducéo de resisténcia antimicrobiana e efeitos genotéxicos (Simonetti et
al., 2025; Saxena et al., 2021; Bilal et al., 2019a; Riaz et al., 2018; Montagner; Vidal;
Acayaba, 2017).

Os CEs séao detectados em todos os compartimentos ambientais, como agua,
solo, sedimentos e ar, sendo provenientes, em sua maioria, de fontes antropicas,
como efluentes domésticos, industriais, hospitalares e agricolas, além de fontes
naturais, como metabdlitos de plantas e microrganismos (Huang et al.,, 2023;
Bernstein, 2022; Farto et al., 2021a; Chaves et al., 2020). O destino e os efeitos
ecotoxicolégicos de muitos desses compostos permanecem parcialmente
desconhecidos ou cercados de incertezas, reforcando a urgéncia de estudos que
elucidem rotas de exposicéo e impactos ambientais (Godoi et al., 2025; Molina et al.,
2020).

Os contaminantes emergentes incluem diferentes grupos de substancias,
como agrotdxicos, drogas ilicitas, farmacos, produtos de higiene pessoal,
nanocompostos e microplasticos. Estudos recentes tém enfatizado o monitoramento
desses agentes em diferentes matrizes ambientais como indicadores de
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contaminacgao (Singh et al., 2024; Chaves et al., 2020; Xie et al., 2019; Schmeller et
al., 2018).

Dentro desse conjunto de contaminantes, os farmacos destacam-se como
uma das classes mais frequentemente detectadas e estudadas, em razdo de seu
consumo continuo, diversidade estrutural e potencial de causar efeitos
ecotoxicolégicos mesmo em baixas concentracdes (Ramirez-Duran et al., 2025; Li et
al., 2024).

A expansdo continua da diversidade quimica exerce pressao crescente sobre
as Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETES) e as Estacdes de Tratamento de Agua
(ETAs). Embora fundamentais para a salde publica, esses sistemas foram
concebidos para remover sobretudo matéria organica, nutrientes e patégenos, e nédo
moléculas complexas e recalcitrantes, como farmacos, agroquimicos e outros
micropoluentes. Como consequéncia, a falta de adequacéao tecnoldgica dos processos
convencionais permite que uma parcela significativa desses compostos ultrapasse as
barreiras de tratamento e seja novamente liberada no ambiente, agravando a
contaminacdo de aguas superficiais e subterraneas (Farto et al., 2021b; Harish;
Jegatheesan, 2025).

Sob uma perspectiva histérica e global, a intensificagdo das atividades
industriais e o avancgo tecnolégico desde o século XIX resultaram na liberacdo de
inUmeras substancias no ambiente, muitas delas sem regulamentacdo especifica e
com potencial de causar impactos persistentes nos ecossistemas e na saude humana
e animal (Calvelli et al., 2023). No Brasil, a ampla extensao territorial e os contrastes
socioecondmicos expdem diferentes niveis de pressao ambiental. Embora o pais
figure entre as dez maiores economias mundiais em 2025 (FMI, 2025), o elevado
consumo acarreta desafios tipicos de nagbes desenvolvidas, especialmente quanto
ao descarte inadequado de substéancias quimicas.

A presenca continua de CEs em aguas superficiais, subterraneas, solos,
sedimentos e até na atmosfera tem sido associada a perturbacdes endocrinas e
alteracbes comportamentais em organismos aquaticos de diferentes niveis troficos,
evidenciando riscos para o funcionamento e a estabilidade dos ecossistemas (Das et
al., 2024; Riaz et al., 2018; Montagner; Vidal; Acayaba, 2017; Bilal et al., 2019a).
Adicionalmente, Kourtchev et al., (2025) demonstraram que compostos farmacéuticos

e outros CEs podem volatilizar, aderir a particulas atmosféricas e sofrer transporte de
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longa distancia, contribuindo para a recontaminacdo de solos e corpos hidricos por
deposicao seca e umida.

Diante dos riscos ecotoxicoldgicos e sanitarios, torna-se essencial avancar em
marcos regulatorios e praticas mais eficazes de gestéo de residuos quimicos (Silva et
al., 2023). A formulagcéo de politicas depende de dados robustos sobre toxicidade,
ocorréncia e mecanismos de acdo desses compostos, bem como de estratégias de
mitigacao e monitoramento (Farto et al., 2021; Mani et al., 2023; Singh et al., 2024).

Apesar dos avanc¢os no monitoramento desses compostos, ainda hé lacunas
guanto a compreensao dos processos naturais de transformacdo de farmacos em
ambientes aquaticos e de como tais processos podem influenciar seus efeitos
ecotoxicoldgicos, especialmente em organismos nao alvo (Godoi et al., 2025; Molina
et al., 2020; Farto et al., 2021a; Mani et al., 2023; Singh et al., 2024).

Nesse cenéario global, a andlise em escala local torna-se fundamental.
Ambientes aquaticos urbanos e periurbanos do oeste do Parana, como o riacho Arroio
Dourado, inserido em area sob pressdo antropica, configuram sistemas
particularmente relevantes para investigacéo, pois recebem aporte continuo, pontual
e difuso, de efluentes domésticos e urbanos, o que pode favorecer tanto a presenca
de farmacos quanto a selecao de microrganismos com repertorio metabolico adaptado
a transformacéao de xenobioticos (Singh et al., 2025; Zhang et al., 2024; Soares et al.,
2023).

Entre os CEs, o ibuprofeno, um anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE),
destaca-se devido ao seu uso massivo e a detecgdo recorrente em diferentes matrizes
ambientais. Sua persisténcia representa risco ambiental e potencial impacto a saude
publica (Almeida; Mendonca, 2024; Ratnasari et al., 2024; Bernstein, 2022). Ademais,
o ibuprofeno se sobressai ndo apenas pela frequéncia de ocorréncia em ambientes
aquéticos, mas também por evidéncias consistentes de efeitos ecotoxicoldgicos em
diferentes niveis de organizacdo biolégica, 0 que o0 torna um composto-alvo
estratégico (Peng et al., 2024). Nesse sentido, sua selecédo possibilita integrar triagens
microbiologicas, avaliacdo de potencial enzimatico, analises quimicas avancadas e
bioensaios com plantas, permitindo investigar, de forma consistente, tanto os
processos de transformacé&o quanto os efeitos bioldgicos decorrentes de sua presenca
no ambiente.

Nesse contexto, abordagens baseadas em processos biologicos tém ganhado
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destaque, e a biorremediacdo desponta como uma alternativa promissora, sustentavel
e de custo reduzido para mitigar a presenca de micropoluentes. Essa abordagem
utiliza microrganismos, especialmente bactérias e fungos capazes de transformar ou
degradar compostos recalcitrantes por meio de um repertério diversificado de
enzimas, como lacases, peroxidases, hidrolases, lipases, celulases, xilanases e
oxigenases (Zeng et al., 2021; Guardado et al., 2019). A busca por praticas
sustentaveis tem impulsionado o uso desses organismos como alternativas eficientes
aos métodos fisico-quimicos convencionais (Zhou; Zhang; Cai, 2021; Giovanella et
al., 2020). Microrganismos isolados de ambientes potencialmente degradados podem
apresentar rotas metabdlicas adaptadas a xenobidticos, frequentemente associadas
a genes de resisténcia e transformacéo (Dong et al., 2021; Madamwar et al., 2021).

Além disso, a ecotoxicologia vegetal tem sido amplamente utilizada para
avaliar os efeitos de CEs sobre organismos néo alvo. Bioensaios com Lactuca sativa
sao reconhecidos por sua sensibilidade, baixo custo e aplicacdo em protocolos
internacionais, permitindo identificar efeitos letais e subletais por meio de parametros
como germinacao e crescimento radicular (Mendes et al., 2021; Chan-Keb et al., 2022;
ISO, 2016; OECD, 2006; USEPA, 2012; Rede et al., 2019; Silva et al., 2023a).

Este estudo se alinha a varios Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) da Organizacao das Nacfes Unidas (ONU). O ODS 3 (saude e bem-estar) é
contemplado ao reduzir riscos a saude humana e animal associados a presenca de
farmacos; o ODS 6 (agua potavel e saneamento) é atendido por meio da preservacao
da qualidade da agua; o ODS 13 (ag¢do contra a mudanca global do clima) é
contemplado ao adotar métodos de biodegradacdo com menor impacto ambiental; e
o ODS 14 (vida na agua) € reforcado ao proteger ecossistemas aquaticos e a
biodiversidade (Unesco, 2021).

Diante desse contexto, o presente trabalho teve como objetivo realizar a
triagem de microrganismos isolados do sedimento do riacho Arroio Dourado frente a
diferentes classes de farmacos e avaliar o potencial de biodegradacéo do ibuprofeno
por fungos selecionados, bem como investigar os efeitos fitotoxicos desse farmaco
em Lactuca sativa sob diferentes concentracfes. Ao integrar analises microbiologicas,
enzimaticas e ecotoxicoldgicas, esta pesquisa busca fornecer subsidios cientificos

solidos para o desenvolvimento de estratégias sustentaveis de mitigagdo de CEs.
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Nesse sentido, parte-se da hipétese de que microrganismos isolados do
sedimento do riacho Arroio Dourado apresentam capacidade de biodegradar ou
biotransformar farmacos, incluindo o ibuprofeno, e que essa atividade metabdlica
contribui para a reducéo de seus efeitos fitotoxicos, configurando um processo natural

com potencial de atenuacdo ambiental.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Contaminantes Emergentes

Até o inicio da década de 1990, as pesquisas em monitoramento ambiental e
saude concentravam-se predominantemente em poluentes organicos persistentes e
metais pesados, cuja ocorréncia tornou-se relativamente controlada com a
implementacdo de normativas especificas e tecnologias de tratamento mais eficientes
(Trimidi et al., 2018; Petrovic et al., 2014). A partir desse periodo, a atencdo da
comunidade cientifica voltou-se para outros grupos de compostos, conhecidos como
contaminantes emergentes (CEs), que passaram a representar um problema
ambiental em razdo de sua ampla ocorréncia em diferentes ambientes naturais e da
auséncia de regulamentacao especifica (Montagner; Vidal; Acayaba, 2017).

Neste estudo, os CEs sédo definidos como substancias naturais ou sintéticas,
muitas vezes ainda sem limites normativos especificos, detectadas em concentracdes
traco no ambiente e associadas a potenciais efeitos adversos em organismos e
ecossistemas (Dulio et al., 2024; Coccia; Bontempi, 2023; Sivaranjanee; Kumar, 2021,
Farto et al., 2021a; Montagner et al., 2019; Kourtchev et al., 2025; Rout et al., 2021).

Nesse contexto, Os CEs englobam uma ampla variedade de substancias e
misturas quimicas identificadas em diferentes matrizes ambientais, estando
fortemente associados a praticas cotidianas relacionadas a atividade industrial,
agricola e aos cuidados médico-hospitalares e veterinarios (Simonetti et al., 2025;
Ramirez-Malule et al., 2020). Essas substancias incluem, entre outros, farmacos,
agrotoxicos, drogas ilicitas, produtos de higiene pessoal, nanocompostos e
microplasticos (Simonetti et al., 2025; Li et al., 2024; Singh et al., 2024; Chaves et al.,
2020; Ramirez-Malule et al., 2020).

Para fins de contextualizacao, a Figura 1 apresenta um fluxograma ilustrativo
das principais rotas de geracao, liberacdo e disseminacdo dos CEs no ambiente
aquatico, conforme proposto por Coccia e Bontempi (2023). De forma complementar,
para melhor entendimento da classificacdo desses CEs, Li et al.,, (2024) os
categorizaram em seis classes com base em sua origem, uso e caracteristicas

guimicas (Quadro 1).
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EFLUENTES DAS

Figura 1 — Esquema ilustrativo das principais classes de contaminantes emergentes,
fontes de origem e matrizes ambientais afetadas.
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Fonte: Adaptado de Coccia; Bontempi (2023)

Os CEs sdao detectados em todos os compartimentos ambientais, incluindo
aguas superficiais e subterraneas, solos, sedimentos e atmosfera, provenientes
majoritariamente de fontes antropicas, como efluentes domésticos, industriais,
hospitalares e agricolas, além de fontes naturais, como metabdlitos de plantas e
microrganismos (Huang et al., 2023; Bernstein, 2022; Farto et al., 2021a; Chaves et
al., 2020). Aléem disso, 0 destino e a persisténcia de muitos desses compostos
permanecem parcialmente desconhecidos, sendo influenciados por propriedades
fisico-quimicas como solubilidade, volatilidade, estabilidade e coeficientes de particao
(Godoi et al., 2025; Molina et al., 2020).
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Quadro 1 — Principais classes de contaminantes emergentes e exemplos de algumas
substancias detectadas no ambiente.

Categoria CEs Exemplos

Quimioterapicos: ciclofosfamida, ifosfamida;
Antidepressivos: fluoxetina, sertralina, citalopram;
Antibidticos:  ciprofloxacina, eritromicina; Hormonios:
estradiol, etinilestradiol; Antiepilépticos: carbamazepina;
Analgésicos: AAS, dipirona, paracetamol; Anti-inflamatorios:
diclofenaco, ibuprofeno, cetoprofeno; Betabloqueadores:
propranolol.

Farmacos e
Produtos de
Cuidado Pessoal
(PPCPs)

Nanoparticulas de prata, nanotubos de carbono, di6xido de
titanio, fulerenos, nanoparticulas de silica, nanoparticulas de
oxido de zinco e oxido de cério.

Nanomateriais
(NMs)

Bisfenol A (BPA); Dioxinas (1,2,3,7,8-pentaclorodibenzo-p-
dioxina); Ftalatos (di(2-etilhexil) ftalato); Perclorato de
amonio; Pesticidas (atrazina, glifosato); Alquilfendis
(nonilfenal).

Compostos
Desreguladores
Endécrinos (EDCs)

Acido perfluoroctanossulfénico (PFOS), Acido
perfluorohexanossulfénico  (PFHxS), Compostos = GenX,
Acido perfluorononandico (PFNA), Acido perfluorobutano

Substancias Per e
Polifluoroalquiladas

(PFAS) sulfénico (PFBS).
Metais pesados: mercurio, chumbo; Fibras de amianto:
Poluentes o o . L : NIRRT
Industriais e crisotila, amosita; Nitrosaminas: N-n_|trosod|metllam|na,
A Clorofluorcarbonos (CFCs): triclorofluorometano;
Substancias ) N
- Retardantes de chama bromados; Compostos organicos
Quimicas Y .
volateis: benzeno, tolueno, xileno.
Plasticos biodegradaveis; Microesferas plasticas
Produtos Plasticos e | (microbeads); Microfibras (nylon, poliéster); Espumas:
Microplasticos poliuretano, isopor; filmes plasticos; nurdles: pequenos

pellets de plastico.

Fonte: Li et al., (2024).

A presenca continua de CEs tem sido associada a perturbacfes enddcrinas,
alteracdes comportamentais e efeitos genotdxicos em organismos de diferentes niveis
troficos, bem como a selecdo e disseminacdo de microrganismos com resisténcia
antimicrobiana, mesmo em concentragdes traco (Bilal et al., 2019a; Riaz et al., 2018;
Saxena et al., 2021; Simonetti et al., 2025; Montagner; Vidal; Acayaba, 2017). Dessa
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forma, esses efeitos reforcam a preocupagcdo quanto ao impacto crénico desses
compostos sobre a saude ambiental e humana.

A maioria dessas substancias apresenta alta solubilidade em agua e baixa
velocidade de degradacdo, caracteristicas que favorecem sua permanéncia e
persisténcia no meio ambiente, associadas ainda ao continuo aporte acumulativo
(Montagner et al., 2019). Consequentemente, os CEs alcangcam os corpos hidricos,
acumulando-se ao longo do tempo na agua e nos sedimentos, sendo detectados em
baixas concentra¢c@es inclusive em agua potavel (Huang et al., 2020; Cartaxo et al.,
2020).

Diversas pesquisas indicam que essas substancias ndo sdo removidas por
completo nos sistemas de tratamento atualmente implantados, além de evidenciarem
a auséncia de regulamentacdo que estabeleca limites de tolerancia para muitos
desses compostos (Harish; Jegatheesan, 2025; Branco et al., 2021; Ribas et al., 2021,
Farto et al., 2021a; Rout et al., 2021; Quadra et al., 2017).

Adicionalmente, apesar da crescente evidéncia cientifica, muitos CEs ainda
nao possuem limites maximos estabelecidos em legislagbes nacionais e
internacionais, o que dificulta sua gestao e controle (Silva et al., 2023; Mani et al.,
2023). A formulacdo de politicas publicas depende de dados robustos sobre
ocorréncia, toxicidade, destino ambiental e mecanismos de acao (Alygizakis et al.,
2020; Puri et al., 2023; Bakare-Abidola; Olaoye, 2025).

Nesse contexto, iniciativas internacionais, como a rede NORMAN (Network of
Reference Laboratories, Research Centres and Related Organisations), tém atuado
na harmonizacdo de métodos analiticos, na compilacdo de dados de ocorréncia e na
priorizacdo de CEs para monitoramento e avaliacdo de risco, contribuindo para

avancos na gestao desses contaminantes (Dulio et al., 2024; NORMAN, 2025).

2.2 Farmacos como Contaminantes Emergentes

Os farmacos constituem uma das classes mais relevantes entre os CEs,
sendo amplamente detectados em diferentes matrizes ambientais e reconhecidos
como micropoluentes de preocupacdo ambiental crescente (Silva et al., 2023; Huang
et al., 2020; Rasheed et al., 2019; Zur et al., 2018; Alygizakis et al., 2016; Fabregat et

al., 2016).
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Esses compostos abrangem diversas classes terapéuticas, e as propriedades
fisico-quimicas individuais de cada farmaco, associadas as condicbes ambientais,
determinam seu destino e comportamento no ambiente, de modo que alguns
apresentam maior persisténcia e potencial de acumulacdo, enquanto outros sédo mais
rapidamente transformados ou removidos, influenciando diretamente sua
disseminacdo e detec¢cdo em ambientes aquaticos e terrestres (Quadra et al., 2018;
Wang et al., 2023).

Alguns farmacos sao classificados como desreguladores endocrinos (DES),
definidos como compostos naturais ou sintéticos capazes de mimetizar, bloquear ou
interferir na acdo dos horménios naturais em humanos e animais (Maia, 2020). Entre
esses compostos destacam-se os hormonios naturais, como o estradiol (E2), e os
sintéticos, presentes em anticoncepcionais orais, como o etinilestradiol (EE2), além
dos subprodutos de metabolismo, como estrona (E1) e estriol (E3), frequentemente
identificados em diferentes matrizes ambientais (Farto et al., 2021a; Montagner et al.,
2019). Esses compostos interferem diretamente no funcionamento do sistema
endocrino; uma complexa rede de glandulas e hormdénios responsavel pela regulacéo
de processos fisiolégicos essenciais, podendo causar disfuncdes reprodutivas e
metabdlicas em organismos aquaticos e terrestres (Li et al., 2024).

Além dos DEs, outras classes farmacoldgicas apresentam potencial impacto
ambiental. As principais incluem os antitérmicos, antimicrobianos, anti-inflamatorios
(AINES) e antidepressivos, substancias amplamente utilizadas na medicina humana e
veterinaria (Ribas et al., 2021; De Sousa et al., 2020; Zur et al., 2018). Nas ultimas
décadas, o consumo desses medicamentos aumentou significativamente em escala
global, inclusive no Brasil, especialmente os de venda livre, como analgésicos, AINEs
e antitérmicos, e os de uso continuo, como anticoncepcionais e antidepressivos
(Montagner; Vidal, Acayaba, 2017). Esse padrao de consumo, aliado ao descarte
inadequado, contribui para o aumento da presenca de farmacos em aguas
superficiais, subterraneas e sedimentos (Chaves et al., 2020; Lima et al., 2017).

Embora frequentemente detectados em concentracdes de traco, os farmacos
e seus metabdlitos podem interagir sinergicamente no ambiente, produzindo efeitos
mais intensos do que aqueles esperados individualmente (Cartaxo et al., 2020;
Bisognin; Wolff; Carissimi, 2018). A presenca continua dessas substancias pode

induzir resisténcia bacteriana, alterar a estrutura de comunidades microbianas e afetar
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a biota aquatica, representando riscos aos ecossistemas e a saude (Saxena et al.,
2021; Alcala, Navarro; Lopez, 2017; Montagner; Vidal; Acayaba, 2017).

Os primeiros registros cientificos sobre a presenca de farmacos em aguas
residuérias datam da década de 1970, nos Estados Unidos da América (EUA), quando
estudos pioneiros identificaram compostos farmacéuticos em estagdes de tratamento
de esgoto - ETEs (Lima et al., 2017). Desde entdo, a farmaco-contaminacéo passou
a ser considerada um problema ambiental emergente em paises como Alemanha,
Canad4, Inglaterra, Italia, Suécia, Estados Unidos e Brasil. No contexto brasileiro, as
primeiras investigacfes sobre CEs em ecossistemas aquéticos ocorreram na década
de 1990, nos estados de Sao Paulo (Lanchote et al., 2000) e Rio de Janeiro (Stumpf
et al., 1997; 1999). Desde entdo, a presenca de farmacos vem sendo reportada em
diversas regides e matrizes aquaticas (De Sousa et al., 2020; Montagner et al., 2019;
Montagner; Vidal; Acayaba, 2017). Observa-se que a maior concentracao de estudos
sobre CEs ocorre nas regibes Sul e Sudeste, refletindo a maior infraestrutura de
pesquisa e monitoramento ambiental nessas areas (Bila et al., 2023; Branco et al.,
2021).

Quadra e colaboradores (2017) realizaram um levantamento sobre as
principais classes de farmacos detectadas em aguas brasileiras entre 1999 e 2017. O
estudo identificou a presenca recorrente de horménios, antibiéticos, analgésicos,
AINEs, antipiréticos e cafeina, sendo os hormonios os mais frequentemente avaliados
no periodo. Compostos como diclofenaco, naproxeno, paracetamol, ibuprofeno e
amoxicilina também figuram entre os mais detectados. Outras classes, como
antilipémicos, antidiabéticos e antidepressivos, embora menos estudadas, também
apresentam potencial de contaminacéo relevante. O Quadro 2 apresenta uma sintese
das classes de farmacos estudadas no Brasil, adaptada de Ribas et al., (2021).

Chaves e colaboradores (2020) identificaram 33 farmacos e produtos de
cuidado pessoal em aguas e sedimentos dos rios Bacanga e Anil, no nordeste
brasileiro. A cafeina apresentou as maiores concentracdes (13.798 ng-L™), seguida
por paracetamol, ibuprofeno, sulfametoxazol, carbamazepina e diclofenaco. Em
sedimentos, foram encontrados triclocarban, benzofenona-3 e compostos
parabénicos, indicando que a carga contaminante inclui tanto farmacos quanto
aditivos cosmeéticos.

Em outro estudo, Thomas et al., (2014) detectaram antidepressivos como
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amitriptilina, citalopram e sertralina em amostras do rio Negro-Amazonas, sugerindo
gue a contaminacdo farmacéutica pode estar disseminada em diversas bacias
hidrograficas do pais. Essa situacédo tende a se intensificar, especialmente apos a
pandemia do coronavirus (COVID-19), que elevou o consumo global de
antidepressivos e ansioliticos (Castillo-Zacarias et al., 2021).

Quadro 2 — Listagem de alguns CEs estudados no Brasil.

Grupos Substéncias
Hormonios estrona, estriol, androstenediona, progesterona, testosterona

Analgésicos e diclofenaco, naproxeno, paracetamol, ibuprofeno, flunixina,
Anti-inflamatérios | AAS, cetoprofeno

amoxicilina, sulfametoxazol,trimetoprima, sulfadoxina,
lincomicina, florfenicol, ciprofloxacina sulfaquinoxalina,
sulfamazina, sulfatiazol, norfloxacina, tilmicosina, tilosina,
Antibidticos marbofloxacina, tetraciclina, sulfacloropiridazina, sulfadiazina,
sulfadimetoxina, sarafloxacina, oxitetraciclina,
clorotetraciclina, ofloxacina, danofloxacina, enrofloxacina,
doxiciclina, clorofenicol, clindamicin,

Betabloqueadores | atenolol

Anticonvulsivos | carbamazepina

Estimulantes cafeina
Antilipémicos gemfibrozil, bezafibrato
Antiparasiticos ivermectina, fenbendazol sulfona, fenbendazol
Antifungicos miconazol
Herbicidas atrazina

bisfenol a, nonilfenol, fenol, etilparabeno, metilparabeno,

Xenoestrogénios :
propilparabeno

Fonte: Adaptado de Ribas et al., 2021.

Em revisdo recente, Godoi et al., (2025) realizaram um compilado nacional
sobre a deteccéo de AINEs em matrizes hidricas brasileiras, com maior incidéncia nas
regides Sudeste e Sul, especialmente nos estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Rio
de Janeiro. O estudo reporta o ibuprofeno e o diclofenaco como os farmacos mais
frequentes, detectados inclusive em niveis superiores a 700 pug-L™ no rio Séo
Francisco, e alerta que os efeitos enddcrinos e oxidativos observados em espécies
nativas evidenciam riscos ecotoxicolégicos subestimados em razdo da auséncia de
normas especificas para o controle desses compostos no Brasil.

Muitas das substancias investigadas no Brasil sdo aquelas recomendadas
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pela Unido Europeia (UE) para o monitoramento de CEs em aguas destinadas ao
abastecimento publico. Entre essas substancias, destacam-se os antibioticos e os
desreguladores enddcrinos (DEs), reconhecidos por seu potencial de interferir em
processos bioldgicos essenciais (Souza, 2017). Os DEs, em particular, representam
uma preocupacdo ambiental crescente, pois 0 acumulo desses compostos em
ecossistemas aquaticos compromete a reproducdo, o crescimento e o equilibrio
hormonal de espécies aquaticas, além de potencialmente afetar a salde humana
(Sivaranjanee; Kumar, 2021; Huang et al., 2020; Aydemir; Ulusu, 2023). Nesse
contexto, no oeste do Paran4, a dindmica urbana e sanitaria influencia diretamente a
carga de micropoluentes, tornando riachos urbanos, como o Arroio Dourado, pontos
estratégicos para investigar a ocorréncia desses compostos, a selecdo microbiana e
os efeitos ecotoxicolégicos associados.

Entre os farmacos de maior ocorréncia ambiental destacam-se os AINEs,
como o diclofenaco e o ibuprofeno, frequentemente detectados em rios, estuarios e
aguas subterraneas (Peng et al., 2024; Ramirez-Duran et al.,, 2025) e os mais
estudados no Brasil (Godoi et al., 2025). Em um estudo global abrangendo 71 paises,
o diclofenaco foi identificado em 50 deles, com concentracdes acima dos niveis
preditos de seguranca ambiental (Beek et al., 2016). Tais compostos sdo amplamente
utilizados, e sua eliminacdo parcial em estacdes de tratamento evidencia a limitacao
dos sistemas convencionais para remog¢ao de micropoluentes (Wydro et al., 2024).

Segundo Maia (2020), a farmaco-contaminacdo tende a se agravar nas
proximas décadas em virtude do aumento da expectativa de vida e do consequente
crescimento populacional, que elevam o consumo de medicamentos. Lima et al.,
(2017) reforcam que o uso indiscriminado e o descarte inadequado de farmacos,
muitas vezes por desconhecimento dos riscos ambientais, sao fatores determinantes
para a presenca desses compostos em corpos hidricos. Além disso, aspectos como o
padrdo de prescricdo médica, o marketing farmacéutico, a epidemiologia local e a
infraestrutura sanitaria influenciam diretamente a concentracdo desses contaminantes
(Ribas et al., 2021; Maia, 2020).

A complexidade do percurso ambiental dos farmacos, desde sua producao até
sua degradacao final, ainda exige maior investigacao. As caracteristicas da poluicdo
variam conforme o contexto socioeconémico e ambiental de cada regido, o tipo de

efluente gerado, as condi¢cGes de tratamento e os fatores climaticos (Cartaxo et al.,
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2020; Chaves et al., 2020; Sivaranjanee; Kumar, 2021). Em geral, os compartimentos
mais afetados sao os sedimentos e as aguas superficiais e subterraneas (Silva et al.,
2023; Cartaxo et al., 2020).

O Brasil figura entre os maiores mercados farmacéuticos do mundo e
apresenta tendéncia de crescimento continuo no consumo de medicamentos (Freitas;
Radis-Baptista, 2021). Esse cenario contribui para 0 aumento da carga de farmacos e
de seus metabdlitos lancados no ambiente, frequentemente detectados em drenagens
urbanas e redes de esgoto. Estudos recentes relatam a presenca de analgésicos, anti-
hipertensivos e diuréticos em canais urbanos, com risco ecoldgico classificado entre
moderado e alto (Roveri et al., 2022). Tal problematica reflete uma tendéncia global,
uma vez que residuos farmacéuticos vém sendo amplamente detectados em rios de
diversos paises, incluindo o Brasil (Wilkinson et al., 2022).

Diante desse panorama, 0 avangco no monitoramento, identificagdo e
tratamento de farmacos em ambientes aquaticos tornou-se essencial. Estudos
recentes enfatizam a necessidade de desenvolvimento e aplicacdo de tecnologias
mais eficientes de remocao, incluindo processos de oxidagdo avancada, uso de
carvdo ativado, membranas e biorremediacdo por fungos e bactérias (Farto et al.,
2021b; Wydro et al., 2024; Wang et al., 2024). Tais estratégias sao fundamentais para
reduzir o impacto cumulativo desses contaminantes e minimizar 0S riSCOS

ecotoxicolégicos associados a farmaco-contaminacéo.

2.2.1 Panorama e lacunas regulatorias sobre contaminantes emergentes

A crescente presenca de CEs, entre eles os farmacos de uso humano e
veterinério, tem provocado um deslocamento significativo na agenda ambiental global,
exigindo respostas regulatérias mais consistentes, integradas e alinhadas as
evidéncias cientificas recentes. A expansao do consumo de medicamentos, aliada ao
aumento das taxas de urbanizacdo, limitacbes tecnoldgicas das Estacdes de
Tratamento de Agua e Esgoto (ETAS/ETES) e lacunas normativas, contribui para a
persisténcia desses compostos nas matrizes aquaticas. Esse cenario evidencia um
descompasso estrutural entre o avangco dos métodos instrumentais de deteccao,
capazes de identificar concentracdes traco na ordem de ng-L™ a pug-L™* e a lenta

incorporacdo desses conhecimentos na formulagdo de marcos regulatérios (Gabriel,
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2022; Pimenta et al., 2023).

Diversas organizacbes internacionais vém desempenhando papel
fundamental no monitoramento de CEs, entre elas a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a Unido Europeia (UE) e a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA) (Parida et al., 2021). Desde 2014, a OMS vem atualizando progressivamente
suas Diretrizes para a Qualidade da Agua Potavel, revisadas em 2022 e 2024,
incorporando compostos anteriormente ausentes e reconhecendo 0 risco crescente
dos farmacos detectados em sistemas de abastecimento (WHO, 2022; Harish;
Jegatheesan, 2025). Adicionalmente, a falta de convergéncia entre listas
internacionais de substancias prioritarias reforca a importancia de esforcos de
harmonizacao global, de modo a promover respostas regulatérias mais coerentes

frente & universalizagéo do problema.

2.2.1.1 Contexto nacional

No Brasil, apesar da robustez de instrumentos legais consolidados, ainda néo
h& pardmetros especificos para farmacos e outros CEs nos principais dispositivos
normativos da qualidade das aguas. As Resolu¢des CONAMA n° 357/2005, 396/2008
e 430/2011 abordam padrdes fisico-quimicos, microbiolégicos e diretrizes gerais para
o lancamento de efluentes, porém deixam de incorporar substancias farmacolégicas
amplamente detectadas em corpos hidricos no pais (Brasil, 2005; 2008; 2011; Gabriel,
2022).

Do ponto de vista da potabilidade, a Portaria GM/MS n° 888/2021 representou
avanco ao atualizar o padrdo de qualidade da agua, embora néo tenha incluido
farmacos entre os parametros obrigatorios (Farto, 2024). A auséncia de limites
normativos especificos decorre de mdltiplos fatores, incluindo lacunas de evidéncia
toxicologica consolidada, viabilidade técnica de monitoramento em larga escala, custo
analitico e processos de priorizacao regulatoria, ndo devendo ser interpretada como
indicativo de inexisténcia de risco ambiental ou sanitario (Zhao et al., 2025; Li et al.,
2024).

Nesse contexto, essa omissao revela a persistente desconexdo entre as
politicas de vigilancia sanitaria e ambiental, dificultando a consolidacdo de estratégias

integradas de monitoramento (Oliveira et al., 2022; Nobrega et al., 2025).
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No Brasil, a priorizagéo regulatéria ainda se concentra em parametros classicos
de potabilidade; o monitoramento de CEs esbarra em fatores estruturais, como o
elevado custo de meétodos analiticos, a limitada capacidade analitica de parte dos
laboratérios estaduais, desigualdades regionais em saneamento basico, dificuldades
politico-institucionais para inclusdo de novos parametros e a ainda incipiente demanda
social por regulamentacdo desses compostos (Montagner; Vidal, Acayaba, 2017;
Quadra et al., 2017; Branco et al., 2021; Bila et al., 2023; OECD, 2022; USEPA, 2022;
Harish; Jegatheesan, 2025; Bakare-Abidola; Olaoye, 2025).

O Decreto n° 10.388/2020, que instituiu o sistema de logistica reversa de
medicamentos domiciliares, foi 0 marco mais significativo da Ultima década no campo
regulatorio nacional, definindo responsabilidades para fabricantes, distribuidores e
varejistas. Entretanto, sua implementacéo ainda € desigual, sobretudo em municipios
de pequeno porte, evidenciando limitacbes estruturais tipicas de paises em
desenvolvimento (Brasil, 2020).

No ambito institucional, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
dispde de normativas relacionadas a producédo e ao controle de medicamentos
(Normativa n° 36/2019 e as Resolu¢bes RDC n° 200/2017 e n® 71/2009), porém
nenhuma delas estabelece diretrizes ambientais ou padrbes de emissdo. Essa lacuna
reforca a necessidade de articulacao interministerial entre saude, meio ambiente e
saneamento, especialmente diante das evidéncias de que o0s tratamentos
convencionais atualmente implantados ndo removem eficientemente compostos como
ibuprofeno, diclofenaco, atenolol, fluoxetina e carbamazepina (Farto, 2024; Wydro et
al., 2024; Wang; Gao; Zuo, 2024).

O Marco Legal do Saneamento Basico (Lei n°® 14.026/2020) estabelece metas
ambiciosas para 2033, incluindo universalizacdo do abastecimento e expansdo da
coleta e tratamento de esgoto (Brasil, 2020b). Entretanto, a modernizacdo das
ETAS/ETEs, incorporando processos avangados, como 0zonizagdo, carvao ativado,
membranas e biorremediacdo microbiana, ainda ndo esta explicitamente vinculada ao
enfrentamento dos CEs, o0 que limita a efetividade do arcabouco normativo (Harish;
Jegatheesan, 2025; Medeiros et al., 2022).

Assim, a convergéncia entre ciéncia, tecnologia e regulagcdo permanece o
maior desafio brasileiro para garantir qualidade hidrica e seguranca ambiental nas

proximas décadas. Em paralelo as limitacbes observadas no cenario brasileiro,
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diferentes paises e blocos econbémicos apresentam niveis variados de avanco

regulatorio quanto aos CEs.

2.2.1.2 Contexto internacional

No cenério internacional, paises e blocos econémicos apresentam niveis de
avanco regulatério bastante distintos. A Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econdmico (OCDE), composta por 38 paises, tem produzido
relatorios estruturantes, como Pharmaceutical Residues in Freshwater (2019) e
Management of Pharmaceutical Household Waste (2022), que consolidam a
percepcdo de que o0s sistemas convencionais de tratamento ndo foram projetados
para remover farmacos e que politicas de responsabilidade estendida do produtor
devem ser ampliadas (OECD, 2019; 2022).

A Unido Europeia, por meio da Diretiva-Quadro da Agua (DQA) de 2000, criou
um dos marcos mais abrangentes de gestao hidrica do mundo, estabelecendo uma
lista inicial de substancias prioritarias, embora ainda sem farmacos. Revisfes
posteriores, especialmente apdés 2013, ampliaram o escopo regulatério e criaram a
Watch List, que passou a incluir compostos farmacéuticos como diclofenaco, 17--
estradiol e 17-a-etinilestradiol (Carere et al., 2015; Li et al., 2024).

Cabe destacar que o monitoramento refere-se a deteccdo sistematica e
geracdo de dados sobre ocorréncia e concentracdo ambiental, enquanto
regulamentacao implica a definicdo de limites legais, padroes de qualidade e acdes
de conformidade (OECD, 2022; USEPA, 2022). Assim, mesmo em paises com
programas avancados de monitoramento, a maioria dos farmacos ainda ndo possui
valores-limite legalmente estabelecidos (Li et al., 2024; Harish; Jegatheesan, 2025;
Bakare-Abidola; Olaoye, 2025). Nesse viés, a iniciativa NORMAN tem fortalecido o
processo, introduzindo abordagens modernas de ratreio ndo-alvo (suspect e non-
target screening), facilitando a inclusdo de farmacos e outros CEs nas listas
regulamentares europeias (Kourtchev et al., 2025).

Nos Estados Unidos, a atuagdo da Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA)
segue pautada pelo programa UCMR (Unregulated Contaminant Monitoring Rule) que
monitora substancias ainda ndo regulamentadas com o intuito de identificar

compostos potencialmente perigosos a saude e subsidiar futuras decisdes

40



regulatorias e Contaminant Candidate List (CCL), lista que redne compostos nao
regulamentados. Embora a CCL5 (2021) inclua PFAS, cianotoxinas e outros
compostos prioritarios, nenhum farmaco foi inserido até 2021, revelando uma lacuna
na legislacdo norte-americana (USEPA, 2022). O Endocrine Disruptor Screening
Program (EDSP) complementa a abordagem, avaliando compostos capazes de
interferir no sistema endécrino humano e de fauna aquatica. enquanto a Lei da Agua
Potavel Segura - afe Drinking Water Act (SDWA) regula limites maximos permitidos
para diversos contaminantes (USEPA, 2022; Puri et al., 2023; Harish; Jegatheesan,
2025; Bakare-Abidola; Olaoye, 2025). Esses instrumentos evidenciam o esforco da
EPA em estabelecer diretrizes baseadas em evidéncias cientificas, embora ainda haja
deficiéncias quanto a inclusdo de farmacos emergentes entre as substancias
oficialmente monitoradas.

Austradlia e Nova Zelandia adotam um modelo preventivo robusto, com
diretrizes nacionais de agua potavel e normas especificas para reuso, atualizadas em
2022 e 2025. A Water Research Australia mantém o banco de dados de produtos
guimicos emergentes para conscientizacao nacional (ECHIDNA), atualizado em 2023,
0 qual se tornou um dos sistemas mais abrangentes para priorizacdo de CEs com
base em persisténcia, bioacumulacdo e toxicidade (Neale et al., 2023). As versdes
mais recentes das Diretrizes Australianas para Agua Potavel (ADWG) incluem
recomendacdes especificas para monitoramento de ibuprofeno, carbamazepina e
diclofenaco, mesmo sem definicdo de valores-guia (Australia, 2025; ANZG, 2018;
OECD, 2023).

Na Asia, o avanco regulatério é heterogéneo. Enquanto Singapura possui um
dos sistemas mais rigorosos de monitoramento com 116 compostos analisados,
paises como India e Vietna ainda enfrentam desafios estruturais, como escassez de
dados, insuficiéncia de infraestrutura e descarga inadequada de efluentes (Mathew;
Kanmani, 2020; Harish; Jegatheesan, 2025). A China consolidou suas Normas
Nacionais de Qualidade da Agua Potavel (SDWQ, 2022) e iniciou planos de acdo
especificos para monitoramento de CEs na Bacia do Rio Amarelo, representando um
dos esforcos regulatérios mais substanciais do continente, incluindo estratégias de
avaliacao de risco (Feng et al., 2023).

Em paises africanos, como a Nigéria, e outros paises em desenvolvimento,

como o Brasil, lacunas de infraestrutura e marcos regulatorios ainda dificultam a
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gestdo de CEs, ressaltando a necessidade de cooperagdo internacional,
fortalecimento institucional e criacdo de bases de dados unificadas (Ole et al., 2024,
Bakare-Abidola; Olaoye, 2025).

Em sintese, as analises recentes de Harish e Jegatheesan (2025) e Bakare-
Abidola e Olaoye (2025) convergem ao enfatizar a urgéncia de politicas integradas,
sustentadas por evidéncias cientificas, metodologias de avaliacdo de risco e
tecnologias ambientalmente sustentaveis. Embora haja avancgos significativos,
subsistem lacunas na regulacdo da farmaco-contaminacgao, especialmente em paises
de média e baixa renda, reforcando a centralidade da governanca ambiental, inovacao

tecnoldgica e articulacdo multiescalar para o controle efetivo dos CEs.

2.3 Rotas de contaminacédo de farmacos e demais CEs nos ecossistemas

A presenca de farmacos e de outros CEs no ambiente resulta, em grande
parte, do lancamento de esgotos domésticos e industriais, tratados ou ndo, nos corpos
hidricos. Além disso, as propriedades fisico-quimicas desses compostos, como
solubilidade, volatilidade e estabilidade, determinam seu comportamento ambiental,
influenciando tanto sua mobilidade quanto a eficiéncia dos métodos analiticos
utilizados em sua deteccdo, como a cromatografia gasosa e liquida acopladas a
espectrometria de massas (CG-MS e LC-MS) (Li et al., 2024; Ribas et al., 2021).

Adicionalmente, muitos farmacos sofrem apenas biotransformacao parcial nos
sistemas de tratamento, resultando na formagcdo de metabdlitos que podem manter
atividade biolégica ou apresentar toxicidade igual ou superior a do composto original,
0 que contribui para a complexidade do risco ambiental associado a esses
contaminantes (Montagner; Vidal, Acayaba, 2017; Singh et al., 2021; Godoi et al.,
2025).

De forma geral, as rotas de contaminagédo podem ser classificadas em fontes
pontuais e difusas. As fontes pontuais incluem as estacdes de tratamento de esgoto
(ETEs), descargas diretas de efluentes industriais e hospitalares e o descarte
inadequado de residuos farmacéuticos e hospitalares. J& as fontes difusas, de mais
dificil controle, estdo associadas ao escoamento superficial de aguas pluviais, a
lixiviagdo no solo, as préaticas agricolas que utilizam fertilizantes e medicamentos

veterinarios e a cenarios oriundos de acidentes ou vazamentos (Simonetti et al., 2025;
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Branco et al., 2021; Quadra et al., 2018; Bisognin; Wolff; Carissimi, 2018). A Figura 2
ilustra as principais vias de entrada e destino de farmacos nos ecossistema,
demonstrando a interconexao entre diferentes matrizes ambientais, como aguas
superficiais, subterraneas e solos, e 0s processos de transporte e transformacédo que
podem culminar na contaminacéo da dgua potavel por estes produtos farmacéuticos
(Godoi et al., 2025; Quadra et al., 2018; Ribeiro et al., 2016).

Figura 2 — Principais vias de entrada, transporte e destino de farmacos e outros
contaminantes emergentes no ambiente.
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Fonte: Adaptado de Amobonye et al., (2023); Quadra et al., 2018.

Em termos de relevancia, tanto em escala global quanto nacional, as
principais vias de entrada de farmacos e outros CEs estédo associadas aos efluentes
domésticos e hospitalares, especialmente em regiées onde a coleta e o tratamento de
esgoto sédo insuficientes (Singh et al., 2021; Godoi et al., 2025). No Brasil, estudos
indicam que as maiores concentracdes desses compostos ocorrem em esgoto bruto,
seguido de esgoto tratado e aguas superficiais, evidenciando a ineficiéncia dos
sistemas convencionais e o elevado aporte dessas fontes nos corpos hidricos

(Montagner; Vidal; Acayaba, 2017; Quadra et al., 2018; Farto et al., 2021a; Branco et
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al., 2021). Ademais, aproximadamente 48,2% do esgoto gerado no pais ainda nao
recebe tratamento adequado, intensificando o aporte direto desses compostos nos
corpos hidricos (Brasil, 2025a). Fontes difusas atuam de forma complementar,
ampliando e redistribuindo a carga contaminante (Bisognin; Wolff; Carissimi, 2018;
Simonetti et al., 2025).

As rotas de contaminacdo por farmacos envolvem processos industriais,
agricolas, urbanos e atmosféricos, além de praticas inadequadas de descarte de
residuos solidos e produtos domésticos, refletindo a complexidade do ciclo de vida
dos CEs e tornando o controle e a mitigagdo um desafio crescente para a gestao
ambiental (Li et al., 2024).

A descarga industrial representa uma das principais vias de entrada desses
contaminantes. Atividades industriais e de manufatura frequentemente liberam CEs
nos sistemas aquaticos, incluindo solventes, plastificantes e intermediarios
farmacéuticos, com efeitos ecotoxicoldgicos relevantes (Jan et al., 2023; Onyena et
al., 2023). Assim, compreender e controlar essas fontes € fundamental para reduzir o
aporte continuo desses poluentes e preservar a qualidade dos recursos hidricos.

Em complemento, o escoamento agricola configura-se como importante fonte
difusa, promovendo a lixiviagdo de fertilizantes, pesticidas e medicamentos
veterinarios, que podem infiltrar-se nos lencois freaticos e contaminar aguas
superficiais. A aquicultura e o uso de adubos orgéanicos oriundos de efluentes ampliam
ainda mais a dispersao de CEs e metais pesados no ambiente (Santos et al., 2022;
Hossain et al., 2023).

Entre as fontes pontuais, 0s sistemas de esgoto e tratamento ocupam papel
central. Mesmo apOs o tratamento, muitos compostos ndo sdo completamente
removidos, sendo liberados em concentracdes traco. A eficiéncia limitada dessas
estacbes na remocao de antibidticos, hormdnios e AINEs tem sido amplamente
documentada, contribuindo para bioacumulagdo e disseminagdo de resisténcia
antimicrobiana (Singh et al., 2021; Di Marcantonio et al., 2023; Godoi et al., 2025).

Outra via relevante € a deposicdo atmosférica, uma vez que determinados
farmacos e outros CEs podem volatilizar, ser transportados pela atmosfera e
depositar-se em regides distantes das fontes de emissao (Barroso et al., 2019; Tu et
al., 2024; Kourtchev et al., 2025).

Por fim, o descarte inadequado e a lixiviacdo de residuos em lixées e aterros
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sanitarios liberam lixiviados ricos em metais pesados, microplasticos e residuos
farmacéuticos, contaminando solos e aguas subterraneas (Pathak; Sushil, 2022;
Pradhan et al., 2023). Esses compostos, frequentemente resistentes aos processos
convencionais de tratamento, atingem o0s ecossistemas aquéticos e terrestres,
provocando efeitos toxicos sobre a biota e potenciais riscos a saude humana (Rathi et
al., 2021).

Compreender o destino e o comportamento ambiental dos farmacos e demais
CEs é essencial para aprimorar sua gestdo. Apés atingirem o ambiente, esses
compostos podem sofrer processos de atenuacdo natural, como sedimentacéo,
volatilizacdo, adsorcdo, degradacdo e biotransformacao, influenciados por fatores
fisico-quimicos e biolégicos (Tong et al., 2022). Diversos CEs apresentam elevada
persisténcia e capacidade de bioacumulacdo, favorecendo sua incorporacdo em
organismos aquaticos e seres humanos (Sanderson et al., 2019; Freitas et al., 2024),
com exposicdo por ingestdo, inalacdo ou absorcdo dérmica (Stefanakis; Becker,
2015), associada a danos teciduais, efeitos genotdxicos e risco carcinogénico
(Vasseur et al., 2020; Feng et al., 2023a; Marcu et al., 2023).

Compilagbes de estudos realizados no Brasil confirmam que as maiores
concentragcbes de farmacos sdo observadas em esgoto bruto, seguidas de esgoto
tratado, aguas superficiais e aguas de abastecimento publico, evidenciando a
ineficiéncia dos sistemas convencionais (Farto et al., 2021a). Além disso, 0s
sedimentos aquaticos atuam como reservatorios de CEs, prolongando sua liberacao

mesmo apos o controle de fontes externas (Reichert et al., 2020; Chaves et al., 2020).

2.4 Efeitos nocivos aos ecossistemas e seres vivos

E amplamente reconhecido pela comunidade cientifica que os CEs constituem
uma ameaca crescente a biodiversidade e a estabilidade dos ecossistemas. Seus
efeitos ecoldgicos, persistentes e cumulativos, comprometem processos haturais,
afetam cadeias tréficas e alteram o equilibrio funcional de ambientes aquaticos e
terrestres, demandando respostas conjuntas entre ciéncia, politicas publicas e
inovacdo tecnoldgica. Essa preocupacdo global reflete o entendimento de que a
presenga continua e cumulativa desses compostos pode causar impactos duradouros

e de dificil reverséo (Li et al., 2024; Wang et al., 2024; Simonetti et al., 2025).
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Além de efeitos agudos, os CEs podem induzir efeitos subletais e crbnicos,
tais como perturbacdes fisioldgicas, reprodutivas, metabodlicas e comportamentais,
frequentemente detectaveis em concentracdes na faixa de ng-L™* e manifestadas
muito antes da ocorréncia de mortalidade. Tais respostas decorrem, em grande parte,
de sua bioatividade e, para determinados compostos, de seu potencial de
bioacumulagdo, 0 que explica por que os farmacos representam um risco
ecotoxicolégico relevante mesmo quando presentes em concentracfes de traco
(Molina et al., 2020; Saxena et al., 2021; Wang et al., 2024; Trianda et al., 2024,
Yakamercan et al., 2025).

Entre os compostos mais preocupantes estdo os farmacos hormonais e nao
hormonais, reconhecidos por afetarem de forma direta a fauna aquética. Diversos
estudos relatam danos morfoldgicos e metabdlicos, além de distlrbios enddcrinos
capazes de provocar feminizacdo de peixes, reducao da fertilidade, alteragcdes na
espermatogénese e mortalidade em organismos aquaticos e seus descendentes
(Lima et al., 2017; Adeel et al., 2017; Rasheed et al., 2019; Sivaranjanee; Kumar,
2021). Tais efeitos configuram ndo apenas uma ameaca bioldgica, mas também um
indicativo da fragilidade dos ecossistemas frente a persisténcia desses compostos.

Além dos impactos fisiologicos diretos, estudos recentes destacam que a
exposicdo crbnica a misturas complexas de diferentes classes de CEs pode
desencadear efeitos ecotoxicolégicos cumulativos, alterando o comportamento, o
crescimento e 0os mecanismos de defesa antioxidante dos organismos aquaticos e
terrestres (Molina et al., 2020; Saxena et al., 2021; Wang et al., 2024; Yakamercan et
al., 2025).

O reuso de aguas residuais tratadas para irrigacdo agricola tem sido
identificado como uma importante via de disseminacdo de bactérias multirresistentes
e genes de resisténcia antimicrobiana (ARGS). Esse processo € impulsionado pela
presenca de residuos farmacéuticos e outros CEs, que persistem mesmo apos o
tratamento convencional, contaminando solos, plantas e &guas subterraneas
(Sambaza, 2023; Meradji et al., 2025). Embora as concentracbes sejam
frequentemente baixas, a exposicdo continua e cumulativa pode comprometer a
fertilidade do solo, a fisiologia vegetal e a seguranca alimentar, sobretudo em cenarios
de exposicao prolongada (Yakamercan et al., 2025).

Farmacos como analgésicos, anti-inflamatdrios nédo esteroidais (AINES),
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antibioticos e hormdnios exercem efeitos adversos sobre organismos de diferentes
niveis tréficos, desde microrganismos procariontes até vertebrados superiores (Molina
et al., 2020). Evidéncias recentes indicam que os CEs modificam a diversidade a e
das comunidades microbianas em ambientes fluviais e sedimentares, alterando a
abundancia de espécies-chave e influenciando as interagbes ecoldgicas entre
modulos microbianos, com reflexos diretos sobre a estrutura e a funcionalidade
desses ecossistemas (Zhang et al.,, 2024). Essas alteracbes comprometem a
composic¢édo funcional das comunidades microbianas, afetando a diversidade trofica e
os ciclos biogeoquimicos essenciais & manutencdo do equilibrio ecoldgico (Singh et
al., 2025).

Entre os AINES, o diclofenaco e o ibuprofeno figuram entre os contaminantes
farmacéuticos mais detectados em ambientes aquaticos e apresentam reconhecido
potencial ecotoxicolégico. Mesmo em concentragfes de traco, sua presenca tem sido
associada a uma ampla gama de efeitos adversos em diferentes organismos. Em
peixes, esses compostos provocam danos hepaticos, branquiais e renais, além de
alteracbes comportamentais e metabodlicas que comprometem o equilibrio fisiologico
(Wang et al., 2020; Wang et al., 2021; Ramirez-Duran et al., 2025). Em algas e
macrofitas, interferem nos processos fotossintéticos e nas atividades enzimaticas
essenciais, reduzindo o crescimento e a produtividade primaria dos ecossistemas
aquaticos (Thrupp et al., 2018; Czarny et al., 2019).

No contexto brasileiro, Godoi e colaboradores (2025) desenvolveram uma
revisdo detalhada sobre o consumo, a ocorréncia e 0s impactos ambientais dos
AINEs. O estudo analisou 32 trabalhos realizados entre 2013 e 2023 e apontou altas
concentracdes de ibuprofeno em aguas superficiais, variando entre 2,5 e 785.280
ng-L™1, com registros predominantes no estado de Sao Paulo. Além disso, os autores
relataram efeitos adversos significativos em espécies nativas de peixes, como
Rhamdia quelen e Astyanax lacustris, incluindo disfuncbes enddécrinas, estresse
oxidativo e imunotoxicidade.

O ibuprofeno destaca-se pela elevada frequéncia de deteccdo e pela
persisténcia em efluentes, dguas superficiais e sedimentos, associadas a sua baixa
taxa de degradacdo em determinados sistemas e a afinidade por matéria organica,
caracteristicas que favorecem sua permanéncia no ambiente, sua bioacumulacéo e o

transporte ao longo das cadeias tréficas. Estudos demonstram que a exposicao
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cronica ao ibuprofeno induz estresse oxidativo, inibe enzimas antioxidantes, altera o
metabolismo energético e compromete a integridade das membranas celulares,
resultando em disturbios fisiolégicos e reprodutivos em diversas espécies aquaticas
(Trianda et al., 2024; Godoi et al., 2025). Em plantas e microrganismos do solo, o
farmaco também provoca efeitos relevantes, comprometendo a germinacéo,
reduzindo a atividade enzimatica e afetando os ciclos do nitrogénio e do carbono, o
gue interfere em processos ecoldgicos essenciais e no equilibrio biogeoquimico
(Simonetti et al., 2025).

Estudos recentes reforcam o carater multifatorial da toxicidade do ibuprofeno.
Trianda et al., (2024) demonstraram que sua presenca em ambientes aquaticos
provoca danos citotoxicos e genotéxicos, além de induzir estresse oxidativo e inibir
enzimas antioxidantes, afetando diretamente a fisiologia e a reproducdo de
organismos como Oryzias latipes e Unio tumidus. O farmaco também origina diversos
metabolitos oxidativos e fotoliticos, alguns com toxicidade superior ao composto
original, o que potencializa sua persisténcia e o risco de bioacumulacéo.
Complementarmente, Costa (2023) cita que o ibuprofeno interfere na atividade da
ciclooxigenase de invertebrados aquaticos, comprometendo o equilibrio energético e
podendo causar mortalidade em exposi¢des prolongadas.

De modo semelhante, horménios naturais e sintéticos, como estrona, 17-p-
estradiol e 17-a-etinilestradiol, afetam de maneira significativa os sistemas endocrinos
de anfibios e peixes machos, provocando desregulacdo hormonal, reducdo da
fertilidade e anormalidades reprodutivas. A alta lipofilicidade desses compostos
favorece sua bioacumulacéo e transferéncia tréfica, ampliando os riscos ecologicos e
sanitarios associados (Thrupp et al., 2018; Czarny et al., 2019).

Em vertebrados, os impactos também séo expressivos. O uso inadequado de
diclofenaco, por exemplo, associado ao descarte incorreto de carcagas de animais
medicados, levou ao colapso populacional de trés espécies de abutres na Asia e no
norte da Africa, devido a elevada sensibilidade dessas aves ao farmaco (Ashraf et al.,
2018).

A exposicdo prolongada a CEs, incluindo farmacos, metais pesados e
pesticidas, pode provocar alteragdes fisiologicas, mutacées genéticas e disfuncdes
enddcrinas em organismos aquaticos, ampliando o risco de colapso populacional e de

desequilibrios ecoldgicos (Singh et al., 2025). Além disso, 0s autores evidenciam que
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antibioticos e AINEs, como o ibuprofeno, presentes em efluentes domésticos e
hospitalares, ndo apenas favorecem a resisténcia microbiana, mas também
intensificam o estresse oxidativo e reduzem a resiliéncia das comunidades aquaticas.
A interacdo sinérgica entre poluentes farmacéuticos e outras classes de CEs agrava
a toxicidade ambiental e reforca a necessidade de estratégias mitigadoras mais
eficazes.

Assim, a introducdo continua de farmacos e demais CEs representa uma
ameagca transversal aos ecossistemas e a salde, uma vez que essas substancias
podem infiltrar-se nas cadeias alimentares e nas aguas destinadas ao abastecimento
publico, provocando perturbacdes enddcrinas, reacdes alérgicas severas, resisténcia
bacteriana e toxicidade aguda, sobretudo em populacdes vulneraveis (Saxena et al.,
2021; Yadav et al., 2021; Narayanan et al., 2025).

Estudos ecotoxicolégicos demonstram que a exposicdo crbnica a
concentracfes traco de farmacos e outros CEs pode resultar em efeitos subletais,
como alteracdes fisioldgicas, oxidativas e comportamentais em organismos aquaticos
e terrestres, comprometendo funcdes vitais como crescimento, reproducdo e defesa
antioxidante, com efeitos que se acumulam ao longo das geracbes e afetam a
integridade ecolbgica dos ecossistemas (Molina et al., 2020; Saxena et al., 2021,
Wang et al., 2024; Yakamercan et al., 2025).

Esses efeitos podem ser potencializados pela mistura de diferentes
substancias em efluentes complexos, fendmeno conhecido como efeito de
coexposi¢do ou sinergia quimica, que amplia os impactos ecoldgicos e dificulta a
previsdo de toxicidade (Saxena et al., 2021; Yakamercan et al., 2025). Como
consequéncia, a perda de diversidade bioldgica enfraquece a resiliéncia dos
ecossistemas e reduz sua capacidade de regeneracao frente a diferentes formas de
estresse ambiental. Além disso, a introdu¢do continua de substancias téxicas
compromete de forma significativa a variabilidade genética e a integridade funcional
das populacdes (Reid et al., 2019; Khan et al., 2022).

Diante desse cenario, torna-se imprescindivel a ado¢cdo de abordagens
interdisciplinares que integrem ciéncia, governanga e biotecnologia, com énfase na
biorremediagdo microbiana e em métodos avancados de monitoramento
ecotoxicoldgico, como estratégias prioritarias para mitigar os impactos dos CEs, em

especial dos farmacos amplamente consumidos e persistentes, como o ibuprofeno.
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2.5 Tratamento para remocdo dos farmacos do ambiente

O elevado consumo de farmacos pela populagdo mundial, em todas as
classes sociais, constitui um dos principais desafios contemporédneos a
sustentabilidade ambiental. Entretanto, ainda ndo existem sistemas de tratamento
capazes de promover a remogéao ou transformacao completa dos CEs presentes nos
corpos hidricos (Molina et al., 2020; Rout et al., 2021).

Cabe destacar que a remocdo observada em muitos sistemas refere-se,
frequentemente, a transferéncia de fase (adsorcéo ou retengdo) ou a transformacao
parcial das moléculas, e ndo a sua completa mineralizagdo em CO, e H,0, o que
explica a recorrente deteccédo de residuos farmacéuticos e produtos de transformacao
em efluentes tratados (Rout et al., 2021; Singh et al., 2025). Estudos recentes
confirmam essa limitacdo em escala global. Simonetti et al., (2025) apontam que os
sistemas convencionais de tratamento, mesmo em estacfes modernas, ndo sao
eficazes na remocao de compostos farmacéuticos e seus metabdlitos. Os autores
destacam que a persisténcia quimica, a baixa biodegradabilidade e a natureza polar
dos farmacos dificultam sua degradacdo completa, permitindo sua deteccdo em
efluentes tratados e aguas superficiais.

A problematica esta associada, sobretudo, as limitagcbes das estacbes de
tratamento de esgoto (ETEs) e de agua (ETAs), que ndo foram originalmente
projetadas para remover microcontaminantes organicos. Tais unidades tém como foco
a eliminacdo de matéria organica e nutrientes convencionais, ndo contemplando
compostos farmacéuticos que, devido a sua natureza quimica estavel, atravessam os
sistemas de tratamento praticamente inalterados. Desde a década de 1990, quando
0os primeiros estudos sobre esse tipo de contaminagdo comecaram a ganhar
relevancia, observou-se que muitas dessas substancias conseguem resistir aos
mecanismos convencionais de remocao (Rasheed et al., 2019; Sivaranjanee; Kumar,
2021; Ribas et al., 2021; Farto et al., 2021b; Wang; Gao; Zu, 2024).

Como consequéncia, residuos de farmacos tém sido detectados inclusive em
aguas tratadas destinadas ao consumo humano, desafiando as companhias de
saneamento e os sistemas de monitoramento ambiental (Lima et al., 2017). Esse
cenario evidencia a necessidade de revisar a legislacédo vigente, de modo que os

padroes de potabilidade e os programas de controle ambiental passem a incluir
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também os CEs (Ribas et al., 2021; Brasil, 2021; Brasil, 2017; Farto, 2024). Harish e
Jegatheesan (2025) reforcam que a auséncia de padrdes regulatérios especificos
para farmacos em matrizes aquaticas € um problema global, especialmente em paises
em desenvolvimento. Os autores defendem a criagdo de marcos normativos
harmonizados, baseados em dados ecotoxicologicos e nos limites de deteccéo
alcancados por tecnologias modernas, como forma de reduzir os riscos ambientais e
sanitarios associados a esses contaminantes.

Simonetti et al., (2025) revisaram 0s avangos em monitoramento e controle de
CEs, enfatizando que a baixa remocé&o de farmacos persistentes, como o ibuprofeno,
em estacdes de tratamento convencionais reforca a necessidade de integrar
biorremediac&do microbiana e tecnologias digitais de sensoriamento como ferramentas
complementares na gestao da qualidade da agua.

De modo geral, as estratégias de tratamento podem ser agrupadas em: (i)
processos convencionais bioldgicos, (ii) tecnologias fisico-quimicas avancadas e (iii)
abordagens biotecnologicas, sendo estas Ultimas consideradas promissoras por
aliarem eficiéncia, menor custo energético e sustentabilidade (Branco et al., 2021;
Rasheed et al., 2022; Garg et al., 2025; Narayanan et al., 2025).

Entre as alternativas tecnoldgicas atualmente pesquisadas para a remoc¢ao
desses compostos destacam-se 0s processos oxidativos avancados (POAs), a
osmose reversa, a filtracdo por membranas, a adsorcdo em carvao ativado
pulverizado (CAP) ou granular (CAG) e a ozonizagdo. Esses métodos apresentam
elevado potencial de remocéo de CEs, mas ainda enfrentam desafios significativos,
como altos custos de operacdo, complexidade técnica e formacdo de subprodutos
toxicos (Narayanan et al., 2025; Farto et al., 2021b; Branco et al., 2021; Cartaxo et al.,
2020). Singh et al.,, (2025) ressaltam que a aplicacdo isolada de tecnologias
avangadas, como ozonizagdo ou POAs baseados em radicais hidroxila, pode gerar
intermedidrios toxicos e ndo completamente mineralizados, reforcando a importancia
de estratégias hibridas que associem processos fisico-quimicos e biolégicos.

No contexto dos farmacos amplamente detectados em matrizes aquaticas,
destaca-se o ibuprofeno, cuja eficiéncia de remocao apresenta forte dependéncia do
tipo de tratamento empregado. Evidéncias indicam que, para esse composto,
processos biologicos e oxidativos frequentemente promovem a formacdo de

metabolitos mais polares, oriundos de reacdes de hidroxilacdo e oxidacdo, os quais
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podem apresentar elevada persisténcia ambiental e, em alguns casos, toxicidade
equivalente ou superior a do composto original. Dessa forma, a simples reducao da
concentracdo do farmaco parental ndo assegura diminuicdo proporcional do risco
ambiental, uma vez que produtos de transformacdo podem manter bioatividade ou
mesmo apresentar novos mecanismos de toxicidade. Ademais, a eficiéncia de
remocao e o perfil de subprodutos formados sao fortemente influenciados pela matriz
ambiental e pela microbiota envolvida no processo, evidenciando que a degradacao
do ibuprofeno depende tanto das condi¢cées operacionais quanto da composicao da
comunidade microbiana atuante (Montagner; Vidal; Acayaba, 2017; Singh et al., 2021,
Farto et al., 2021b; Wang et al., 2024; Godoi et al., 2025).

As abordagens biologicas classicas de tratamento, como lagoas de
estabilizacao, sistemas de lodos ativados e atenuacao natural, ainda sédo largamente
utilizadas, mas sua eficiéncia se limita & degradacdo de compostos de estrutura
simples. Muitos farmacos, entretanto, apresentam caracteristicas recalcitrantes, o que
dificulta sua completa mineralizagdo em CO: e H20, resultando na presenca de
residuos farmacéuticos mesmo apos o tratamento (Li et al., 2024). Nesses casos,
torna-se necessario recorrer a etapas complementares e avangadas de tratamento,
as quais, embora eficazes, tendem a elevar substancialmente o0s custos e a
complexidade operacional (Wang; Wang, 2016; Zur et al., 2018; Matesun et al., 2024).

Os processos biologicos continuam sendo um recurso amplamente utilizado
para o tratamento de efluentes em todo o0 mundo, mas a recalcitréancia de muitos CEs
evidencia a necessidade de adotar processos biotecnolégicos como alternativa
sustentavel e de custo reduzido em relagdo aos métodos fisico-quimicos tradicionais
(Grandclément et al., 2017; Rasheed et al., 2022). Garg et al., (2025) revisam o papel
de fungos filamentosos e enzimas ligninoliticas na degradacdo de compostos
farmacéuticos, destacando sua relevancia para o avanco dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS). Segundo os autores, a integragdo entre
processos enzimaticos e biorreatores microbianos representa uma via sustentavel e
eficiente para a remocdo de micropoluentes persistentes, conciliando eficiéncia
tecnolégica e responsabilidade ecoldgica.

Uma das alternativas promissoras € a biorremediacdo, que emprega
microrganismos especificos (fungos, bactérias e microalgas), enzimas ou plantas com

reconhecida capacidade de degradar compostos farmacéuticos. Quando baseada no
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uso de fungos, essa estratégia € denominada micorremediacdo (Ribas et al., 2021,
Alcala; Navarro; Lopez, 2017; Wu et al., 2023; Chakraborty et al., 2025; Narayanan et
al., 2025). Essa estratégia representa um caminho viavel e sustentavel para mitigar
0s impactos ambientais decorrentes da contaminacao por farmacos. Contudo, pode
ser necesséria a integracdo de diferentes sistemas, como processos bioldgicos e
fisico-quimicos, para alcancar a mineralizacdo, representando a tendéncia mais
promissora da engenharia ambiental contemporanea (Narayanan et al., 2025).

Além disso, a associacdo entre tecnologias cataliticas e biorremediacgéo,
incluindo o uso de fungos, bactérias, microalgas e macréfitas aquaticas, constitui uma
estratégia viavel para alcancar padrdes de seguranca ambiental alinhados as metas
dos ODS, especialmente os ODS 6 e 14, que tratam da qualidade da agua e da
preservacdo da vida aquética (Phanta et al,. 2025).

Diante do exposto, conclui-se que os tratamentos convencionais Sao
amplamente ineficientes na remocdo completa de farmacos, evidenciando a
necessidade de incorporar abordagens sustentaveis aos processos atualmente
implantados. O uso de fungos desponta como estratégia promissora, sobretudo para
compostos de dificil degradacao, como o AINE ibuprofeno, uma vez que apresentam
elevado repertorio enzimatico e tolerancia a contaminantes (Zeng et al., 2021;
Grandclément et al., 2017).

Evidéncias recentes indicam que a micorremediacdo, além de
ambientalmente segura, € capaz de atuar em diferentes matrizes ambientais, desde
que integrada a outras etapas de tratamento e adequadamente otimizada, reduzindo
a toxicidade e contribuindo para a melhoria da qualidade ecolégica dos ecossistemas
(Rasheed et al., 2022; Simonetti et al., 2025).

Diante das limitacdes dos tratamentos fisico-quimicos e dos elevados custos
associados as tecnologias avancadas, cresce o interesse por estratégias baseadas
em processos biolégicos, especialmente aquelas que exploram o potencial metabdlico
de microrganismos para a transformacao e degradacdo de CEs. Nesse contexto, a
compreensao dos mecanismos microbianos envolvidos, bem como a selecdo de
linhagens e enzimas com elevada eficiéncia catalitica, constitui etapa fundamental

para o desenvolvimento de estratégias sustentaveis de biorremediacao.
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2.5.1 Microrganismos e técnicas de triagem enzimatica

Ambientes com aporte continuo de efluentes tendem a favorecer a selecao de
microrganismos com elevada plasticidade metabdlica e repertdrio enzimético
associado a transformacdo de xenobidticos, configurando reservatorios naturais de
linhagens com elevado potencial para aplicacbes em biorremediacédo (Boeras et al.,
2024; Dong et al., 2021; Madamwar et al., 2021).

Nesse contexto, fungos filamentosos destacam-se como particularmente
eficientes para processos de biorremediagdo, uma vez que produzem grandes
guantidades de enzimas extracelulares oxidativas e hidroliticas, apresentam elevada
tolerancia a compostos téxicos e demonstram capacidade de degradar moléculas
aromaticas e estruturalmente complexas (Zeng et al., 2021; Guardado et al., 2019;
Grandclément et al., 2017; Chmelova et al., 2024).

Em contraste, embora muitas bactérias possuam vias metabdlicas
especializadas para a degradacdo de xenobidticos, sua atuacdo pode ser
relativamente mais restrita para determinados farmacos, uma vez que frequentemente
dependem de enzimas predominantemente intracelulares, apresentam menor
secrec¢do de biocatalisadores extracelulares e, em alguns casos, menor eficiéncia na
interacdo com compostos hidrofébicos, quando comparadas a fungos filamentosos
(Grandclément et al., 2017; Zeng et al., 2021; Rasheed et al., 2022; Simonetti et al.,
2025).

Além de sua relevancia ecolégica, microrganismos como fungos e bactérias
apresentam propriedades particularmente favoraveis para aplicacdo em reacoes
enzimaticas quando comparados a processos quimicos convencionais. Esses
microrganismos séo de facil cultivo em laboratério e séo capazes de biotransformar
e/ou biodegradar uma variedade de compostos xenobidticos em moléculas de menor
peso molecular, as quais podem formar produtos com uma toxicidade diferente do
composto original (Guardado et al., 2019).

A comunidade microbiana, quando exposta a algum estresse ambiental, pode
apresentar variacao de crescimento ou expressao metabdlica (Barrios-Estrada et al.,
2018). Deste modo, microrganismos nativos podem desenvolver a capacidade de
degradar contaminantes; entretanto, a degradacao pode ser afetada por processos

intrinsecos e extrinsecos de cada microrganismo na metabolizacdo de certas
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substancias. Assim, € possivel que haja a necessidade de otimizac&o de parametros,
como pH e temperatura, para promover condi¢des favoraveis aos sistemas biolégicos
e obter melhores resultados em menor intervalo de tempo (Varjani; Upasani, 2021).

A exemplo da adaptacdo de comunidades microbianas na presenca de
compostos xenobidticos, Boeras e colaboradores (2024) investigaram a resiliéncia das
comunidades microbianas sedimentares em ecossistemas Ioticos submetidos ao
impacto de efluentes de ETEs. Os autores demonstraram que 0s microrganismos dos
sedimentos exercem papel essencial na autodepuragao natural e na biorremediacéo
in situ, funcionando como barreiras biologicas contra a disseminacdo de farmacos e
genes de resisténcia antimicrobiana. Concluiram ainda que as ETEs constituem rotas
significativas de insercdo de CES nos ecossistemas aquaticos, sugerindo o
estabelecimento de programas permanentes de monitoramento ecoldgico e
microbioldgico.

Partindo desse pressuposto, pesquisas visando ao isolamento de novas
linhagens microbianas de diversos ambientes tém sido desenvolvidas, com foco na
producdo de enzimas com potencial biotecnolégico (Phoon et al., 2020; Guardado et
al., 2019; Amenabar; Boyd, 2019).

Quando comparadas as enzimas oriundas de fontes vegetais e/ou animais, as
de origem microbiana se mostram vantajosas, dado que apresentam maior atividade
catalitica e estabilidade bioquimica (Bayramoglu; Anica, 2018). Nao obstante, a
producdo dessas enzimas é virtualmente facil de se otimizar, considerando que a
diversidade bioldgica e a manipulacdo genética permitem a exploragdo de todo seu
potencial, além de se adequarem ao uso, variando conforme a necessidade (Sodhi;
Kumar; Singh, 2020).

Os microrganismos utilizam enzimas que atuam como catalisadores de vérias
reacOes bioquimicas na degradacdo de poluentes nos processos de biorremediacéo.
Alguns exemplos sdo as enzimas oxigenases, lacases, peroxidases, lipases,
celulases, monooxigenases e epoxido-hidrolases, que muitas vezes sao isoladas e
usadas para otimizar 0os processos biotecnoldgicos, pois em condi¢cdes naturais a
producdo dessas enzimas geralmente é reduzida (Simonetti et al., 2025; Chmelova et
al., 2024; Fader et al., 2021).

A triagem de enzimas microbianas com potencial para biorremediagao tem se

beneficiado fortemente de técnicas de ensaio em placa e ensaios miniaturizados em
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microplacas, que permitem avaliar muitas amostras simultaneamente, de forma mais
rapida e econbmica. Métodos de high-throughput screening (HTS) tém sido
desenvolvidos para identificar enzimas despolimerizadoras de plasticos, usando
microplacas de 96 ou 384 pocos, ensaios fluorescentes ou colorimétricos e leitura
automatizada dos resultados (Gongalves; Marsaioli, 2014). Essas metodologias
possibilitam ndo somente comparar vastas bibliotecas de microrganismos ou variantes
enzimaticas, mas também controlar variaveis como pH, temperatura, cofatores e
tempo de reacdo de modo padronizado, o que agiliza a selecdo de candidatos
promissores para uso em biorremediagéo (Yew et al., 2024).

A triagem enzimatica indica potencial biocatalitico, devendo ser
complementada por ensaios de transformacdo e identificacdo de produtos de
degradacédo, de modo a confirmar a efetiva capacidade do microrganismo ou da
enzima de promover a biotransformagdo ou biodegradacdo dos contaminantes
(Guardado et al., 2019; Zeng et al., 2021; Grandclément et al., 2017; Simonetti et al.,
2025; Chmelova et al., 2024).

Além das triagens em microplaca tradicionais, técnicas mais recentes como
microfluidica e droplet-based assays (ensaios em goticulas) tém permitido uma
miniaturizagdo ainda maior € um aumento expressivo no numero de variantes
simultaneamente testadas. Por exemplo, Nakamura e colaboradores (2025)
implementaram um sistema de triagem ultrarrapida de bactérias ambientais com base
em microfluidica para selecionar microrganismos produtores de enzimas Uteis a
degradacdo de polimeros, destacando o potencial da abordagem para aplicacdo
ambiental.

Por fim, ao combinar essas técnicas de triagem em placa e miniaturizadas
com ensaios de caracterizacdo enzimatica (atividade, estabilidade, especificidade e
cinética) e com engenharia enzimatica ou manipulagéo genética dos microrganismos,
0 processo de desenvolvimento e otimizag&o de biocatalisadores para biorremediacéo
se torna ainda mais eficaz. Em um estudo recente, por exemplo, foi adotado um
método de triagem de diversidade natural para 40 enzimas de nylon-6, utilizando
espectrometria de massa para quantificacdo dos produtos de hidrélise e visando a

estabilizacdo térmica da enzima mais ativa (Bell et al., 2024).
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2.5.2 Biorremediagcao microbiana

Os processos de biorremediacdo microbiana representam uma das
abordagens mais promissoras e ambientalmente seguras para atenuar a presenca de
CEs nos ecossistemas (Chakraborty et al., 2025; Kourtchev et al., 2025). Essa
estratégia baseia-se na ampla diversidade metabodlica dos microrganismos, capazes
de metabolizar ou co-metabolizar uma grande variedade de compostos organicos e
inorganicos (Mishra et al., 2025).

A elevada plasticidade adaptativa desses organismos esta diretamente
associada ao seu curto tempo de geracao e as rapidas taxas evolutivas, permitindo-
lhes ajustar-se a novas substancias quimicas e, em muitos casos, utiliza-las como
fonte de energia ou de carbono para o crescimento celular (Borchert et al., 2021).

Nesse sentido, pesquisas sobre processos de biorremediacdo que envolvem
0 uso de microrganismos e de suas enzimas sao consideradas promissoras, uma vez
gue esses organismos podem atuar na transformacdo de uma ampla gama de
poluentes ambientais, incluindo contaminantes recalcitrantes de elevada
preocupacdo, como os farmacos (Chakraborty et al., 2025; Bilal et al., 2019b;
Guardado et al., 2019; Bayramoglu; Anica, 2018). Destacam-se, nesse contexto,
fungos de podriddo branca (por exemplo, Trametes sp. e Pleurotus sp.) amplamente
reportados pela capacidade de biotransformar farmacos persistentes (Chakraborty et
al., 2025).

Com o avanco das ferramentas de biotecnologia moderna, como a engenharia
genética e a biologia sintética, tem sido possivel aprimorar e projetar vias metabdlicas
especificas, bem como criar consércios microbianos capazes de atuar sobre
compostos recalcitrantes e cenarios complexos de poluigdo (Chakraborty et al., 2025).
Nesse contexto, destaca-se a capacidade de degradacdo de CEs por fungos dos
géneros Aspergillus, Talaromyces, Trichoderma e Mucor (Garg et al., 2025).

Estudos nessa linha tém recebido amplo reconhecimento da comunidade
cientifica devido as vantagens associadas, como potencial de aplicacdo em escala,
custo reduzido e possibilidade de otimizag&do das condi¢cdes operacionais conforme o
ambiente (Vaksmaa et al., 2023; Bilal et al., 2019b; Phoon et al., 2020).

Nas dUltimas décadas, houve grandes avancos nas técnicas de

biorremediag&o, com o objetivo de restaurar efetivamente ambientes contaminados
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utiizando uma abordagem ecolégica, sustentdvel e economicamente viavel
(Narayanan et al., 2025; Ambiente Brasil, 2022). Consequentemente, a
biorremediacdo € reconhecida pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (USEPA) como uma técnica de gerenciamento de residuos ambientalmente
adequada, capaz de contribuir para a recuperacdo de areas contaminadas e para o
desenvolvimento sustentavel (Bharagava; Saxena; Mulla, 2020).

Tecnologias tradicionais de tratamento biolégico de aguas residuais séo
baseadas primariamente no metabolismo de microrganismos, 0os quais utilizam os
compostos presentes nessas aguas como substrato energético. Em uma concepcao
internacional, alternativas biolégicas consideradas limpas e sustentaveis tém sido
desenvolvidas, visando a maxima biorremediacdo desses ambientes (Li et al., 2024;
Castellet-Rovira et al., 2018).

Na biorremediacdo, os microrganismos podem transformar contaminantes
ambientais em substancias de menor, igual ou, em alguns casos, maior toxicidade,
além de promover a remocéao ou a reducéo de sua concentracdo no ambiente (Haider
et al., 2021; Ambiente Brasil, 2022).

O desempenho da biorremediacdo depende fortemente da estrutura quimica
do contaminante, de sua biodisponibilidade, das condicdes ambientais e da
capacidade de adaptacdo metabdlica dos microrganismos, sendo geralmente mais
eficiente para compostos naturais ou estruturalmente semelhantes, enquanto
farmacos sintéticos, biologicamente estaveis e com grupos funcionais diversos
tendem a apresentar maior recalcitrancia. O processo pode levar a mudancas
relativamente pequenas na molécula original, como a substituicdo ou a modificacao
de um grupo funcional, ou a completa destruicdo da molécula, tendo como resultado
a sua conversao final em CO,, agua, biomassa e sais minerais, processo conhecido
como mineralizacdo (Phanta et al., 2025; Abreu; Soares, 2024; Lacerda; Navoni;
Amaral, 2019).

O processo de biorremediacdo pode funcionar naturalmente ou pode ser
aprimorado adicionando nutrientes ou outros elementos que favorecam o
desenvolvimento microbiano (Akay; Tezel, 2020; Molina et al., 2020). Pode ser
realizado in situ, ou seja, no proprio local contaminado, através das técnicas de
bioestimulacdo, bioaumentacédo e bioventilacdo ou ex situ, mediante a transposicao

do material contaminado para outro local, utilizando as técnicas de compostagem,
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landfarming e uso de biorreatores (Li et al., 2024; Martins, 2019).

Para que seja de fato eficiente, o contaminante precisa estar acessivel aos
microrganismos, bem como as condicbes ambientais devem ser adequadas para o
crescimento e atividade do agente biorremediador (Amobonye et al., 2023; Andrade;
Galhardo, 2021; Hyde et al., 2019).

Essas técnicas apresentam, em geral, custo reduzido, elevada aceitacdo
publica e possibilidade de aplicagdo no proprio local contaminado, desde que
adequadamente planejadas (Caires, 2018). Tarekegn et al., (2020) corroboram ao
afirmar que a selecdo de microrganismos altamente eficientes na produgdo de
enzimas degradadoras do substrato possui elevado potencial biotecnoldgico.

Nesse sentido, 0s consorcios microbianos mostram-se, em Mmuitos casos,
mais eficientes nos processos de remediacdo de poluentes do que isolados puros
(Molina et al., 2020; Chakraborty et al., 2025). Isso se deve a diversidade metabdlica
dos microrganismos constituintes, que pode resultar em efeitos sinérgicos,
favorecendo taxas mais elevadas de transformacdo e, em alguns casos, maior
extensdo da degradacao dos poluentes (Chakraborty et al., 2025).

Quando da aplicacdo das técnicas de biorremediacdo, devem-se considerar,
além da selecdo do método, os critérios de desempenho, como concentragbes de
oxigénio e nutrientes, temperatura, umidade, pH e outros fatores abidticos, que
determinam o0 sucesso dos processos biotecnolégicos e potencializam a acdo dos
microrganismos e de suas enzimas (Chakraborty et al., 2025; Tarekegn et al., 2020;
Berticelli et al., 2016).

Outro fator importante refere-se a natureza e ao tipo de poluente, ressaltando-
se que ndo ha uma unica técnica de biorremediacdo aplicavel a todos os cenarios.
Assim, a escolha da abordagem deve considerar o melhor custo-beneficio em funcéo
do contaminante e do local de ocorréncia (Francisco; Queiroz, 2018; Azubuike;
Chikere; Okpokwasili, 2016).

2.5.3 O papel dos fungos na biorremediacéo de farmacos

No contexto da biorremediacdo de farmacos, os fungos tém sido amplamente
estudados por sua capacidade de metabolizar compostos farmacéuticos, muitas

vezes mimetizando as vias de detoxificacdo de organismos superiores (Palaric et al.,
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2019). Géneros como Cunninghamella, Mucor, Aspergillus e Fusarium destacam-se
pela presenca de enzimas como citocromos P450 (CYPs), sulfotransferases e
glicosiltransferases, que participam de reacdoes de fase | (oxidativas) e fase I
(conjugativas) (Khan et al., 2023).

Essas enzimas convertem farmacos em metabodlitos mais hidrofilicos,
facilitando sua excrecdo ou degradacdo subsequente. Adicionalmente, as
peroxigenases inespecificas fungicas (UPOs), que utilizam peroxido de hidrogénio
como oxidante, demonstram alta eficiéncia na transformacdo de farmacos em
metabdlitos analogos aos produzidos em mamiferos, sendo Uteis para a avaliagdo de
sua toxicidade e destino ambiental (Khan et al., 2023; Ramirez-Duran et al., 2025).

A eficacia dos fungos na remocdo de compostos farmacéuticos ativos
(PhACs) é atribuida a sua secrecdo de um amplo espectro de enzimas oxidativas,
incluindo lacases, peroxidases e oxidases de fungcéo mista, capazes de promover
reducdo, oxidacao, hidroxilacdo, desalogenacao, desidrogenacédo, desaminacédo e
formilacdo (Amobonye et al., 2023; Chmelova et al., 2024).

Fungos frequentemente se destacam por secretarem enzimas extracelulares
oxidativas e metabolizarem moléculas aromaticas complexas; bactérias podem ser
mais eficientes em outras rotas metabdlicas e condigdes ambientais especificas. Essa
complementaridade evidencia que diferentes grupos microbianos podem atuar de
forma sinérgica na transformacéao de farmacos e demais CEs (Hyde et al., 2019; Zeng
et al., 2021; Chmelova et al., 2024).

A figura abaixo ilustra de forma esquematica o0 mecanismo geral de
biorremediacéo fungica de farmacos, destacando as etapas de absorcdo, oxidacao
mediada por espécies reativas de oxigénio (ROS) e ac¢des enzimaticas intra e
extracelulares que culminam na biotransformacéo dos contaminantes (Figura 3). De
forma integrada, o diagrama evidencia que 0 processo de micorremediacdo é
polifasico e combina mecanismos fisicos, quimicos e enzimaticos, resultando
principalmente na transformacao de contaminantes farmacéuticos em produtos menos
toxicos.

Em muitos casos observa-se biotransformacdo, enquanto a mineralizacao
completa pode exigir consorcios microbianos e condicdes ambientais especificas.
Nesse contexto, € importante distinguir que a biotransformacéo corresponde a

modificacdo estrutural do composto original, com formacéao de metabdlitos que podem
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apresentar menor, similar ou maior toxicidade, ao passo que a biodegradacéo envolve
a conversao progressiva da molécula em produtos mais simples, podendo culminar,
sob condi¢des favoraveis, na mineralizagcdo completa em CO,, H,O, biomassa e sais
minerais (Akrout et al.,, 2024; Garg; Kim; Romero-Suarez, 2025). Assim, na
biorremediacéo de farmacos, ambos os processos podem ocorrer de forma sequencial
ou concomitante, sendo comuns etapas intermediarias de transformacao e formacéo
de metabdlitos, o que reforca a importancia de avaliagbes ecotoxicologicas
complementares e, em alguns casos, do emprego de estratégias hibridas
(Grandclément et al., 2017; Molina et al., 2020; Amobonye et al., 2023; Vaksmaa et
al., 2023; Khan, 2025).

Figura 3 — Etapas do mecanismo de biorremediagcdo fungica de compostos
farmacéuticos ativos.
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Fonte: Adaptado de Amobonye et al., (2023).

As enzimas fungicas, em particular as extracelulares, apresentam baixa
especificidade de substrato (EI-Gendi et al., 2021), o que, longe de ser uma limitacéo,
constitui uma vantagem ecoldgica: essa caracteristica permite que uma Unica enzima
catalise diversas reac¢fes quimicas, conferindo aos fungos a capacidade de utilizar
uma ampla gama de compostos como fontes alternativas de carbono e energia (Harms
etal., 2011). Os processos de biodegradacéo mediados por fungos estao intimamente
associados a reag0es oxidativas conduzidas por oxidases e peroxidases, razdo pela

gual a maioria das espécies necessita de condi¢cdes aerobicas para desempenhar sua
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atividade metabdlica (Vaksmaa et al., 2023).

Entre as principais enzimas extracelulares destacam-se as oxidorredutases,
em especial as lacases e peroxidases, como a manganés peroxidase e lignina
peroxidase que utilizam, respectivamente, oxigénio e peroxido de hidrogénio como
aceptores finais de elétrons (Chmelova et al., 2024; EI-Gendi et al., 2021; Urlacher;
Koschorreck, 2021).

Essas enzimas sdo fundamentais para iniciar reacdes oxidativas capazes de
gerar radicais hidroxila, os quais clivam ligacdes duplas em estruturas ciclicas e
alifaticas (Hofrichter et al., 2010). Os radicais hidroxila podem derivar tanto do ciclo da
guinona, desencadeado pela acéo de lacases (Gomez-Toribio et al., 2009), quanto de
hidroxilacbes dependentes de peroxido. Tais processos, além de serem
energeticamente favoraveis (exerg6nicos), convertem poluentes complexos em
intermediérios metabolicamente acessiveis, facilitando etapas subsequentes de
degradacédo (Vaksmaa et al., 2023).

A eficacia fungica na biorremediacdo é amplamente documentada para
diversos CEs, incluindo os farmacos, que tém sido detectados com frequéncia
crescente em aguas superficiais e subterraneas. Esses compostos, concebidos para
serem biologicamente ativos e relativamente resistentes a degradacdo, chegam ao
ambiente principalmente por meio de efluentes hospitalares e municipais, cujas
estacdes de tratamento (ETES) ndo sdo completamente eficientes em sua remocéo
(Frascaroli et al., 2021; Patel et al., 2019).

Para muitos medicamentos amplamente utilizados, a taxa de eliminacdo em
sistemas convencionais € frequentemente inferior a 10% (Patel et al., 2019). Além de
persistentes, os farmacos apresentam alta solubilidade em &agua, potencial
bioacumulativo e toxicidade sobre organismos néo-alvo (Kayode-Afolayan et al.,
2022). Seus efeitos ambientais incluem a inducdo de resisténcia bacteriana,
alteracbes na expressdo génica, sintese anormal de proteinas e enzimas, e
perturbacdes fisiolégicas e comportamentais em diferentes niveis troficos (Patel et al.,
2019; Kayode-Afolayan et al., 2022).

Nesse contexto, os fungos despontam como agentes biorremediadores
naturais altamente eficazes, capazes de degradar, transformar ou imobilizar
contaminantes farmacéuticos e outros CEs, mitigando seus efeitos ecotoxicol6gicos

(Hyde et al., 2019; Shahid et al., 2021; Gonzéalez-Gonzalez et al., 2022; Morin-Crini et
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al., 2022). Em aplicag@es industriais e ambientais, taxons fungicos especificos e seus
sistemas enzimaticos tém sido utilizados para substituir ou complementar tecnologias
convencionais de tratamento, especialmente na depuracdo de aguas residuais e na
remocao de compostos recalcitrantes.

Destacam-se os fungos filamentosos dos Filos Basidiomycota, Ascomycota e
Mucoromycota que possuem notavel potencial de degradacdo, sustentado pela
producdo de enzimas como lignina peroxidase, manganés peroxidase, lacase e
citocromos P450, capazes de oxidar uma ampla gama de compostos organicos
complexos (Chakraborty et al., 2025).

A compreensdo e a aplicacdo do potencial fungico em biorremediacéo
representam, portanto, um passo fundamental rumo ao desenvolvimento de solucdes
sustentaveis e integradas, capazes de conciliar inovacdo biotecnoldgica e
responsabilidade ambiental. Como salientam Vaksmaa et al., (2023), explorar e
otimizar o papel dos fungos na biodegradacdo de CEs é uma via promissora ndo
apenas para restaurar ecossistemas impactados, mas também para inspirar novos
paradigmas na gestdo ambiental e na saude planetaria.

De forma complementar, a biodegradacdo mediada por fungos representa
uma vertente de grande relevancia dentro da biotecnologia ambiental, fundamentada
na ampla capacidade metabdlica desses organismos em transformar compostos
organicos complexos, como os farmacos, em moléculas mais simples e
potencialmente menos téxicas. Essa eficiéncia decorre da produgdo de um conjunto
diversificado de enzimas oxidativas e hidroliticas, que catalisam rea¢es de oxidacéo,
reducdo e clivagem de ligacBes quimicas altamente estaveis, tornando os fungos
particularmente adequados para o tratamento de efluentes contendo CEs (Hinzke et
al., 2025; Molina et al., 2020; Yang et al., 2020).

Por exemplo, o estudo com o fungo Apiotrichum sp. IB-1 demonstrou que o
ibuprofeno pode ser reduzido em 78% em apenas trés dias por meio de um consaorcio
microbiano (Peng et al., 2024). Da mesma forma, a dipirona apresentou degradacao
de 96% em seis dias pelo fungo Pleurotus eryngii (Mayorga et al., 2017). A revisédo
proposta por Grignet et al., (2022) sintetiza essas evidéncias, indicando que as rotas
de biodegradacdo microbiana de farmacos envolvem uma ampla variedade de
enzimas oxidorredutases e hidrolases, responsaveis por catalisar etapas-chave nas

reacdes de transformacao e, em alguns casos, mineralizacdo dos compostos.
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2.6 Ecotoxicologia como ferramenta de apoio a avaliagcéo de risco ambiental

A ecotoxicologia surge, nesse contexto, como ferramenta essencial para avaliar
e compreender os efeitos bioldgicos associados a farmaco-contaminacao, fornecendo
subsidios fundamentais para a identificacdo de perigos ambientais. Por meio de
bioensaios laboratoriais, € possivel mensurar a resposta de organismos-teste a
diferentes concentracdes desses compostos, contribuindo para a geracao de dados
cientificos que subsidiam politicas publicas e préaticas sustentaveis de gestao
ambiental (Mueller et al., 2023).

Bioensaios ecotoxicologicos estimam efeitos (incluindo subletais) sob
condicBes controladas; a avaliacdo de risco ambiental integra esses efeitos a dados
de exposicao (ocorréncia/concentracédo, duracao e frequéncia), permitindo inferir a
probabilidade de impactos adversos em cenarios reais. Dessa forma, a ecotoxicologia
fornece a base experimental para a avaliacdo de risco ambiental (ARA), mas nao a
substitui, uma vez que o risco € determinado pela combinacgéo entre perigo (efeito) e
exposicao (USEPA, 2025).

Nesse sentido, a ecotoxicologia é uma area interdisciplinar que combina
principios da toxicologia e da ecologia, com o objetivo de compreender os efeitos de
contaminantes quimicos sobre organismos e ecossistemas (Silva; Vieira, 2025). Essa
ciéncia busca avaliar os impactos de substancias potencialmente téxicas em
diferentes niveis de organizacao biolégica, do molecular ao ecossistémico, e fornecer
subsidios para a prevencao, mitigacao e regulacéo de riscos ambientais (Arlos et al.,
2018; Mccallum et al., 2019; Chacca et al., 2022; Calvelli et al., 2023).

O avanco da industrializacdo e do consumo de produtos farmacéuticos e
guimicos tem intensificado a liberacdo de CEs em solos e corpos d’agua, o que
representa uma preocupacgao crescente para a ecotoxicologia moderna (Aradjo et al.,
2023). Entre esses compostos, os farmacos destacam-se por sua persisténcia
ambiental, bioatividade e potencial para causar efeitos subletais e crénicos em
organismos nao alvo, mesmo em concentracdes de traco (Pifio et al., 2016; Rede et
al., 2019). Em uma andlise abrangente que reuniu dados de mais de setenta paises,
Wydro et al., (2024) destacaram a ocorréncia ubiqua, em escala global, de compostos
como ibuprofeno, diclofenaco, paracetamol e fluoxetina em aguas superficiais e

subterraneas.
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Diante desse cenario, os estudos ecotoxicolégicos desempenham papel
essencial no entendimento das respostas biolégicas a esses poluentes e no
desenvolvimento de estratégias sustentaveis de manejo ambiental. Para a avaliacédo
dos efeitos ecotoxicoldgicos, o uso de bioindicadores tem se mostrado uma
ferramenta eficaz e amplamente difundida. Esses organismos apresentam respostas
mensuraveis diante da presenca de poluentes e permitem inferir a qualidade do
ambiente e os potenciais efeitos de longo prazo sobre a biota (Silva et al., 2024; Silva;
Vieira, 2025).

Entre os diversos grupos utilizados, incluindo microrganismos, invertebrados
e peixes, 0os modelos vegetais tém recebido destaque crescente devido a sua
sensibilidade, baixo custo experimental e facilidade de manejo (Schmidt; Redshaw,
2015; Mendes et al., 2021). Além disso, as plantas, por serem organismos sésseis,
respondem rapidamente as mudangas quimicas do meio, tornando-se excelentes
indicadores das condicdes ambientais (Silva et al., 2023a).

Os bioensaios com plantas superiores sdo reconhecidos por normas
internacionais, como a I1SO 18763 (2016), a OECD 208 (2006) e os protocolos da
USEPA (2012), que recomendam o uso de espécies de crescimento rapido e alta taxa
de germinacdo para detecgdo de efeitos letais e subletais. Dentre essas espécies,
Lactuca sativa L. (alface) se destaca como organismo-teste padrdo, amplamente
utilizado em ensaios de toxicidade por apresentar germinacao uniforme, sensibilidade
a substancias quimicas e boa reprodutibilidade experimental (Simdes et al., 2013;
Chan-Keb et al., 2022).

Parametros como a porcentagem de germinacao, o alongamento da radicula
e do hipocdtilo, e o peso da biomassa inicial sdo amplamente utilizados como
indicadores de toxicidade em efluentes, solos contaminados e compostos
farmacéuticos (Rede et al., 2019; Leles, 2017; Silva; Vieira, 2025).

Os estudos de Rede et al.,, (2019) demonstraram que misturas de anti-
inflamatérios, como ibuprofeno e diclofenaco, provocam inibicdo significativa do
crescimento radicular e do hipocoétilo de Lactuca sativa, mesmo em baixas
concentracdes. De forma semelhante, Araudjo et al., (2023) observaram reducfes de
até 82% no crescimento da radicula e 83% no hipocoétilo em sementes expostas a
paracetamol, indicando a toxicidade desses farmacos mesmo em niveis ambientais.

Entre os farmacos mais detectados em ambientes terrestres e aquaticos, 0
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ibuprofeno tem se destacado por sua alta frequéncia de ocorréncia e persisténcia
(Schmidt; Redshaw, 2015; Chacca et al., 2022). A exposicéo cronica a esse composto
pode causar alteracdes fisiologicas, comportamentais e reprodutivas em organismos
ndo alvo (Arlos et al., 2018; Mccallum et al., 2019), além de comprometer o aparato
fotossintético e 0 metabolismo antioxidante em plantas (Biczak et al., 2024). Em
Lactuca sativa e outras espécies-modelo, o ibuprofeno induz estresse oxidativo, reduz
a eficiéncia fotoquimica e altera a morfologia das raizes e folhas, configurando-se
como um importante marcador de impacto ecotoxicolégico em ambientes
contaminados (Silva et al., 2023a; Biczak et al., 2024).

Portanto, o uso de Lactuca sativa como bioindicador representa uma
estratégia eficaz e cientificamente robusta para compreender os efeitos
ecotoxicolégicos dos farmacos enquanto CEs. Essa abordagem fornece dados
fundamentais para a ARA, ao subsidiar a integracdo entre efeitos observados e
cenarios de exposicao, contribuindo para a formulacdo de politicas publicas voltadas
a preservacao dos ecossistemas e a promocéao de praticas sustentaveis (Mueller et
al., 2023).

2.7 Contextualizando o Cenario da Pesquisa

O municipio de Foz do Iguacu esta localizado na faixa de Fronteira do Brasil,
instituida pela Lei Federal n° 6.634/1979, e faz divisa com dois paises sul americanos
Argentina, ao sul, e Paraguai, a oeste. No ambito estadual, Foz do Iguagu localiza-se
no Terceiro Planalto Paranaense, na mesorregido Oeste do Parana, em sua
microrregido Foz do Iguacu (PMFI, 2019 a). O municipio ocupa uma area de 618.057
kmz (0,68% do territério paranaense), possui altitude média de 165 metros e limita-se
com 0s municipios paranaenses de Sao Miguel do Ilguacu e Santa Terezinha de Itaipu,
a leste, e Itaipulandia, ao norte (IBGE, 2021).

A area objeto desta pesquisa situa-se na porcao sudeste do municipio, na
localidade do Arroio Dourado, localizado entre os paralelos 25°34'04” e 25°34°20” S,
e entre os meridianos de 54°30°13” e 54°30°10” W. O acesso ao bairro Arroio Dourado
da-se tanto pela Avenida Felipe Wandscheer quanto pela rodovia das Cataratas
(PMFI, 2019a).

Essa localidade foi usada para disposicéo de residuos urbanos e hospitalares
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entre a década de 60 e 0 ano de 1992. O aterro Arroio Dourado operou neste periodo
na forma de um lixao, ou seja, sem 0s mecanismos de controle ambiental necessarios
para evitar danos ao meio ambiente e a saude publica, e quando encerrou as
atividades néo atendeu os devidos tramites legais para fazé-lo (PMFI, 2019b).

Apés a desativacdo desse local sem critérios técnicos adequados, nédo foi
implementada nenhuma acéo de recuperacdo e/ou mitigacdo da area degradada e,
com a expanséo urbana da cidade na ultima década do século passado, em meados
dos anos 90, diversas familias carentes fixaram residéncia nessa regido. Segundo
estudos feitos pela Ambiental Consultoria, além do lixo depositado diretamente no
solo, em valas, havia também, a falta de saneamento basico e o lancamento de
dejetos, muitas vezes, a céu aberto (PMFI, 2012). A regido foi classificada como
insalubre em 2014, com os residentes da comunidade submetidos a condi¢bes
precarias, desassistidos por infraestrutura, saneamento bésico e servigos publicos
(Valle, 2014).

Esse fato é corroborado por Oliveira, Ramirez e Di Lauro (2021) que
analisaram a qualidade do solo da localidade do Arroio Dourado e correlacionaram os
resultados com a problemética sécio-ambiental e 0s riscos provenientes da exposi¢ao
a metais pesados, estes oriundos da deposicao pretérita de residuos no local. Neste
estudo, constatou-se que o solo apresenta concentracdes de chumbo e cromo acima
das normas nacionais e internacionais vigentes, classificando a area como insalubre
e que pode gerar consequéncias negativas a sallde humana e ao meio ambiente.

O antigo aterro Arroio Dourado, encontra-se sobre um aquifero do tipo
fissurado, com interconexdes entre diaclases e vacuolos interconectados por um
sistema de fraturas que facilita a circulacdo e o armazenamento da agua, propiciando
sinergia entre os liquidos contaminantes. Esse fator é extremamente importante, uma
vez que a agua consumida é captada em pocos rasos perfurados dentro da propria
camada de lixo, expondo a populagdo a diversos tipos de residuos e vetores
transmissores de doencas, além do alto potencial de contaminac&o do riacho Arroio
Dourado, situado na bacia de captacdo de agua para o abastecimento publico (PMFI,
2019b,c).

Outro levantamento preocupante para esta area foi a investigacéo realizada
por Lorence e Balestra (2016) acerca da concentracdo do gas metano presente no

subsolo e identificacdo das plumas de concentracdes do gas inflamavel. Os resultados
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apontaram gque algumas areas sdo extremamente perigosas e ndo se recomenda
habitacdo sobre este local, pois além dos problemas devido a presenca de gases
inflamaveis, tem-se também a contaminacao do solo e do lencol freatico.

O relatério do Plano Municipal de Saneamento Basico publicado em 2019,
corrobora com a afirmacao ao mencionar que as medi¢cdes de gas metano realizadas
no local, apontaram que ha grande volume de gas aprisionado no solo, configurando
como uma area com elevado risco a populacao local (PMFI, 2019b).

O antigo aterro Arroio Dourado é referenciado pelos Planos Municipais de
Saneamento Basico (PMSB) e de Gestao de Recursos Hidricos (PMGRH) de Foz do
Iguacu, ambos atualizado em 2019, como um dos pontos relativos aos passivos
ambientais e sem Programa de Recuperacéo de Areas Degradadas, e podem ser
fonte de poluicdo para os cursos de agua da regiao.

Os relatérios apontam que no local, h4 areas agricolas que podem estar
utilizando técnicas inadequadas de manejo e conservacao do solo, podendo causar a
transferéncia de sedimentos para os corpos hidricos e assoreando as calhas dos rios.
Alem disso, agrotoxicos e fertilizantes usados na agricultura podem contaminar os
cursos de agua causando prejuizos irreparaveis. Ratificam que ndo ha sistema de
esgoto e drenagem pluvial, circundado por atividades agropecuarias. Ademais, ocorre
a disposicao inadequada de residuos sélidos em areas proximas dos rios,
potencializando o dano ambiental com grandes riscos a populacéo (PMFI, 2019b, c).

O atual PMGRH dividiu o municipio em 10 areas de estratégia de gestdo
(AEGS), que nada mais sdo do que a unido de bacias hidrograficas com caracteristicas
semelhantes. Optou-se por separar da andlise de cada AEG, os rios municipais dos
rios federais (Iguacu e Parana). A localidade do Arroio Dourado enquadra-se na AEG
Tamandué S&o Jodo. As questdes sanitarias desse local séo de extrema importancia
para a regido da triplice fronteira, uma vez que o riacho Arroio Dourado nasce no
municipio de Foz do Iguagu, margeia a ocupagéo do antigo “lixao” e desagua no Rio
Tamandua (Figura 4). Aproximadamente 30% dos moradores de Foz do Iguacu fazem
uso da agua oriunda deste manancial, tornando estratégicos os investimentos de

protecdo da mata ciliar e da biodiversidade local (PMFI, 2020).
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Figura 4 — Mapa hidrolégico da regido de estudo.

-~

Legenda: Antigo aterro Arroio Dourado — 1; Rio Tamandua e riacho Arroio Dourado — 2; Rodovia das Cataratas — Foz
Iguagu — PR — 3.

Fonte: Autora (2025).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de microrganismos isolados do sedimento do riacho Arroio
Dourado quanto a tolerancia a farmacos e a biodegradacéo do ibuprofeno, com énfase
em fungos filamentosos, incluindo a caracterizagcéo do perfil de atividade enzimatica,
bem como investigar os efeitos fitotoxicos do ibuprofeno em Lactuca sativa em
condicbes de exposicdo aguda, visando contribuir para o desenvolvimento de
estratégias biotecnoldgicas sustentaveis para a mitigacdo de contaminantes

emergentes em matrizes ambientais.

3.2 Objetivos Especificos

v Isolar e caracterizar microrganismos presentes em amostras de sedimento
coletadas no riacho Arroio Dourado;

v' Selecionar microrganismos capazes de manter atividade metabdlica na
presenca de farmacos pertencentes as classes de analgésicos, anti-
inflamatoérios ndo esteroidais (AINESs), antimicrobianos, antidepressivos e
hormonios;

v Caracterizar morfologicamente os isolados fungicos por microcultivo;

v’ Identificar, por sequenciamento molecular (Sanger), as linhagens flngicas mais
promissoras;

v Avaliar o perfil de atividade enzimatica das linhagens fungicas identificadas;

v Investigar o potencial de biodegradacéo do ibuprofeno pelas linhagens fungicas
selecionadas;

v Avaliar os efeitos fitotdxicos do ibuprofeno sobre a germinagao e o crescimento

radicular de Lactuca sativa (alface).
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4. METODOLOGIA
4.1 Tipo de pesquisa e etapas metodologicas

Trata-se de uma pesquisa experimental laboratorial realizada no municipio de
Foz do Iguacu - PR por meio do Programa de Pés-graduacao Interdisciplinar em
Energia e Sustentabilidade (PPGIES) da Universidade Federal da Integracéo Latino-
Americana (UNILA).

Foram utilizados solventes e reagentes grau analitico (PA). Os meios de
cultura e todos os materiais foram esterilizados em autoclave (121°C, 15 min, 1,5 bar,
Digitale®). A manipulagdo dos microrganismos foi realizada em cabine de fluxo laminar
(SIMBLAB®). O crescimento microbiano foi conduzido em incubadora tipo B.O.D.
(Lucadema®, modelo LUCA 161) e, quando sob agitacédo, em shaker orbital a 150 rpm
(Lab Companion®, modelo SIF 6000). O processo de liofilizacdo das amostras
obedeceu o0s seguintes parametros: pressdo 45000 pHg, -45 °C por 30 h no
Liofilizador SL-4049 (Solab®). Os reagentes, quando sélidos, foram medidos em
balanca analitica (EVEN®). O pH foi aferido em pHmetro digital (DL-PH, Dellab®).
Todos os ensaios foram realizados em triplicata. As figuras elaboradas para mostrar
a sequéncia das metodologias foram criadas no aplicativo Biorender®. Os residuos
guimicos e biolégicos foram descartados de acordo com a normativa da UNILA,
conforme o Plano de Gerenciamento de Residuos de Servicos de Saude (PGRSS).

Para o desenvolvimento deste estudo, a metodologia foi organizada em
etapas sequenciais, conforme ilustrado na Figura 5. O fluxograma apresenta o
delineamento experimental adotado na investigacdo da biodegradacédo de farmacos
por microrganismos, com foco no ibuprofeno, abrangendo desde o isolamento
microbiano até a avaliacdo ecotoxicologica.

Na primeira etapa, foram coletadas amostras de sedimento em dois pontos do
riacho Arroio Dourado (P1 e P2), considerando variaveis ambientais como
temperatura, pH e condicbes ambientais do entorno. O isolamento, a sele¢céo e os
testes de viabilidade microbiana foram conduzidos nos Laboratorios de Biotecnologia
Ambiental da UNILA - LabBioAmb (Campus Jardim Universitario). As amostras foram
enriquecidas com diferentes classes de farmacos e, ap0s semeadura em meios

especificos, procedeu-se a purificacdo e preservacdo dos isolados. A viabilidade
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celular foi avaliada pela reativacdo de fungos e bactérias em meios solidos e,
posteriormente, em meio minimo suplementado com farmacos. As linhagens mais
tolerantes foram selecionadas com base em analises estatisticas. A identificacdo dos
fungos selecionados foi realizada a partir de caracteristicas morfoldgicas e
moleculares, garantindo a acuracia taxondmica.

A triagem enzimatica foi conduzida no LabBioAmb e no Laboratério de
Bioprocessos e Sintese (LBios - Itaipu Parquetec). Foram conduzidos ensaios
gualitativos em placas para a deteccdo preliminar de determinadas atividades
enzimaticas, bem como ensaios quantitativos empregando extratos enzimaticos
obtidos a partir da fermentacdo em palha de arroz e sondas fluorogénicas especificas
destinadas a avaliacédo de diferentes classes de enzimas

Os testes de biodegradacédo foram realizados no Laboratério Multiusuario
Engenheira Ednéia Marques (LEAM - Itaipu Parquetec). As culturas foram reativadas
para producdo de biomassa e expostas ao ibuprofeno em diferentes tempos de
incubacao (2 h a 15 dias). Apés o periodo experimental, as amostras foram liofilizadas,
extraidas e purificadas. As analises quimicas foram conduzidas por HPLC e UPLC-
MS, permitindo a identificacdo de metabdlitos e a avaliagdo dos perfis
cromatograficos.

Por fim, os ensaios ecotoxicoldgicos foram realizados no Laboratorio de
Sementes do Centro Universitario Dinamica das Cataratas (UDC), utilizando
sementes de Lactuca sativa expostas a diferentes concentracdes de ibuprofeno.
Foram avaliados parametros de germinagdo, crescimento radicular, parte aérea e
biomassa seca, e os dados foram submetidos a analise estatistica para determinacéo
do potencial fitotoéxico do composto.

Esse fluxo metodoldgico integrado permitiu ndo apenas a selecdo de
microrganismos com potencial para a biodegrada¢cdo de contaminantes emergentes,
mas também a compreensado das transformacdes quimicas envolvidas e dos efeitos

ecotoxicoldgicos associados.
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Figura 5 — Fluxograma esquemaético das etapas metodoldgicas do estudo, desde o
isolamento de microrganismos até os ensaios de biodegradacdo de ibuprofeno e
avaliacdo ecotoxicoldgica em Lactuca sativa.
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4.2 Localizacdo da area e Pontos de coleta

As amostras de sedimento foram coletadas no riacho Arroio Dourado, que
nasce em Foz do Iguacu e desdgua no rio Tamandua. A ocupagdo homdnima esta
localizada na microbacia do cérrego Rio Claro, cujo riacho também é afluente do rio
Tamandua. Na confluéncia entre o Arroio Dourado e o rio Tamandua (jusante)
encontra-se uma Estagéo de Tratamento de Agua (ETA) da Sanepar - Companhia de
Saneamento do Parana (PMFI, 2019c; Lorence; Balestra, 2016).

Os pontos de coleta foram definidos in situ: P1, a jusante (25°34’31”S,
54°30°27’0), e P2, a montante (25°34’51"S, 54°30'60"0), separados por
aproximadamente 800 m. As coordenadas foram registradas por GPS, e a Figura 6,
elaborada no QGIS 3.10, ilustra a regido de estudo e os pontos de amostragem.

Figura 6 — Localizacdo da area de estudo e dos pontos de amostragem.
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74



4.3 Coleta e transporte das amostras

As amostras de sedimento foram coletadas no dia 15 de fevereiro de 2021,
no periodo da manha, com uma temperatura ambiente de 28 °C. A amostragem foi
realizada sob condi¢cdes de vaz&do normal do riacho, considerando a auséncia de
chuvas nos dias anteriores. As amostras foram coletadas em triplicata, utilizando
tubos Falcon de 50 mL estéreis. O procedimento foi conduzido de maneira
perpendicular ao solo, extraindo-se 10 cm da camada superficial do sedimento fino.

Os parametros fisico-quimicos, pH e temperatura (°C) foram mensurados in
situ no riacho Arroio Dourado, utilizando fitas de pH e termdmetro digital (Kasvi®),
respectivamente. Os procedimentos de coleta e preservacdo das amostras foram
realizados de acordo com o guia nacional de coleta e preservacdo de amostras de
agua, sedimento, comunidades aquéticas e efluentes liquidas (CETESB, 2011).

Apos a coleta, as amostras foram identificadas e acondicionadas em caixa de
isopor com gelo para manutencéo da integridade da microbiota local e mantidas sob

refrigeracéo a 4 °C £ 2 até a chegada ao LabBioAmb da UNILA.

4.4 Reagentes e Solucdes

4.4.1 Farmacos selecionados

Os medicamentos utilizados neste estudo foram doados pela Secretaria
Municipal de Saude (SMS) e a divisdo das classes terapéuticas foram definidas com
base na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais - RENAME (Brasil, 2020a) e
sao apresentadas abaixo (Quadro 3, Figura 7).

Essas substancias estdo contempladas na Relacdo Municipal de
Medicamentos Essenciais - REMUME (PMFI, 2017) e sado distribuidas pelo Sistema
Unico de Salde (SUS) a populacdo. Esses farmacos foram selecionados por
apresentarem elevado indice de prescricdo para o Municipio de Foz do Iguagu -
Parana no quadriénio (2017 - 2020), segundo relatério disponibilizado pela SMS por
meio do Sistema de Gestao de Saude - RP Saude (PMFI, 2021).
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Quadro 3 — Relacado dos farmacos utilizados nos ensaios experimentais, respectivas
dosagens, formas farmacéuticas e classes terapéuticas.

Farmaco Dosagem Forma Laboratorio Classe terapéutica
Paracetamol 500 mg comprimido Hipolabor® Analgésico / Antitérmico
Dipirona 500 mg comprimido | prati Donaduzzi® | Analgésico / Antitérmico
Acido acetilsalicilico 100 mg comprimido Custddia® Analgésico / Antitérmico
Cloridrato de Amitriptilina] 25 mg capsula EMS® Antidepressivo
Cloridrato de Fluoxetina 20 mg capsula TEUTO® Antidepressivo
Diclofenaco 100 mg comprimido EMS® AINE
Ibuprofeno 600 mg | comprimido | Prati Donaduzzi® AINE
Amoxicilina 500 mg capsula TEUTO® Antibacteriano
Fluconazol 150 mg cépsula EMS® Antifingico
Eg\r/](l)lﬁ(s)trrgaedsl,?rlel 13500“59 comprimido Unido Quimica® Hormonio

Legenda: AINE — Anti-inflamatério ndo-esteroidal; mg — miligrama, pg — micrograma

Fonte: Autora (2025).

Figura 7 — Estruturas quimicas dos farmacos utilizados nos ensaios.

Fluoxetina

-

o
T

aat

A

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

£

Dipirana Sodica

Amitriptilina

9

.................

Diclofenaco de potassio Paracetamol

HN 0

Fonte: Autora (2025).

pE T L LT TR Ll il Ly

___________________________

76




4.4.2 Solucdes de Farmacos

Para as analises, foram preparadas solu¢des estoque dos farmacos a 50
mg-L™* em agua destilada, visando a padronizacdo das diluicbes subsequentes,
adequada solubilizacdo dos compostos e reprodutibilidade entre os ensaios. Dipirona
sédica, estradiol, fluconazol, fluoxetina e ibuprofeno foram inicialmente solubilizados
em 1 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) para obtencdo de solu¢cdes homogéneas e,
posteriormente, diluidos em agua destilada, resultando em uma concentragéo final de
DMSO inferior a 0,1% (v/v). O acido acetilsalicilico (AAS) foi dissolvido diretamente
em agua destilada, a amoxicilina em 1 mL de hidroxido de aménio (NH,OH) 1 mol-L™*
e o diclofenaco sédico em 1 mL de metanol (CH3;OH), sendo, em seguida, completado
0 volume com &agua destilada.

As solugdes foram completadas com agua destilada até o volume final (g.s.p.)
em baldo volumétrico, identificadas e armazenadas em frascos ambar sob
refrigeracdo, sendo utilizadas conforme a demanda dos ensaios. Para o isolamento
de microrganismos, as amostras de sedimento foram enriquecidas com os farmacos
na concentragdo clinica recomendada, diluidos na proporcéo de 1:10 (Vulava et al.,
2016; OECD, 2000). O ensaio de viabilidade foi realizado com concentragao final de
10 mg-L™? (Ivshina et al., 2019). Para os testes de biodegradacao, o ibuprofeno foi
preparado conforme descrito, com concentracéao final ajustada para 100 mg-L™, valor
selecionado apos teste de citotoxicidade do farmaco (ver item 4.10.4). E, para os
ensaios de ecotoxicidade, o ibuprofeno foi utilizado em concentracdes crescentes,
variando de 0,1 a 100 mg-L™* (ver item 4.11).

4.4.3 Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados para crescimento e isolamento microbiano,
foram, respectivamente, os meios sélidos Agar Nutriente (NA) e Agar Potato Dextrose
(PDA) preparados de acordo com a recomendagao dos fabricantes. Utilizou-se o NA
(Kasvi®) acrescido do antifingico nistatina (100.000 Ul.mL™1) para o isolamento de
bactérias. Sua formulacdo compreende (g.L™?): extrato de carne bovina (1,0); extrato
de levedura (2,0); peptona (5,0); cloreto de sddio (5,0) e agar (15,0). O pH final foi
ajustado para 7,4 £ 0,2.
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O PDA comercial (Sigma Aldrich®) foi usado para o crescimento de fungos,
composto por (g.L?): agar (15,0); dextrose (20,0); extrato de batata (4,0). O pH foi
ajustado para 5,6 + 0,2 e acrescido de antibiético cloranfenicol (0,07 g.L?). Para
reativagao dos isolados, ndo foram utilizados os antimicrobianos. O meio de cultura
extrato de malte (Kasvi®) foi usado como caldo (meio liquido) e como meio soélido,
acrescentando-se a composicao inicial 15,0 g.L* de agar. O pH foi ajustado para 5,5
+ 0,2 em temperatura ambiente (25 °C).

O meio de cultura minimo com glicose (MM) foi preparado acrescentando-se
0,5% de glicose, conforme descrito por Ivshina e colaboradores (2019) para
enriguecimento das amostras e para 0s ensaios de viabilidade celular. Sua
composigdo consiste (g.L™): 0,2 g de cloreto de célcio (CaClz-2H20); 0,7 g fosfato de
potassio bi-basico (K2HPOa); 0,7 g fosfato de potassio monobéasico (KH2PO4); 0,9 g
de glicose; 0,5 g nitrato de sédio (NaNO3s); 0,5 g sulfato de amdnio ((NH4)2SO4) e 0,2
g sulfato de magnésio (MgSOa4) completado para 1,0 litro de agua destilada.

Para o preparo de um litro do meio de cultura basal com ureia foram
utilizados: 0,3 g de ureia; 0,76 g de peptona; 0,25 g sulfato de cobre (CuSOa4.5H20);
1,4 g sulfato de aménio (NH4)2S04; 2,0 g fosfato de potassio monobasico(KH2PO4);
0,3 g sulfato de magnésio (MgS0a4.7H20); 0,4 g cloreto de calcio (CaClz-2H20); 0,005
g sulfato de ferro (FeSOa4-7H20); 0,0016 g sulfato de manganés (MnSOg); 0,0037
g sulfato de zinco ZnSO04-7H20; 0,0037 g cloreto de cobalto (CoClz-6H20)
completado volume para 1,0 L com agua destilada. Para cada Erlenmeyer de 125
mL foram acrescidos 2,5 g de palha de arroz usados como indutor enzimatico (Rueda
et al., 2020).

O meio catalitico Czapeck foi selecionado para os testes de biodegradacéao,

com modificacbes conforme a metodologia descrita por Palaric et al., (2019).
Composto por (g-L™): 30,0 g de glicose; 5,0 g de extrato de levedura; 2,0 g de nitrato
de sddio (NaNOs); 1,0 g de fosfato de potassio monobéasico (KH,PO,); 0,5 g de
sulfato de magnésio (MgSO,-7H,0); 0,5 g de cloreto de potassio (KCI); 0,02 g de
sulfato de ferro (FeSO,-7H,0), completado para 1,0 litro com agua destilada.

Todos os meios de cultura, tanto liquidos quanto sélidos, utilizados nos testes
descritos neste trabalho foram preparados e esterilizados seguindo rigorosamente 0s
protocolos estabelecidos e as boas praticas de microbiologia. Os meios foram

utilizados imediatamente apods a esterilizacdo ou armazenados em refrigerador por no
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maximo uma semana.

4.4.4 Solugbes Tampéo

Foram utilizadas duas solucfes para preparar o tampéao fosfato pH 7,4 usado
nas analises. Para isso, foram preparadas solucbes estoque com agua deionizada.
Para a solugdo estoque de fosfato monobasico de sédio anidro (NaHPO4) a 0,2 mol.L™
(ACS cientifica®), foram pesados 27,8 g transferidos para um baldo volumétrico,
ajustado o volume para 1,0 L. Para a outra solugdo a 0,2 mol.L™* de fosfato bibasico
de sodio anidro (Na2zHPO4) (Chemicals®), foram pesados 28,39 g e completados para
1,0 L. Para o preparo de 1,0 L da solugao de trabalho, foram adicionados 95 mL de
NaHPO4 0,2 mol.L™* e 405 mL de NazHPO4 a 0,2 mol.L™, completando o volume com
agua deionizada (Gomori, 1976).

Da mesma forma, duas solu¢cBes foram utilizadas para o preparo do tampéao
borato pH 8,8. Inicialmente foram preparadas as solu¢des estoque de 0,2 mol.L™ de
acido bérico (H3sBOs3) e de borax (0,05 mol.L™). A solugédo de H3sBO3s foram pesados
6,2 g em 500 mL e para a de borax 9,75 em 500 mL de agua destilada g.s.p. Para
preparar a solugdo de trabalho utilizou-se 50 ml da solugdo estoque a 0,2 mol.L™*
H3BOz mais 30 mL da solucdo de bérax a 0,05 mol.L™1, completando com agua
deionizada para 200 mL em bal&o volumétrico (Gomori, 1976).

Para o preparo dos tampdes citrato pH 3,0 e pH 4, utilizaram-se duas solugdes
estoque compostas por acido citrico a 0,1 mol.L™* foram pesados 21,01 g e citrato de
sodio a 0,1 mol.L™* foram pesados 29,41 g, ambos ajustados para 1 L de agua
deionizada. Para o pH 3,0 foram 46,5 mL da solucao de acido e 3,5 mL da solucéo de
citrato completados para 100 mL com agua deionizada. J& para o pH 4,5 foram
adicionados 56 mL de acido citrico e 44 mL de citrato de s6dio completados para 500
mL de agua deionizada (Gomori, 1976).

A solucdo de tampéo malonato (3,5 mol.L™) pH 4,5 foi preparada com 100,64
g de malonato de sédio (Sigma Aldrich®) dissolvido em 200 mL de &gua deionizada
com concentracdo final de 3,5 mol.L=* (Gomori, 1976).

O tampao acetato pH 4,5 foi composto por duas solucbes estoque. Para a
solucdo de acido acético (0,2 mol.L™), foram adicionados 11,5 mL de &cido acético

glacial (Exodo Cientifica®) em 1,0 L de agua deionizada. Para preparar a solugédo de
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acetato de sédio (0,2 mol.L™) (Exodo Cientifica®) 16,4 g foram dissolvidos em 1,0 L
de 4gua deionizada. Para preparar 100 mL do tampéao foram acrescidos 30,5 mL da
solucéo de acido acético e 19,5 mL da solucdo de acetato de sodio (Gomori, 1976).

Todas as solugdes estoque foram identificadas e armazenadas em refrigerador.

4.5 Processamento das amostras e isolamento dos microrganismos

4.5.1 Enriquecimento das amostras

Para a execucdo do experimento, as amostras previamente armazenadas em
tubos Falcon foram transferidas para placas de Petri (90x15 mm, Olen® e
cuidadosamente homogeneizadas para posterior determinagcdo da massa. Em
seguida, foram pesados 10 g de sedimento para cada repeticio experimental,
totalizando cinco amostras por ponto de coleta (P1 e P2). Cada aliquota foi transferida
para frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 100 mL do meio minimo (MM),
suplementado com as respectivas classes terapéuticas dos farmacos na concentracao
clinica diluida (1:10), conforme descrito no Quadro 4. A preparagdo dos ensaios
seguiu as recomendacfes metodoldgicas da diretriz OECD 106 para estudos de
interacdo farmaco-sedimento (Vulava et al., 2016; OECD, 2000).
Os frascos foram incubados em agitador rotativo (shaker) a 150 + 2 rpm e

temperatura controlada de 28 °C, por um periodo de 48 horas (Figura 8).

Figura 8 — Etapas de preparo das amostras de sedimento enriquecidas com diferentes
classes terapéuticas.
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Fonte: Autora (2025).
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Quadro 4 — Tratamentos usados no enriquecimento das amostras e pontos de coleta.

Classe Farmaco Concentracéo

Tratamento Terapéutica Dosagem Clinica utilizada 1:10 Codigo
Paracetamol 500 mg 50 mg T1p1
T1 antitérmicos Dipirona 500 mg 50 mg T1P2
Acido acetilsalilico 100 mg 10 mg
-, L. Ibuprofeno 600 mg 60 mg T2P1
T2 Anti-infl , —
nti-inflamatorios Diclofenaco sédico 100 mg 10 mg T2P2
- . Amoxicilina 500 mg 50 mg T3P1
T
3 antimicrobianos Fluoconazol 150 mg 15 mg T3P2
T4 antidepressivos Cloridrato de amitriptilina 25 mg 2,5 mg T4P1
P Cloridrato de fluoxetina 20 mg 20 mg T4P2
- Etinilestradiol 30 pg 3,0 g T5P1
T5 h
ormonios Levonogestrel 150 ug 15 ug T5P2

Legenda: P1 — ponto de coleta 1; P2 — ponto de coleta 2; pg — micrograma; mg — miligrama.

Fonte: Autora (2025).

4.5.2 Isolamento e preservacao dos microrganismos

Apoés 48 horas de incubacdo das amostras enriquecidas com os farmacos,
realizou-se uma diluicéo inicial de 10?, seguida de diluicdes seriadas em solucédo
salina (NaCl) 0,85% até 10°. Foram inoculados 50 uL das trés ultimas diluicbes em
placas de Petri com meios sélidos, utilizando a técnica de spread plate com alca de
Drigalski. As placas foram incubadas em duplicata: uma incubadora B.O.D. a 28 °C
para fungos, por até 7 dias, monitorada diariamente; e outra a 36,5 °C para bactérias,
por 24 horas.

O crescimento microbiano foi avaliado em agar NA e PDA. Microrganismos
foram selecionados com base em caracteristicas morfolégicas das colbnias: forma,
tamanho, cor, textura, opacidade e consisténcia. Coldnias bacterianas diferenciadas
foram transferidas para placas de NA e purificadas por esgotamento, incubadas a 36,5
°C por 24 horas.

Para os fungos, foram avaliadas pigmentacao, velocidade de crescimento,
elevacdo, bordas e textura da superficie das colénias. Fragmentos da col6nia foram
transferidos para novas placas com PDA e incubados a 28 °C por até 7 dias. Col6nias
confluentes foram re-cultivadas sucessivamente até a obtengc&o de colbnias puras
(Figura 9).
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Figura 9 — Procedimentos para isolamento de microrganismos em amostras de
sedimento.
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Fonte: Autora (2025).

Para a preservacdo dos microrganismos, utilizou-se a técnica de
criopreservacao, congelamento em meio aquoso com 20% de glicerol. Esse método
permite a preservacao de fungos, bactérias, tecidos, sendo animais ou vegetais,
mantendo-o0s geneticamente estaveis (Brockbank; Covault; Taylor, 2007; Aguiar et al.,
2012). Os microrganismos isolados foram preservados em tubos criogénicos em
duplicata. Todas as amostras foram identificadas, codificadas e acondicionadas em
caixas de fibra de papeldo. Os tubos foram dispostos em freezer (-20 °C) durante 20

minutos, e em seguida, acondicionados em ultrafreezer a -80 °C.

4.6 Preparacdo dos indculos para 0s ensaios experimentais

Para padronizar o0s experimentos e minimizar alteracbes genéticas
decorrentes de passagens sucessivas, 0S microrganismos foram reativados a partir
de culturas preservadas, sendo transferidos para novas placas contendo PDA ou NA
no inicio de cada fase experimental. O teste de viabilidade celular foi realizado com
todos os microrganismos isolados.

O cultivo iniciou-se com a preparacao de um pré-inoculo, destinado a reativar
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0 crescimento e o metabolismo dos isolados armazenados. Uma aliquota foi retirada
do frasco crioprotetor e inoculada no meio de cultura adequado. Os fungos foram
semeados em placas de Petri (90x15 mm) contendo PDA e incubados em B.O.D. a
28 °C por até 7 dias. As bactérias foram cultivadas em placas de Petri com NA,
utilizando a técnica de inoculacdo em superficie (spread plate) com alca de Drigalski,
e incubadas a 36,5 °C por 24 horas.

Para os ensaios enzimaticos e de biocatalise (biodegradacéo), foram
utilizados exclusivamente fungos, cultivados em frascos Erlenmeyer de 125 mL
contendo 30 mL de caldo extrato de malte (Kasvi®), preparado conforme as instrucdes
do fabricante. A inoculacéo foi realizada por transferéncia de quatro discos de 6 mm
de diametro contendo micélio ativo de colbnias previamente cultivadas em meio
solido. Os frascos foram incubados a 28 °C, sob agitacdo constante de 150 rpm, por
7 dias (168 h).

4.7 Teste de viabilidade celular

Os ensaios foram conduzidos com fungos e bactérias, empregando col6nias
de crescimento recente previamente reativadas, conforme descrito na secéo 4.5.
Nesse ensaio, os farmacos foram avaliados individualmente, a fim de determinar seu
efeito sobre a viabilidade celular dos microrganismos diferentemente do procedimento
utilizado no isolamento, em que foram administrados de acordo com suas classes
terapéuticas (Quadro 5). Os métodos aplicados seguiram as diretrizes propostas por
lvshina e colaboradores (2019), com a adicdo de 0,5 g-L™* de glicose ao meio minimo,

suplementado com solugdo dos farmacos em concentracao final de 10 mg-L™.

Quadro 5 — Farmacos utilizados nos ensaios de viabilidade celular.

Tratamento Farmaco Tratamento Farmaco
F1 Paracetamol F6 Fluconazol
F2 Dipirona F7 Amoxicilina
F3 Acido acetilsalicilico F8 Amitriptilina
F4 Ibuprofeno F9 Fluoxetina
F5 Diclofenaco de sédio F10 Hormonios

Fonte: Autora (2025).
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4.7.1 Fungos

Para cada fungo testado, foram preparados tubos de ensaio de 10 mL com
tampa, contendo 3 mL de meio de cultivo minimo (MM), um disco de micélio de 6 mm
de diametro como inéculo e 600 uL da solucéo do farmaco. Os tubos foram incubados
por 48 horas em agitador orbital a 28 °C, sob agitacédo constante de 150 rpm (Figura
10).

Figura 10 — Procedimentos para avaliacdo da viabilidade celular de fungos.
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Fonte: Autora (2025).

Apés esse periodo, adicionou-se 300 pL de solucdo aquosa de cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC, 0,5%), utilizado como indicador de atividade metabdlica
redutora, inferindo viabilidade celular pela formacédo de formazan. Os tubos foram
incubados por mais 2 horas nas mesmas condicdes. Em seguida, 280 pL do
sobrenadante de cada tubo foram transferidos para microplaca de 96 pogos de fundo
chato (Kasvi®), e a absorbancia foi medida em leitor de microplacas (Celer® modelo

Polaris) a 450 nm, conforme descrito por Moussa et al., (2013).
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4.7.2 Bactérias

A concentragdo celular das bactérias foi ajustada pelo método de
turbidimetria, utilizando a Densidade Optica (DO), que é calculada pela expressao:
DO =log(l¢/l), onde |, representa a intensidade da luz incidente e | é a intensidade da
luz transmitida através da suspensdo celular. As medidas de absorbancia foram
realizadas a 625 nm (Stremel, 2013). Os inéculos foram preparados em meio de
cultura minimo (MM) com as bactérias selecionadas e incubados a 37 °C sob agitacdo

constante de 150 rpm por 24 horas (Figura 11).

Figura 11 — Procedimentos para avaliacdo da viabilidade celular de bactérias.
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Fonte: Autora (2025).

Em seguida, as culturas foram diluidas em agua destilada estéril até que a
DO permanecesse na faixa de 0,08 a 0,13 correspondente a 0,5 na escala de
McFarland, equivalente a aproximadamente 1,5 x 108 unidades formadoras de colbnia
por mililitro (UFC/mL), conforme confirmado em espectrofotbmetro digital UV-Vis
(Weblabor® modelo M51).

Microplacas de 96 pogos foram preparadas com 200 pL de meio MM, 20 pL

do in6culo bacteriano e 40 puL do farmaco em cada poco. As microplacas foram
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incubadas por 48 horas em shaker a 37 °C, sob agitagdo constante de 150 rpm. ApGs
esse periodo, adicionou-se 20 pL de solucédo de TTC a 0,5% e as microplacas foram
incubadas por mais 2 horas nas mesmas condigdes.

A absorbancia foi medida em leitor de microplacas (Celer®, modelo Polaris)
a 450 nm. Como controle positivo, utilizou-se MM contendo o0 microrganismo e a
solucdo de TTC, sem adicdo do farmaco. O controle negativo consistiu em MM
suplementado com o farmaco e o TTC, aplicado tanto para bactérias quanto para
fungos. Pocos com coloragdo avermelhada indicaram crescimento microbiano,

enguanto a manutencgéo da coloracao incolor sinalizou inibigdo do crescimento.

4.7.3 Andlise estatistica

Os testes de viabilidade celular foram conduzidos com fungos e bactérias,
utilizando dez farmacos na presenca do meio minimo suplementado, com o objetivo
de selecionar os microrganismos mais tolerantes para as etapas enzimaticas
subsequentes. As absorbancias foram corrigidas pelos valores dos controles, sendo
gue resultados positivos indicaram tolerancia aos farmacos testados.

Os fungos com valores estatisticamente significativos em relagédo ao grupo
controle foram selecionados para os ensaios enzimaticos. Os dados foram avaliados
guanto aos pressupostos de normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade (teste de Levene). Uma vez atendidos esses critérios, aplicou-se
a analise de variancia de dois fatores (ANOVA) para testar a hipotese nula de
igualdade das médias de absorbancia entre os grupos.

Nos casos de significancia estatistica (p < 0,05), o teste de Dunnett foi
utilizado para comparar as médias dos grupos experimentais com a média do grupo
controle. As meédias, acompanhadas dos respectivos desvios-padrdo, foram
organizadas em tabelas e representadas graficamente por boxplots, considerando
todos os microrganismos testados, e por graficos de barras, utilizados para destacar

as linhagens mais tolerantes a cada farmaco.

4.8 ldentificacdo dos isolados fungicos

Os fungos foram inicialmente triados por meio de microcultivo, o que
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possibilitou a observacdo de caracteristicas morfologicas distintivas. Em seguida, a
identificacdo molecular foi realizada para confirmacdo taxondémica, conforme

apresentado na Figura 12.

Figura 12 — Metodologias para identificacdo de fungos de interesse biotecnolégico.
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Fonte: Autora (2025).

4.8.1 Caracterizacdo morfologica

As laminas para identificacdo morfolégica foram preparadas pela técnica de
microcultivo com adaptacdes. Esta técnica consiste na preparacdo de culturas de
fungos em laminas de microscopia para observacao direta em microscopio de campo
claro. Os fungos reativados em PDA, foram inoculados em caldo extrato de malte,
incubados em shaker a 28 °C, 150 rpm por 7 dias. Apds esse periodo foram
adicionados 50 pL do inéculo em uma lamina recoberta com uma fina camada de PDA,
coberto por laminula e incubados por 7 dias a 28 °C. As laminas foram coradas com
azul de algod&o com lactofenol (Exodo Cientifica®) e as leituras foram realizadas em
microscoépio éptico Primostar 3 (Zeiss®) para observacéo das estruturas morfolégicas

e reprodutivas como hifas, conidiéforos e conidios (ANVISA, 2022).

4.8.2 Identificacdo Molecular

Esta etapa foi conduzida em colaboragdo com a Professora Dra. Rafaella
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Costa Bonugli Santos, do Laboratério de Bioguimica e Microbiologia (LABIMIC) da
UNILA.

A extragdo do DNA (Acido desoxirribonucleico) foi feita pelo método fenol
cloroférmio. Foram selecionados cinco isolados fangicos (n = 5) que apresentaram
maior toleréncia aos farmacos das classes dos anti-inflamatoérios néo esteroidais e dos
antitérmicos, com base nos ensaios de viabilidade celular por reducédo do TTC e na
identificacdo de diferencas estatisticamente significativas em relacdo ao controle. As
linhagens selecionadas representam perfis distintos de resposta bioldgica aos
compostos avaliados e foram cultivadas por sete dias em 10 mL de caldo PDA, em
estufa tipo B.O.D., a 28 °C. Ap0Os o crescimento, o micélio foi transferido para um
microtubo de centrifuga e lavado com agua ultrapura estéril. A suspensao foi
centrifugada a 14.000 rpm por 3 minutos, e o0 sobrenadante foi descartado. Em
seguida, foram adicionados 50 pL do tampéao de extracdo, composto por 1% de dodecil
sulfato de sédio (SDS), 25 mM de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 250 mM
de cloreto de sodio (NaCl) e 200 mM de Tris-HCI (pH 8,0). A suspenséao fungica foi
entdo triturada com o auxilio de um bastdo de plastico. Apds essa etapa, foram
adicionados mais 950 pL do tampéo de extracdo, e a mistura foi incubada em banho-
maria a 65 °C por 20 minutos. O frasco foi retirado do banho-maria e centrifugado a
14.000 rpm por 10 minutos a 4 °C.

Apoés a centrifugacado, foram transferidos 800 pL do sobrenadante para um
novo tubo Eppendorf de 2,0 mL, e 800 uL de fenol foram adicionados. A amostra foi
homogeneizada delicadamente e centrifugada a 14.000 rpm por mais 5 minutos a 4
°C. Findado o tempo, 600 pL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo
Eppendorf de 2,0 mL, e foi adicionada uma mistura de fenol/cloroférmio na proporgéao
de 1:1 (300 pL de fenol e 300 pL de cloroférmio). A amostra foi homogeneizada
novamente e centrifugada a 14.000 rpm por 5 minutos a 4 °C.

Em seguida, foram transferidos 400 pL do sobrenadante para um novo
microtubo de 2,0 mL, e 400 pL de cloroférmio foram adicionados. A amostra foi
homogeneizada e o ciclo de centrifugacao foi repetido (14.000 rpm por 15 minutos a
4 °C). Na sequéncia, 200 pL do sobrenadante foram transferidos para um novo
microtubo de 2,0 mL, e 120 pL de isopropanol foram adicionados. A amostra foi
homogeneizada e mais um ciclo de centrifugacéo foi realizado (14.000 rpm por 8

minutos a 4 °C).
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Apds o término do ciclo, todo o sobrenadante foi descartado. Ao pellet, foram
adicionados 320 pL de etanol gelado a 70%, e o tubo foi homogeneizado. Realizou-
se mais uma centrifugagédo a 14.000 rpm por 5 minutos a 4 °C, e novamente o
sobrenadante foi descartado. O frasco contendo a amostra de DNA foi armazenado
na posicao invertida (em um suporte aramado) para secagem a temperatura ambiente,
visando facilitar a evaporacado do alcool residual, por 24 horas. Apds a secagem, 0
pellet foi ressuspendido em 30 pL de agua Milli-Q® estéril. Finalizado o processo, 0
microtubo contendo a amostra de DNA foi identificado e armazenado em a - 8 °C
(Rueda et al., 2020).

4.8.2.1 Reacao de PCR e quantificacdo de DNA

Para a amplificagdo do DNA (PCR) foi adicionado as amostras a enzima Hot
Start Tag DNA Polimerase (Classfive enzyme®) de acordo com as especificacdes do
fabricante. As sequéncias foram analisadas pelas regides Internal Transcribed Spacer
(ITS). Foram adicionados os primers foward ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG e
Primer reverse ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC (White et al., 1990). As amostras
foram colocadas no termociclador (Touch Thermal Cycle T960), seguindo as
seguintes condicdes: foi realizado um sistema de 30 ciclos, iniciando a 94 °C por 1
minuto, 55 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto, referente as etapas de desnaturacao,
anelamento e alongamento, respectivamente. Além de um ciclo inicial de 94 °C por 2
minutos e um a 72 °C por 10 minutos para garantir a completa desnaturagao do DNA.
Posteriormente foi realizada a quantificacdo do DNA por Nanodrop2000 (Thermo
Fisher®).

Os produtos foram avaliados por eletroforese em gel de agarose a 1,2%,
utilizando tampéo TAE 1x (200 mL de "TRIS + HCL"+ 200 mL de EDTA). A corrida foi
realizada sob uma corrente constante de 90 mV por 90 minutos (Loccus-LHC 13x15).
Como controle usou-se o0 KASVI 100bp DNA leader RTU. A leitura do gel foi feita em
cabine de fotodocumentacédo com transiluminador de luz ultra-violeta (Loccus® L-PIX
EX).

4.8.2.2 Sequenciamento
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As amostras foram purificadas com ExoSAP-ITTM (Thermo Fisher®) e
sequenciadas pelo método Sanger no equipamento Genetic Analyzer AB 3500xL
(Thermo Fisher®), utilizando capilares de 50 cm com polimero Pop7, conforme
orientagcdo do fabricante pela empresa ACTGene em Alvorada - RS (FARO012 e
FARO018) e GoGenetic em Curitiba - PR (FAR003, FAROO5 e FAR014).

4.8.2.3 Analises Filogenéticas — Identificacdo por bioinformatica

As sequéncias obtidas foram editadas no BioEdit Sequence Alignment Editor®
(versdo 7.2.5) para posterior andlise. Em seguida, as sequéncias nucleotidicas foram
comparadas com aguelas armazenadas no National Center for Biotechnology
Information (NCBI), por meio da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool
(BLASTnN), que identifica similaridades entre as sequéncias experimentais e as
depositadas no banco de dados. Para assegurar precisao na identificacdo, foram
consideradas apenas sequéncias com percentual de similaridade superior a 98%,
garantindo alta coincidéncia entre as sequéncias obtidas e as previamente
registradas, o que aumentou a confiabilidade na determinagcdo da linhagem de
interesse.

As sequéncias selecionadas por similaridade foram entdo alinhadas com as
experimentais utilizando o programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis), versdo 11.0.13, que possibilita o alinhamento preciso de multiplas
sequéncias, sendo fundamental para a analise das associa¢des evolutivas entre 0s
organismos estudados e aqueles ja descritos (Kumar et al., 2018).

Posteriormente, as sequéncias alinhadas foram submetidas a analise
estatistica para definicdo do modelo mais adequado a construcao da &arvore
filogenética, representando graficamente as relacdes evolutivas entre 0s organismos
com base na similaridade de suas sequéncias de DNA.

Para conferir maior robustez as analises, aplicou-se o0 método de Phylogeny
Bootstrap, que avalia a confiabilidade dos ramos da arvore por meio de 1000
replicacGes aleatdrias. Este procedimento € essencial para uma verificagdo mais
precisa das distancias evolutivas entre os fungos avaliados, permitindo uma
interpretacdo confiavel das relacbes filogenéticas e contribuindo para uma

classificacdo taxondmica mais consistente.
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4.9 Triagem enziméatica

Com o objetivo de aprofundar o conhecimento sobre os fungos (n = 5) que
demonstraram maior tolerdncia aos farmacos testados, particularmente os
antitérmicos e AINES, nos ensaios de viabilidade celular, e estabelecer os parametros
para estudos subsequentes de biodegradacédo, foram realizados testes preliminares
em placas de Petri. Esses testes visaram verificar a presenca de enzimas, inicialmente
de forma qualitativa, com a observacao de halos de degradacgéo ao redor das colonias,
indicativos da producdo enzimatica, seguidos de analises quantitativas. Para as
analises quantitativas, foram utilizados ensaios miniaturizados conduzidos com
sondas fluorogénicas e extrato enzimatico. Os fungos usados neste screening foram

reativados conforme descrito na se¢éo 4.5.

4.9.1 Avaliacao qualitativa da atividade enzimatica em meio sélido

As enzimas testadas nesta fase foram a lacase, celulase e lipase, conforme
ilustracao abaixo (Figura 13).

Figura 13 — Esquema da metodologia dos testes qualitativos enzimaticos em placas
de Petri.

coloragdo
azulada

NaCl 5% Leitura
Celulase vermelho do
congo 0,02% "% a0minuos

Fonte: Autora (2025).

4.9.1.1 Celulase

Para os ensaios de atividade de celulase, utilizou-se o meio agar GYP
91



composto em (g.L?) por: 0,5 g de peptona; 0,1 g de extrato de levedura e 10 g de
glicose, enriquecido com 0,5% de carboximetilcelulose sddica (CMC) como fonte de
carbono. Discos de 6 mm de didmetro contendo propagulos fungicos foram
transferidos individualmente para as placas de Petri que continham o meio GYP e
incubados a 28°C durante 7 dias. Apds esse periodo, as placas foram retiradas da
estufa e 3 mL de uma solucdo aquosa a 0,2% de vermelho do Congo foram
adicionados. As placas foram entdo incubadas a temperatura ambiente por 15
minutos. Em seguida, a solugéo foi descartada e as placas foram lavadas com uma
solucéo de cloreto de sédio (NaCl) a 1 mol.L™%, aguardando mais 15 minutos para a
revelacdo dos halos de descoloracdo. A atividade de celulase é considerada positiva
guando ocorre a descoloracédo do corante, formando um halo claro (esbranquicado)

de atividade enzimética ao redor das coldnias (Toghueo et al., 2017).

4.9.1.2 Lacase

Para lacase, discos de micélio com 6 mm de diametro, contendo propagulos
fungicos ativos, foram retirados das coldnias previamente cultivadas e transferidos
individualmente para placas de Petri contendo meio GYP suplementado com 0,05 g
L™t de 1-naftol ou 2-naftol. As placas foram incubadas a 28 °C por sete dias, conforme
protocolo adaptado de Toghueo et al., (2017), a fim de avaliar uma possivel
seletividade enzimatica em relagdo a posi¢do do naftol oxidado.

A presenca dessa enzima foi identificada por alteracdes visuais no meio de
cultura, resultantes da oxidacdo do substrato. Esse processo envolve a clivagem
enzimatica e subsequente formacdo de compostos insolaveis, que se manifestam
como um precipitado de coloragdo azulada nas colonias, caracterizando a reacgéo

tipica de lacases, conforme descrito por Bratkovskaja, Vidziunaite e Kulys (2004).

4.9.1.3 Lipase

Para essa enzima, discos de micélio com 6 mm de didmetro, contendo
propagulos fungicos ativos, foram retirados das colbnias previamente cultivadas e
transferidos individualmente para placas de Petri contendo o meio especifico para

deteccédo de lipase. A composicdo deste meio (g.L?): 0,2 g de sulfato de magnésio
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heptahidratado (MgSOa4-7H>); 0,1 g de fosfato de potassio monobasico (KH2PO4); 0,1
g cloreto de sddio (NaCl); 0,4 g extrato de levedura; 0,4 g de fosfato de potassio
dibasico (K2HPOa4), 10 ml de azeite de oliva (Gallo®); 0,01% tween 80 0,01%; 15 g
agar; e solucdo a 0,001% de rodamina B, utilizada como marcador cromatico de
comparacgao, conforme descrito por Oliveira et al., (2013).

A deteccdo da atividade lipolitica baseia-se na formacdo de um complexo
entre a rodamina B e os acidos graxos livres liberados pela acdo da enzima sobre o
substrato lipidico. Esse complexo fluorescente produz uma coloracdo alaranjada
caracteristica quando as placas sao expostas a irradiagdo ultravioleta (365 nm),
permitindo a visualizacdo direta da atividade lipasica em meio sélido (Narasimha et

al., 2011).

4.9.2 Avaliacdo enzimatica quantitativa a partir de extrato enzimético

A avaliacdo quantitativa das enzimas extracelulares por meio do extrato
enzimatico foi realizada para lacase (Lac), lignina peroxidase (LiP) e manganés
peroxidase (MnP). Estas foram avaliadas de acordo com o método proposto por
Rueda et al., (2020) com modificagdes e uso de palha de arroz como biomassa
lignoceluldsica (Figura 14).

Inicialmente, as palhas foram higienizadas com agua destilada e secas a
temperatura ambiente por 48 horas. Apds a secagem, foram trituradas em um macro
moinho tipo Willye (Tecnal®, TE 650) com peneira de 10 mesh (ABNT), equivalente a
fracdes de aproximadamente 2,5 mm da palha de arroz. Antes de sua utilizacdo na
fermentacéo, as palhas foram submetidas a um processo de descontaminacdo por
autoclavagem (1 atm, 121°C, 40 minutos), seguido de secagem a 100 °C por 24 horas,
visando a remoc¢dao de possiveis contaminantes.

Os ensaios foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo
12 mL de meio basal ureia e 2,5 g de palha de arroz triturada, utilizada como substrato
no processo de fermentacédo. A esses frascos foi adicionado 1 mg de cada fungo
selecionado.

Os Erlenmeyers utilizados como biorreatores foram entdo incubados em
B.O.D a 28 °C por um periodo de 7 (T2), 15 (T3) e 30 (T4) dias, sem agitagdo. Além

disso, uma amostra denominada “tempo zero” (T1) foi preparada, na qual os fungos
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foram inoculados no meio basal de ureia e palha de arroz, acrescidos do tampao
fosfato pH 7,0, nas mesmas proporcdes informadas, e incubados em shaker a 28 °C
e 150 rpm por 24 horas. Para o controle, foi preparado um frasco Erlenmeyer de 125

mL contendo meio basal ureia (12 mL) e palha de arroz (2,5 g), sem a adi¢cé&o do fungo.

Figura 14 — Resumo esquematico da metodologia utilizada para triagem de enzimas
oxidases pelo processo de fermentagdo com palha de arroz.
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Fonte: Autora (2025).

Ao final de cada periodo de fermentacao, foram adicionados 10 mL de tampéao
fosfato pH 7,0 a mistura resultante, que foi entdo incubada em shaker a 28 °C, 150
rpm por mais 24 h (Lim et al., 2013). Na sequéncia, o extrato enzimatico foi transferido
para tubos Falcon de 50 mL, centrifugado duas vezes a 4500 rpm por 20 minutos
(centrifuga Combate, CELM®), e o sobrenadante foi filtrado em papel-filtro analitico,
armazenado a -80 °C e posteriormente liofilizado por 30 horas.

A partir do extrato enzimatico bruto obtido no processo de fermentacédo, foram
avaliadas as trés enzimas selecionadas (atividades lignoceluloliticas). Inicialmente, foi
preparada uma solucdo de 2 mg-mL?! em tampdo acetato pH 4,5. As leituras
ocorreram em um comprimento de onda especifico para cada enzima no leitor de

placas FlashScan530 (Analytik Jena®). Além disso, as atividades enzimaticas dos
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fungos foram expressas em unidades internacionais (U) que sao definidas como a
guantidade enzimatica necessaria para transformar ou oxidar 1 umol de substrato por
minuto (Ryan et al., 2005). As rea¢bes foram monitoradas por 5 minutos. Para o
célculo da atividade enzimatica, foi aplicada a equacéo 1, onde Vt é o volume total da
reacdo (0,2 mL para todas as amostras), Vs € o volume da amostra, Ds € o fator de
correcao da diluicao, t € o tempo da reacdo em minutos, e ¢ é o coeficiente de extincao
(M~t.cm™) (Agrawal; Verma, 2019).

6
AAbs.Vi.Ds . 10”
-1— t-Dr
UL Vo @D

4.9.2.1 Determinacéo da atividade de Lacase (Lac)

A avaliacéo da atividade de lacase, foi feita pelo método de oxidacdo do acido
2,2’-azino-bis (3-etilbenzothiazoline-6-sulfonico) (ABTS) (1,8 mM), (Sigma Aldrich®). A
quantidade de ABTS oxidado resulta em diferentes intensidades de azul. Em
microplaca de 96 pocos (Olen®), foram acrescidos 40 pL de extrato enzimatico
ressuspendido; 150 pL de tampéo acetato pH 4,5; 10 uL de ABTS. Observada por
espectroscopia de UV-Vis a 420 nm. Para esta 0 valor ¢=420= 36000 cm™, e o volume
da amostra de 0,04 mL (Agrawal; Verma, 2019; Rueda et al., 2020).

4.9.2.2 Determinagéo da atividade de Manganés Peroxidase (MnP)

Para avaliacdo da enzima MnP, adotou-se a metodologia de reducédo do
manganés (Mn), do Mn®* a Mn?*, cuja alteracéo foi monitorada por espectroscopia de
UV-Vis a 270 nm. Em microplaca de 96 pocos (Craplast®), foram adicionados 20 pL
de extrato enzimatico ressuspendido; 100 puL de tampéo citrato pH 4,5; 40 uL de
tampdo malonato de sédio com sulfato de manganés (MnSQOgy4) 0,5mM; e 40 pL da
solucéo de peréxido de hidrogénio (H202) a 8mM. Para esta o valor ¢=270= 11590 cm™,

e o0 volume da amostra de 0,02 mL (Rueda et al., 2020; Jarvinen et al., 2012).

4.9.2.3 Determinacéo da atividade de Lignina Peroxidase (LiP)

Para avaliacdo da enzima LiP, utilizou-se a metodologia da oxidac&o do alcool
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veratril (VA) a veratraldeido, resultando na mudanca de coloragdo de incolor para
amarelo. Em microplaca de 96 pocgos (Olen®), foram acrescidos 20 pL de extrato
enzimatico ressuspendido; 100 pL de tampéao citrato pH 4,5; 40 uL de VA a 10mM; e
40 pL da solugéao de H202 a 8mM. As leituras da absorbancia foram realizadas a 310
nm. Para esta o valor ¢=310= 9300 cm™, e o volume da amostra de 0,02 mL (Rueda
et al., 2020; Khindaria et al., 1995).

4.9.3 Avaliacdo enzimatica quantitativa por meio de sondas fluorogénicas

Os fungos selecionados também foram avaliados quanto a capacidade de
producao das hidrolases esterase (EST), lipase (LIP) e epoxido-hidrolase (EPH) e de
enzimas monooxigenases Baeyer-Villiger (BMVO). Utilizou-se triagem com as sondas
fluorogénicas derivadas da umbeliferona, em placa de 96 pocos com fundo chato
(Olen®).

As sondas (EST, LIP, EPH, BMVO) e os controles utilizados neste ensaio
foram sintetizados e gentiimente cedidos pelo grupo de pesquisa liderado pela
Professora Dra. Anita Jocelyne Marsaioli, especializada em Sintese Organica,
Biocatalise, RMN e Ecologia Quimica, da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Campinas, Sao Paulo.

Este ensaio consiste em uma sequéncia de reacOes enzimaticas, nas quais
0s substratos fluorogénicos, apés a acdo das enzimas, geram produtos que, por meio
da oxidacdo mediada pelo periodato de sédio (NalO4) e/ou pela albumina de soro
bovino (BSA), resultam na liberagdo do anion umbeliferona. Este composto apresenta
fluorescéncia, que pode ser quantificada a uma emissao de 460 nm e, assim, revelar
a atividade enzimética de interesse. No caso de ocorréncia de hidrolases, os produtos
formados sdo os didis, enquanto, na presenca de monooxigenases, 0s produtos
resultantes sédo ésteres ou lactonas (Lima et al., 2017; Silva, 2012).

As linhagens fungicas selecionadas foram cultivadas conforme descrito na
secdo 4.5. ApOs crescimento, utilizando uma alca estéril, os fungos foram
cuidadosamente raspados e transferidos para tubos Falcon, acrescentado tampéo
borato (pH 8,8) até atingir uma concentracéo de 1 mg.mL* de massa mida na solucéo
teste resultante (suspensao fungica ). Para homogeneizacéo do inéculo, o tubo Falcon

foi agitado em vortex (Nova Instrument®) com pérolas de vidro 2 mm.
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O ensaio consistiu no acréscimo de 100 pL de solugdo do fungo na
concentracdo de 1g.L™! em tampéo borato (pH 8,8); 10 pL da solucdo da sonda
fluorogénica correspondente a cada uma das enzimas mencionadas (2 mmol-L™* em
acetonitrila/agua 1:1); 80 uL de solucdo de BSA (2,0 g-L™* em tampé&o borato (pH 8,8));
e 10 pL de solucéo aquosa de periodato de sédio (NalO4) 20 mmol-L™. Para o branco
somente o fungo com o tampdo borato (pH 8,8). Para o controle negativo foi
adicionado 100 pL de solucdo tampéao borato (pH 8,8); 10 pL da solucdo de sonda
fluorogénica (2 mmol-L™! em acetonitrila/agua 1:1); 80 pL de solucéo de BSA (2,0g-L™
em tampéo borato (pH 8,8)); e 10 pL da solucédo aquosa de NalOs (20 mmol-L™1). J&
como controle positivo foi adicionado ao po¢co da microplaca 100 uL de solucdo do
fungo na concentracédo de 1g-L™' em tampéo borato (pH 8,8); 10 uL da solugdo do
produto da sonda fluorogénica (2 mmol-L™* em acetonitrila/agua 1:1); 80 uL da solugéo
de BSA (2,0 g-L™! em tampé&o borato (pH 8,8)); e 10 puL da solugdo aquosa de NalO4

(20 mmol-L™). A figura 15 apresenta a sequéncia do ensaio.

Figura 15 — Metodologia para quantificagdo enzimatica com sondas fluorogénicas.
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A leitura foi realizada no equipamento FlashScan530

(AnalytikJena®) no
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comprimento de onda zex = 360 Nnm e zem = 460 nm (para monitoramento dos
comprimentos de onda de emissédo da umbeliferona).

O ensaio foi acompanhado por 24 horas, e realizado em quadruplicata,
enguanto os controles positivo e negativo foram realizados em duplicata. Para o
célculo da porcentagem de conversdo da sonda foi utilizada a equac¢do 2, com a
atividade enzimatica sendo expressa em porcentagem (%) pela taxa de conversédo da
sonda nos respectivos produtos.

X RFU)- (y RFU
Converséao % RFU = ( Eigpl(]y ) . 100 (2)

Na qual: x representa as médias das leituras de unidades de fluorescéncia
relativa (RFU) da amostra, y é a média para o RFU do controle negativo e z representa

o valores médios de RFU encontrados para o controle.

4.9.4 Andlise estatistica

A atividade enzimética foi determinada por espectrofotometria, utilizando
extrato enzimatico e sondas fluorogénicas, com os dados avaliados em funcédo do
tempo e das linhagens fungicas. As leituras de absorbancia foram submetidas aos
testes de Shapiro-Wilk e de Levene para verificacdo dos pressupostos de normalidade
e homocedasticidade, respectivamente. Com os pressupostos atendidos, aplicou—-se
a analise de variancia com dois fatores (ANOVA) para testar a hipétese nula de
igualdade entre as médias dos grupos. Em casos de significancia estatistica (p < 0,05),
empregou-se o teste de acompanhamento (post-hoc test) de Tukey-HSD (Honestly
significant difference) a fim de comparar as médias dos grupos experimentais. As
médias, acompanhadas dos respectivos desvios-padrdo, foram organizadas em
tabelas e representadas graficamente por meio de graficos de tendéncia
apresentando médias e erros padrao. Todos os testes foram feitos no programa R (R

Core Team, 2022), assumindo-se um nivel de significancia de 0,05.
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4.10 Biodegradacdo de compostos organicos

4.10.1 Fungos selecionados

A selecao das linhagens fungicas para os ensaios de biodegradacao levou em
consideracao a tolerancia aos farmacos, a atividade enzimatica previamente triada, a
avaliacado do potencial patogénico, considerando informacdes da literatura e o risco
biol6gico associado ao manuseio laboratorial (CDC, 2020). Com base nesses critérios,
foram selecionados os fungos Geotrichum sp._ FAR003, Geotrichum sp. FARO0O5 e
Talaromyces sp. FAR012. Os fungos selecionados foram cultivados em placas de
Petri contendo agar extrato de malte (MEA) e incubados em estufa a 28 °C por 7 dias,
com o objetivo de obtencéo de biomassa micelial ativa. Apds o periodo de incubacao,
discos de micélio foram utilizados como indculo para os ensaios subsequentes.

A tolerancia dos fungos foi definida com base em ensaios de viabilidade
celular utilizando o indicador cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC), nos quais foi
avaliada a viabilidade metabolica fungica na presenca dos farmacos (ver item 4.7). Os
isolados considerados mais promissores foram aqueles que mantiveram atividade
metabdlica e crescimento viavel na presenca dos compostos testados, quando
comparados aos respectivos controles.

Paralelamente, os isolados tolerantes foram submetidos a triagem do perfil
enzimatico, visando identificar atividades cataliticas potencialmente envolvidas na
biotransformagé&o do ibuprofeno. Embora nenhuma enzima isoladamente tenha sido
utilizada como critério exclusivo de sele¢do, a presenca concomitante de atividades
oxidativas e hidroliticas foi considerada determinante, em funcéo de sua relevancia
em vias conhecidas de transformacéo de compostos organicos aromaticos.

Dessa forma, a selecdo dos fungos empregados nos ensaios de
biodegradacgéo baseou-se na convergéncia entre tolerancia metabdlica aos farmacos,
perfil enzimatico funcional compativel e crescimento estavel sob condicdes

experimentais, conferindo robustez metodoldgica a escolha das linhagens.

4.10.2 Farmaco utilizado nos ensaios de biodegradagéao

Embora outros farmacos também tenham apresentado potencial nos ensaios
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de tolerancia, o ibuprofeno foi selecionado como composto-alvo para os experimentos
subsequentes. Essa selecdo deve-se ndo apenas ao desempenho observado nas
etapas preliminares, mas sobretudo as suas caracteristicas amplamente
documentadas na literatura, como elevada frequéncia de uso, persisténcia em
diferentes matrizes ambientais e baixa remoc¢édo em sistemas convencionais de
tratamento de agua e efluentes (Peng et al., 2024; Ratnasari et al., 2024; Hinzke et
al., 2025). Alem disso, optou-se pelo ibuprofeno por ser o farmaco para o qual foi
possivel obter um padrédo analitico de referéncia, requisito essencial para assegurar a
precisdo e a rastreabilidade das andlises quantitativas. Em conjunto, esses fatores
tornam o ibuprofeno um composto particularmente relevante e adequado para

investigacdes envolvendo a biodegradacéo de CEs.

4.10.3 Controle de qualidade do Ibuprofeno

Essa etapa foi essencial para avaliar o grau de pureza e a eficacia do processo
de purificacdo, considerando que o farmaco destinado as etapas subsequentes foi
obtido em uma farmacia de manipulacdo (Floreasca) localizada na cidade de Foz do
Iguacu, Parana. O farmaco, identificado com lote ALIBB0062020, foi adquirido em sua

forma pura, sem a presenca de excipientes (SM Farmacéutica®).

4.10.3.1 Ponto de Fusao

O ponto de fusdo foi aferido pelo PFM-II Digital (MS TECNOPON®
Instrumentacéo), onde um capilar com a amostra foi submetida a aguecimento. O
ponto de fusdo esperado era de 75 °C (ANVISA, 2019).

4.10.3.2 Infra-vermelho

O ensaio de infravermelho foi realizado no Laboratério Multiusuario
Engenheira Enedina Alves Marques (UNILA), pela bolsista-técnica Luisa Parra Sierra,
no espectrometro FRONTIER MIR+SP10 SDT (Perkin Elmer®), com acessoério para
pastilha de brometo de potéssio (KBr), esta preparada para avaliacdo do ibuprofeno
comercial. Os espectros foram obtidos na faixa de 4000 a 400 cm™ com resolucéo de

4 cm* e 64 scans (ANVISA, 2019; Andrioli et al., 2014).
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4.10.3.3 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos em
setembro de 2024 no laboratorio de RMN da Universidade Federal do Parana
(LabRMN-UFPR), em colaboracdo com o professor Dr. Andersson Barison (UFPR) e
a Dra. Maria Gabriela de Azevedo Barros do PPGIES UNILA. Para tanto, os espectros
de H e de *3C foram obtidos no equipamento Bruker® AVANCE | 400. O nimero de 8
scans para 'H em 400 MHz e para o '3C foram realizados 2000 scans em 100 MHz.
Foi preparada uma amostra de 30 mg-mL~ do ibuprofeno comercial em cloroférmio
deuterado (CDCIs) com tetrametilsilano (TMS) 0,1% (Sigma-Aldrich®).Os espectros
foram processados e analisados no software Bruker TopSpin 4.1.4, com licenca

académica.

4.10.4 Bioensaio de citotoxicidade do Ibuprofeno

O meio Mueller-Hinton (MH) foi utilizado neste ensaio como meio padronizado
de suporte, uma vez que o objetivo n&o foi avaliar crescimento, germinagédo ou
esporulacdo fungica, mas sim a viabilidade metabdlica celular, determinada pela
reducdo do cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio (TTC). Dessa forma, as caracteristicas do
MH, como baixo teor de carbono e pH proximo a neutralidade (7,2- 7,4), ndo interferem
no proposito do ensaio, conduzido em curto periodo de incubacao (48 h) com células
fungicas previamente cultivadas em meio adequado.

A padronizacdo do inéculo foi realizada com base na escala de McFarland
(0,5), visando a uniformizacdo da turbidez da suspensédo fungica. Ressalta-se que
essa padronizacdo ndo reflete diretamente a biomassa viavel em fungos filamentosos,
constituindo uma limitacdo metodoldgica considerada na interpretacéo dos resultados,
sendo o método empregado como abordagem comparativa e operacional.

Para este ensaio, foram utilizados os fungos previamente selecionados para
0s experimentos de biodegradacdo do ibuprofeno: Geotrichum sp._ FARO0O03,
Geotrichum sp._FARO0O05 e o Talaromyces sp._FAR 012. Os isolados foram cultivados
em caldo PDA por quatro dias, em shaker orbital a 150 rpm e 28 °C. ApGs o periodo

de cultivo, procedeu-se a preparacao do indculo por meio de uma dilui¢ao inicial 1:10
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do micélio recém-crescido em solucdo salina (NaCl 0,85%) acrescida de 0,1% de
Tween 20 (polissorbato 20), seguida de homogeneizacado em vortex.

Em seguida, a suspensao obtida foi submetida a leitura em espectrofotbmetro
UV-Vis a 530 nm (Weblabor, modelo M51). As amostras foram entdo ajustadas, por
meio de diluicdo em solugéo salina (NaCl), até atingirem equivaléncia ao padrdo 0,5
da escala de McFarland (Lobato; Klafke; Xavier, 2016; Kowalska-Krochmal; Dudek-
Wicher, 2021).

Em microplacas de 96 pocos (Kasvi®), procedeu-se a distribuicdo da solugédo
fingica em caldo Mueller Hilton (MH - Kasvi®), a solucédo de ibuprofeno em DMSO foi
racionada até alcancar concentracfes na faixa de 10 a 200 mg-L™* (Tabela 1). Na
sequéncia, as placas foram incubadas em shaker orbital a 150 rpm, a 28°C por 48
horas (Moussa et al., 2013; Kowalska Krochmal; Dudek-Wicher, 2021).

A porcentagem de citotoxicidade foi calculada utilizando-se a equagéo
descrita por Gudiia et al., (2010), em relagdo ao controle positivo (fungo incubado na
auséncia de farmaco). Em funcdo do método de normalizacdo adotado, valores
superiores a 100% podem ocorrer quando a absorbancia da amostra €
substancialmente inferior a do controle, conforme descrito para ensaios baseados na
reducao do TTC (Moussa et al., 2023; Gudifia et al., 2010). Nesses casos, tais valores
indicam inibicdo praticamente total da atividade metabdlica celular, ndo devendo ser

interpretados como efeito bioldgico superior a 100%.

(3)

_ o absorbancia da amostra
Citotoxicidade (%) = (1 — — ) * 100
absorbancia do controle

Os ensaios foram realizados em triplicata, incluindo controle positivo (MH e
fungo), negativo (MH e ibuprofeno), branco (MH) e controle de solvente (CDMSO: MH,
fungo e DMSO). Para a deteccédo da toxicidade, foram adicionados 20 pL de solucéo
aquosa de TTC a 0,5% em cada poco, seguidos de incubacgéo adicional por 2 horas.
A leitura foi realizada em leitor de microplacas (Loccus®- LMR/96) a 450 nm (Moussa
et al., 2013).

Os resultados desse bioensaio foram utilizados como informacéo
complementar para a interpretacdo dos ensaios de biodegradac¢éo, ndo constituindo
critério eliminatério para a selegdo das linhagens.
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Tabela 1 — Condi¢cbes do ensaio de citotoxicidade do ibuprofeno e respectivos
controles.

Concentracdo final (mg-L) Vfarmaco (uL) Vfungo (UL) V MH (uL)

10 1 20 179
30 3 20 177
50 5 20 175
80 8 20 172
100 10 20 170
150 15 20 165
200 20 20 160
Branco - - 200
C- 20 - 180
C+ - 20 180
CDMSO* 20 20 160

Legenda: CDMSO* — Controle do DMSO sem o farmaco; V — volume; MH — meio Mueller Hinton; C- — controle negativo; C+ —
controle positivo.

Fonte: Autora (2025).

4.10.5 Reacédo de biodegradacao do lIbuprofeno por fungos

O procedimento para biodegradacdo do ibuprofeno foi realizado em duas
etapas. Na primeira, denominada de pré-cultivo, utilizou-se o meio liquido pré-
fermentativo Czapeck (Palaric et al., 2019; Gonda et al., 2016). Ap6s o periodo de
crescimento em meio sélido, cinco fragmentos miceliais com 6 mm de didmetro foram
coletados e transferidos assepticamente para frascos Erlenmeyer de 125 mL,
contendo 50 mL do meio pré-fermentativo. Os frascos foram mantidos em um agitador
(shaker) a uma rotacdo de 150 rpm e a uma temperatura de 28 °C durante 5 dias de
crescimento sem fotoperiodo. Este primeiro estagio teve como objetivo a obtencéo de
uma massa micelial (indculo), que foram utilizados na fase seguinte deste ensaio.

Para a biocatélise, 2,0 g da biomassa obtida no pré-cultivo foram transferidas
para frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 40 mL de tampéao fosfato pH 7,0,
suplementado com solucao de ibuprofeno de modo a obter uma concentracéo final de
100 mg-L™1. As reacdes foram conduzidas em shaker orbital, sob agitacdo de 150 rpm,
a 28 °C, no escuro, com o objetivo de evitar a fotodegradacdo do farmaco, conforme
esquema apresentado na Figura 16.

Foram incluidos nos ensaios um controle positivo, contendo o fungo e o

tampao fosfato (pH 7,0), para monitorar a presenca de possiveis metabolitos fungicos,
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e um controle negativo, composto pelo farmaco e o tamp&o, com o objetivo de avaliar
a possivel degradacédo espontanea do ibuprofeno. As reacdes foram monitoradas nos
tempos de 2 horas (tempo inicial), 3, 7,10 e 15 dias respectivamente.

Os ensaios foram realizados em triplicata para todos os tempos avaliados. Ao
final de cada periodo experimental, os frascos foram retirados do shaker, e o volume
final da reacdo foi transferido para tubos Falcon de 50 mL. Os tubos foram
devidamente rotulados e armazenados em ultrafreezer a -80 °C. Posteriormente, as
amostras foram liofilizadas por 24 horas a -88 °C, sob uma pressao de 0,0944 mbar,
utilizando um liofilizador Alpha 2-4 LSCBasic (Christ®).

Figura 16 — Resumo esquematico usado no ensaio de biodegradacéo do ibuprofeno.
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Fonte: Autora (2025).

4.10.5.1 Extragéo e purificagdo das amostras

Para cada intervalo de tempo testado no ensaio de biodegradacdo do
ibuprofeno, as andlises foram realizadas em triplicata. Para a etapa de extracao,
optou-se por agrupar o contetdo das réplicas em um unico frasco, com o objetivo de
aumentar a biomassa do produto formado, possibilitando sua deteccao e andlise. Em
seguida, as amostras agrupadas foram acondicionadas em tubos Falcon estéreis de
50 mL e devidamente identificadas com o tempo de reacao e o fungo utilizado, além

dos respectivos controles positivo, negativo e branco (Figura 17).
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Ao frasco adicionou-se 10 mL de acetonitrila (ACN) grau HPLC (Sigma-
Aldrich®) e 5 mL de agua Milli-Q® (ultrapura). A amostra foi submetida a agitagédo em
Ultraturrax (IKA® T18) a 6.000 rpm durante 3 minutos. Em seguida foram adicionados
0s sais de particionamento (salt-out), 4,0 g de sulfato de magnésio (MgSOa), 1,0 g de
cloreto de sodio (NaCl), 1,5 g de acetato de sodio (NaOaC), essa mistura foi
homogeneizada em vortex (NorteCientifica-NA3600%®) por 1 minuto. Na sequéncia
esses frascos foram centrifugados (Hettich Zentrifugen-Rotina 380%®) a 4.000 rpm
durante 15 minutos. Foi observado apds a centrifugacdo a formacdo de uma fase
organica, o extrato, e uma fase aquosa contendo as impurezas e agua (Salvia et al.,
2012; Gabardo et al., 2021).

Figura 17 — Resumo esquematico da aplicacdo do método QUEChERS modificado.
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Fonte: Autora (2025).

Finalizado o processo de extracéo, foi realizada etapa de purificacdo pela
metodologia QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe), para isso 2,0
mL do sobrenadante (que corresponde a fase organica) foram transferidos para novos
tubos Falcon de 15 mL contendo 300 mg de sulfato de magnésio (MgSQOa4), como
agente secante; 50 mg de PSA (amina primaria secundaria, Sigma Aldrich®), com o
objetivo de reter impurezas, tais como acgucares e acidos organicos; 150 mg de silica
C18 (octadecilsilano, Sigma Aldrich®), que tem por funcdo adsorver as impurezas
lipidicas. Os frascos foram entdo homogeneizados em voértex (NA3600-

Nortecientifica®) por 1 minuto, seguido de centrifugacdo durante 15 minutos a 4000
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rom (Hettich Zentrifugen®) (Gabardo et al., 2021).

Para finalizar o procedimento, 1,0 mL do sobrenadante foi filtrado utilizando
uma seringa de 5,0 mL acoplada a um filtro de PTFE com porosidade de 0,22 pm. A
amostra filtrada foi acondicionada em um vial de 1,5 mL, identificada e armazenada

em freezer a -8 °C para posterior analise cromatografica.

4.10.6 Analise quimica do ensaio de biodegradacéo

4.10.6.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

As amostras foram submetidas a analise cromatografica utilizando o
equipamento HPLC Dionex Ultimate3000 (Thermo Scientific®). Como fase
estacionaria, foi empregada uma coluna prépria para HPLC do tipo C18, que possui
18 carbonos ligados ao grupo silano e apresenta caracteristica apolar (nas dimensfes
25 cm x 4,6 cm x 5um) da ACE®. A fase movel consistiu em uma mistura (55:45, v/v)
de acetonitrila (ACN) grau HPLC (Sigma Aldrich®) e agua acidificada a 0,01% com
acido acético glacial (HCOOH) grau HPLC (Dinamica®). O fluxo da fase mével foi
mantido em 1,5 mL-min’, por 15 minutos, com monitoramento realizado por um
detector de fluorescéncia, configurado para um comprimento de onda de excitacao
(kex) de 200 nm e emissao (sem) de 290 nm, além de um detector UV operando em 220
nm (Truong, 2007; Bragancga et al., 2012).

Para a dosagem, foi preparada uma curva padrao de ibuprofeno comercial
(lote ALIBB0062020), nas concentracdes de 1,0 mg-L™%;5mg-L™ 10 mg-L~%, 50 mg-L~
1,100 mg-L™%, 150 mg-L~%, 200 mg-L™2, 250 mg-L~* e 300 mg-L~*. As solu¢Ges padrédo
foram submetidas também ao processo de purificacdo utilizando a metodologia
QUECHhERS. Adicionalmente, foi empregado o padréo interno (Pl) benzofenona em
todas as amostras e na curva padrdo. A concentracdo final do PI foi de 50 mg-L™,
esse é um parametro que serve para monitorar possiveis variacdes no desempenho
do equipamento. Estes parametros foram otimizados com base em testes preliminares
e ajustados para obter a melhor separacdo e quantificacdo do ibuprofeno nas
amostras analisadas, garantindo resultados reprodutiveis e precisos ao longo do

estudo.
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4.10.6.2 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada ao espectrometro de
massas (UPLC-MS/MS)

As analises foram realizadas no Laboratorio Massas da Universidade
Estadual de Maringa - COMCAP, sob a responsabilidade do técnico Victor Machado
Lipaa, em janeiro de 2025.

Para a preparacdo das amostras, estas foram ressuspendidas em 1,0 mL de
metanol (MeOH) grau LC-MS e filtradas utilizando filtros de 0,22 um (PTFE). As
analises foram conduzidas em um equipamento UHPLC Shimadzu Nexera X2,
acoplado ao espectrometro de massas Q-Tof Bruker Impact Il. Como fase
estacionaria, foi empregada uma coluna SB-C18 Agilent® (com dimensées de 1,8 pm
x 2,1 mm x 150 mm), a temperatura da coluna foi mantida em 30 °C. O volume de
injecao foi de 5 pL, com tempo de corrida de 25 minutos por amostra.

As andlises foram realizadas no modo de ioniza¢cdo negativo. Utilizou-se fase
mével isocrética (55:45 v/v) composta por uma mistura de acetonitrila (ACN) grau LC-
MS contendo 0,1% de &cido formico (HCOOH) e agua ultrapura, com um fluxo de 0,3
mL-min7L,

A calibracdo do sistema foi realizada com 20 pL de formato de sodio
(HCOONa). O método de analise considerou uma faixa de massa de 50-1500 m/z,
com uma taxa de amostragem de 7,00 Hz para analise quantitativa.

A energia de colisdo na camara foi ajustada para 7,0 elétron-volt (eV),
enquanto a energia de ions no quadrupolo foi configurada em 4,0 eV. O processo de
ionizacdo foi realizado por Eletrospray lonization (ESI). A pressdao do gés de
nebulizacéo foi otimizada para 9,0 L-min™, e a temperatura da fonte de ionizacao foi

mantida em 200 °C.

4.11 Ensaio de Ecotoxicidade
4.11.1 Selecao da cultivar e planejamento experimental

Este ensaio foi conduzido no Laboratério de Sementes do Centro Universitario
Dinamica das Cataratas (UDC), localizado em Foz do Iguacu-PR, com a colaboragéo
do professor Dr. Adilson Ricken Schuelter (UDC, Unioeste Cascavel). O experimento

foi delineado com o objetivo de avaliar os efeitos fitotoxicos agudos da exposicao de
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diferentes concentracdes de ibuprofeno na germinacdo e desenvolvimento inicial de
plantulas de alface (Lactuca sativa L.).

Sementes de alface da cultivar Crespa Grand Rapids (ISLA®), lote 178516002,
ndo peletizada e sem tratamento quimico, foram submetidas a avaliacdo mediante o
emprego de procedimentos metodolégicos descritos nas Regras para Andlise de
Sementes (RAS), publicadas pelo Ministério da Agricultura do Brasil (Brasil, 2025b), e
pelas diretrizes estabelecidas pela International Organization for Standardization - ISO
18763 que normatizam ensaios de toxicidade com modelos vegetais (ISO, 2016).

Inicialmente, realizou-se a preparagcéo de uma solucéo estoque de ibuprofeno
com concentracao final de 100 mg-L™%, seguindo a metodologia descrita por Pino et
al., (2016) para o preparo do farmaco. A partir dessa solucdo estoque, foram
realizadas as diluicbes necessérias para a conducdo dos ensaios, 0S quais
consistiram na aplicacdo de 14 tratamentos, sendo 13 concentracOes crescentes do
farmaco (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16; 32; 64; 100 mg-L™1), além de um
controle contendo apenas agua destilada.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado com
guatro repeticdes. A unidade experimental foi constituida por 25 sementes de alface.
As concentracdes testadas incluiram niveis ambientalmente relevantes e simulacdes
de altas doses, considerando a auséncia de dados na literatura sobre os efeitos
dessas faixas de exposicao.

As doses iniciais utilizadas no experimento (0,1 a 0,5 mg-L*) foram definidas
com base em valores encontrados na literatura, que indicam a presenca de ibuprofeno
em baixas concentragdes em efluentes, corpos d’agua e aguas de irrigacdo usados
na agricultura contaminados por farmacos (Dordio et al., 2011; Calderdn-Preciado et
al., 2011; Paiga et al., 2016; Gonda et al., 2016; Rede et al., 2019; Aguilar-Romero et
al., 2024), indicando valores com maior relevancia ecologica.

As concentragfes mais elevadas (1,0 a 100 mg-L™) representam simulacdes
de exposicdo aguda ou acidental e foram incluidas para estimar limiares de efeito e
caracterizar a tolerancia fisiologica inicial das sementes ao ibuprofeno, com base em
estudos anteriores com bioensaios vegetais (Isidori et al., 2005; Eggen et al., 2011,
Pino et al., 2016; Silva et al., 2023a, Silva et al., 2023b).

4.11.2 Preparo das amostras e montagem dos ensaios
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Antes da instalacdo do experimento, todos os materiais foram submetidos a
procedimentos de assepsia a fim de assegurar condicbes controladas e minimizar
riscos de contaminacdo externa, etapa essencial para a confiabilidade e o
desempenho adequado dos ensaios de germinacao. As caixas Gerbox (11x11x 4 cm)
foram inicialmente imersas em solu¢éo de hipoclorito de sédio a 1% para desinfeccéo,
seguindo-se enxague triplo com agua destilada esterilizada. Em seguida, o0s
recipientes foram acondicionados em estufa germicida para secagem completa,
garantindo a remocéao de residuos de umidade e contribuindo para a manutencéo da
esterilidade dos materiais, conforme preconizado em protocolos laboratoriais
aplicados a bioensaios com sementes (Brasil, 2025b). Adicionalmente, todos os
materiais e insumos utilizados no estudo, incluindo o papel germitest, as pincas e a
agua destilada foram devidamente esterilizados.

O lote de sementes apresentou taxa de germinacédo de 91% e pureza de
99,5%, atendendo aos critérios estabelecidos pelas RAS para uso em bioensaios, 0s
guais exigem germinacao = 85%. A umidificacéo das folhas de papel foi padronizada,
aplicando-se 4 mL da solucao correspondente a cada tratamento (0,0; 0,1; 0,2; 0,3;
0,4; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16; 32; 64; 100 mg-L™* de ibuprofeno), determinado com
base em uma proporcao de 2,5 vezes o peso seco do papel, e assegurando uma
hidratacdo uniforme e adequada para o processo germinativo. Na sequéncia, as
caixas gerbox contendo sementes foram seladas com Parafilm® e transferidas para
camaras de germinacéo (Tecnal® TE4020).

As condicbes ambientais foram rigorosamente controladas: temperatura
constante de 25 °C e um fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, mantido
por um periodo de 7 dias (168 horas). A padronizacdo dessas condi¢cbes
experimentais e a conducédo dos testes seguiram os critérios estabelecidos pela RAS
assegurando a validade e a reprodutibilidade dos resultados (Brasil, 2025b).

Os procedimentos experimentais adotados para a exposi¢cdo de Lactuca
sativa as diferentes concentracdes de ibuprofeno, bem como as variaveis avaliadas
ao longo do periodo de germinacéo, estdo sintetizados de forma esquematica na
Figura 18.

Durante o periodo de experimentacéo, realizou-se anotacao de observacdes

para as variaveis porcentagem de germinacdo (PG) e indice de velocidade de
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germinacao (IVG). A avaliagao inicial foi realizada pela contagem de sementes

germinadas apos 16 horas do inicio de incubacéo.

Figura 18 — Diagrama experimental da exposi¢cdo de Lactuca sativa a diferentes
concentracdes de ibuprofeno.
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Legenda: PG — porcentagem de germinacéo; IVG — indice de velocidade de germinacéo; CPA — comprimento da parte aérea;
CR - comprimento radicular; MSA — massa seca da parte aérea; MSR — massa seca da raiz.

Fonte: Autora (2025).

As avaliagbes subsequentes ocorreram a cada 24 horas, até o final do
periodo experimental de 7 dias apds a semeadura (168 horas). Para a avaliacdo da
germinacao, adotou-se como critério a emergéncia da radicula (=1 mm), parametro
adotado para evitar a superestimativa da taxa germinativa por incluir sementes com
protrusdo incipiente da radicula, as quais podem nao completar o0 processo
germinativo. Essa abordagem segue a definicdo estabelecida na ISO 18763:2016 e
visa garantir maior rigor na avaliacédo inicial do desenvolvimento da planta (ISO, 2016;
Brasil, 2025b).

Ao final do periodo experimental, foram selecionadas aleatoriamente 10
plantulas por repeticdo (n = 40). Essas plantulas foram cuidadosamente retiradas das
caixas gerbox para a mensuracdo do comprimento da parte aérea (hipocétilo e
cotilédones) e da raiz primaria, utilizando um paquimetro digital (Digimess®), com
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precisdao milimétrica.

Foram realizadas avaliacbes das seguintes variaveis morfométricas:
crescimento da raiz (CR), crescimento da parte aérea (CPA), massa seca radicular
(MSR), massa seca aérea (MSA). Para avaliagcéo, as plantulas foram cuidadosamente
removidas do substrato (papel germitest) com o auxilio de pingas. Em seguida, as
partes aérea e radicular foram seccionadas utilizando bisturi.

As fracdes aérea e radicular foram submetidas a secagem em estufa com
circulacdo e renovacdo de ar (De Leo® AFD), a temperatura de 40 °C, por
aproximadamente 48 horas, ou até massa constante. Ap0s secagem, as amostras
foram pesadas em balanca analitica (Shimadzu® AUY220) para determinacdo da
massa seca, sendo os valores registrados em miligramas (mg), correspondentes a
massa seca radicular (MSR) e massa seca aérea (MSA).

Para a avaliacdo dos efeitos das diferentes concentracdes de ibuprofeno
sobre a germinacao das sementes, empregou-se o software R (R Core Team, 2025).
Inicialmente, os dados de porcentagem de germinacéo (PG), indice de velocidade de
germinacao (IVG), comprimento (CR) e massa seca radicular (MSR), e comprimento
(CPA) e massa seca da parte aérea (MSA) foram submetidos a verificacdo dos
pressupostos de normalidade e homocedasticidade, por meio dos testes de Shapiro-
Wilk e Levene, respectivamente. Atendidas as premissas paramétricas, procedeu-se
a realizacdo de Analise de Variancia de um fator (ANOVA), seguida pelo teste de
comparacdes mdultiplas de Tukey (p < 0,05). Os valores foram representados
graficamente por boxplots, com letras distintas indicando diferengas estatisticamente
significativas entre os tratamentos.

O indice de Toxicidade (IT), que se baseia nas médias normalizadas conforme
Silva et al., (2023a) com adaptacdes, foram realizadas para as variaveis PG, IVG, CR

e CPA, conforme a seguinte expressao:

PG + IVG + CR + CPA (amostra)
PG + IVG + CR + CPA (controle)

IT(%) = ( > £100 (4)

Valores inferiores a 80% indicam efeito fitotoxico, sendo este o limiar adotado
para este estudo (Gerber et al., 2017). Para investigar as relacdes entre a dose de
tratamento e IT foram ajustados modelos aditivos generalizados (GAM *Generalized
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Additive Model*) utilizando a funcdo ‘gam()’ do pacote mgcv. Este tipo de modelo
permite capturar relacdes ndo lineares entre a variavel preditora (Dose) e a variavel
resposta (indice de Toxicidade).

Trés modelos GAM foram testados para cada variavel resposta, variando o
parametro ‘k’, que representa o niumero de bases para o spline cubico da suavizagéo.
Para selecionar o modelo mais adequado, foram avaliados dois critérios estatisticos:-
GCV (Generalized Cross Validation), que estima o erro de previsdo penalizando
modelos muito complexos;-R? ajustado, que indica a propor¢cdo da variabilidade
explicada pelo modelo ajustado, corrigida pela complexidade do modelo.

Além disso, foi testado um modelo linear simples (Im) para comparar a
distribuicdo dos residuos com a normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk, para
posteriormente realizar uma analise de variancia com transformacéo logaritmica da
variavel dose (logl0(Dose + 1)) utilizando o teste DIC (Delineamento Inteiramente

Casualizado) com o pacote ExpDes.pt.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Avaliag&o dos parametros in situ

Para esta pesquisa, foram estabelecidos dois pontos de coleta de sedimento
no riacho Arroio Dourado. O ponto 1 (P1l) esta situado a jusante do antigo lixao
municipal, atualmente bairro Arroio Dourado. Essa area apresenta baixo grau de
urbanizacdo, com propriedades rurais no entorno, margens cobertas por mata ciliar e
agua superficial com reduzida quantidade de matéria organica vegetal submersa.
Nesse ponto ocorre a confluéncia entre o riacho Arroio Dourado e o rio Tamandua
(Soares et al., 2023).

O ponto 2 (P2), localizado a montante, apresenta mata ciliar mais preservada
e abundante. A agua nesse local mostrava-se turva e com elevada concentracdo de
matéria organica suspensa e submersa. Ressalta-se que, ao longo de sua extensao,
o0 Arroio Dourado é margeado por mata ciliar e que suas microbacias séo
predominantemente agricolas, caracterizadas por agricultura intensiva, agricultura
familiar e propriedades destinadas a recreacdo, como pesqueiros (Da Silva et al.,
2023).

Os fatores abibticos mensurados em campo nos pontos de coleta incluiram
temperatura e pH. Essas medi¢cdes foram fundamentais para compreender as
condi¢cdes ambientais, fornecendo informagdes valiosas sobre o ecossistema em
questao.

A temperatura variou de 23,9 °C em P1 a 24,6 °C em P2. Para Campagnaro
(2009), esse parametro € relevante na avaliacdo da qualidade da agua, pois pode
interagir e influenciar outras variaveis, como alcalinidade, pH, salinidade e
concentracdo de oxigénio dissolvido. Observou-se que a temperatura em P1 foi
relativamente inferior, possivelmente devido a densa cobertura de mata ciliar, que
reduz a incidéncia de radiacdo solar. Em P2, a maior exposi¢ao solar contribuiu para
0 aumento da temperatura. Em pesquisa realizada no horto Ouro Verde (Conchas,
Sao Paulo), valores mais baixos de temperatura foram registrados em areas com mata
ciliar e eucalipto, confirmando que a radiacdo solar € a principal responsavel pela

variagao térmica nos rios (Bueno et al., 2005).
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As variagcbes de temperatura ao longo do ano em aguas superficiais
geralmente oscilam entre 4 °C e 30 °C, sendo determinadas por fatores ambientais
como intensidade da radiagdo solar, sombreamento pela vegetacdo marginal e
caracteristicas hidrologicas locais (Pol et al., 2019). As temperaturas observadas no
riacho Arroio Dourado enquadram-se nessa faixa tipica, embora a Resolugéo
CONAMA n. 357/2005 nédo estabeleca limites especificos para esse parametro em
corpos hidricos de Classe I, categoria a qual o Arroio Dourado se enquadra (Brasil,
2005).

Além da temperatura, avaliou-se o pH, parametro fundamental para os
processos bioldégicos nos ecossistemas aquaticos e que deve ser monitorado
adequadamente. Em aguas naturais sem tratamento, os valores de pH podem variar
de 4,0 a 9,0 (Gomes et al., 2018; Heck et al., 2017; Queiroz; Oliveira, 2018). A
Resolucdo CONAMA n. 357/2005 determina que o pH deve situar-se entre 6,0 e 9,0
para aguas doces de classes | a IV (Brasil, 2005).

Nos pontos amostrados, foram registrados valores ligeiramente acidos: pH 5,0
em P1 e 6,0 em P2. Assim, apenas P1 apresentou valores abaixo do limite legal,
possivelmente devido ao uso e ocupacao do solo da regiao (Da Silva et al., 2023). A
acidez pode estar associada ao langamento de efluentes, ao aumento de matéria
organica pela mata ciliar, as caracteristicas do solo (latossolo vermelho argiloso, rico
em oxido de ferro e matéria organica) (PMFI, 2020) ou ainda devido a decomposi¢ao
de residuos do antigo lixao (Soares et al., 2023).

Pesquisas anteriores no riacho Arroio Dourado reforcam esses achados. Em
2020 e 2021, estudos com sondas multiparamétricas avaliaram pH, turbidez, oxigénio
dissolvido, condutividade e outros parametros, registrando valores dentro dos limites
da Resolugcdo CONAMA 357/2005 (Da Silva et al., 2023; Soares et al., 2023). Contudo,
0s autores alertam que a recarga subterranea obrigatoriamente percola pela camada
remanescente do antigo lixao, exigindo monitoramento continuo para prevenir riscos

ambientais.

5.2 Isolamento de microrganismos

Os microrganismos presentes nos sedimentos do riacho Arroio Dourado foram

isolados por métodos convencionais dependentes de cultivo, seguindo protocolos de
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microbiologia ambiental. As amostras foram enriquecidas com os farmacos
selecionados e inoculadas em meios de cultivo apropriados, favorecendo o
crescimento da microbiota presente.

A partir desses enriguecimentos, recuperou-se uma biomassa significativa da
microbiota cultivAvel. Foram utilizados procedimentos de esgotamento em placas de
Petri com &gar, resultando no isolamento de 70 linhagens distintas (51 bactérias e 19
fungos filamentosos). A selecdo baseou-se na caracterizagcdo macroscopica das
colénias (cor, brilho, tamanho, bordas, verso e reverso), permitindo distinguir
diferentes morfotipos e subsidiar a identificagéo.

A nomenclatura das linhagens isoladas foi elaborada para facilitar a
identificacdo e categorizagdo dos microrganismos, sendo designados como “BAR”
para os isolados bacterianos do arroio (BAR001 a BARO051), “FAR” para os isolados
fungicos (FAR001 a FARO019) (Figura 19; Apéndice A). Essa padronizacdo permite

organizacéo eficiente dos isolados e favorece futuras analises pelo grupo de pesquisa.

Figura 19 — Microrganismos isolados do riacho Arroio Dourado em Foz do Iguacu-PR.

35
31 Ponto de Coleta

BN Ponto 1

W
o

B Ponto 2

= = N N
o wu o v

Numero de Linhagens Isoladas

w

o

Bactérias Fungos

Fonte: Autora (2025).

Em andlise, verificou-se que o isolamento mais expressivo de microrganismos
ocorreu em P2, respondendo por 54,2% das linhagens selecionadas. O maior nimero
de isolados foi de bactérias, seguido de fungos filamentosos. No ponto P1, observou-
se uma menor recuperagcao de microrganismos isolados, a qual pode estar associada
a menor disponibilidade de matéria organica no ambiente, fator reconhecido por
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influenciar a abundancia e a diversidade microbiana. No entanto, outros fatores
também sao plausiveis, incluindo caracteristicas fisico-quimicas do sedimento e a
possivel presenca de contaminantes residuais, os quais podem exercer efeito seletivo
sobre a microbiota local. Ainda assim, a relacdo entre maior teor de matéria organica
e maior abundancia microbiana tem sido amplamente reportada na literatura (Dedysh;
Yilmaz, 2018; Ottoni et al., 2022).

A diversidade microbiana dos sedimentos reflete as condi¢des especificas dos
micronichos aquéticos, que funcionam como importantes reservatorios de
microrganismos responsaveis por processos biogeoquimicos essenciais (Ottoni et al.,
2022; Kdchling et al., 2017). O estudo da microbiota associada aos sedimentos €,
portanto, de grande importancia, pois permite aprimorar metodologias para o
isolamento de células envolvidas em processos biolégicos relevantes e
potencialmente aplicaveis ao tratamento de corpos d’agua contaminados (Zhang et
al., 2020; Passarini et al., 2021).

Pesquisas mostram que o enriquecimento de amostras com contaminantes
favorece o isolamento de microrganismos degradadores (lvshina et al., 2019;
Pacholak et al., 2019; Wang et al.,, 2017). Assim, comunidades expostas a
contaminantes, como as do Arroio Dourado, tendem a desenvolver maior adaptacéo
metabolica e taxas elevadas de degradacao (Mishra et al.,, 2025; Hassanshahian;
Cappello, 2013). Long et al., (2021) relatam que, em areas contaminadas, ha aumento
da diversidade microbiana e da presenca de genes de resisténcia a metais pesados,
indicando adaptacao e sobrevivéncia sob condicoes ambientais adversas.

Esses achados sé&o corroborados por Pacholak et al., (2019), que
investigaram microrganismos isolados do lodo de ETEs enriquecido com
antimicrobianos, identificando espécies capazes de degradar nitrofurano e
nitrofurantoina. De modo semelhante, Liu et al., (2017) isolaram linhagens bacterianas
de biossélidos provenientes da producdo de gentamicina, as quais demonstraram alta
eficiéncia na remocao do antibidtico em ampla faixa de pH, indicando potencial para
biorremediacéo de poluentes farmacéuticos. Esses resultados reforcam o potencial da
microbiota do Arroio Dourado para a biorremediacdo de compostos emergentes
(CEs).

As amostras de sedimento do riacho foram também analisadas por

metabarcodificacdo do 16S rDNA por Ottoni e colaboradores (2022), revelando ampla
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diversidade microbiana abrangendo 44 filos de procariotos (41 do dominio Bacteria e
3 de Archaea). Observou-se maior diversidade e abundancia em P2 (221 grupos
taxondmicos) em comparacao a P1 (118 grupos), resultados coerentes com os obtidos
neste estudo, que também registrou maior nimero de isolados em P2, ainda que por
método dependente de cultivo, indicando correspondéncia quanto a tendéncia geral,
mesmo que ndo em composicao especifica.

As andlises de metabarcoding indicaram que o impacto antropogénico
favoreceu a predomindncia de taxons pertencentes aos filos Proteobacteria,
Acidobacteriota, Actinobacteriota, Myxococcota, Chloroflexi e Desulfobacteriota, além
de significativa presenca de taxons nédo identificados (54,2%). Esses resultados
evidenciam alta diversidade microbiana nos sedimentos e presenca de
microrganismos atuantes nos ciclos do carbono, nitrogénio e enxofre, além de grupos
associados a degradacao de xenobioticos e compostos organicos complexos (Ottoni
et al., 2022).

N&o foram identificadas pesquisas prévias sobre a biodiversidade microbiana
do riacho com uso de técnicas dependentes de cultivo. Os registros disponiveis
referem-se a andlises microbioldgicas realizadas pela prefeitura municipal, incluidas
em relatérios de gestdo ambiental (PMFI, 2012; PMFI, 2019b). Assim, o presente
estudo é pioneiro, destacando o potencial inexplorado da microbiota local como
recurso promissor para aplicacdes biotecnologicas futuras. Embora ndo tenham sido
aplicadas condi¢des de cultivo diferenciadas (como meios seletivos ou anaerobiose),
os resultados obtidos refletem uma fragdo relevante da microbiota cultivavel,
evidenciando o potencial ecoldgico e biotecnoldgico dos microrganismos isolados.

Os microrganismos isolados demonstraram capacidade de sobrevivéncia em
ambientes ligeiramente acidos, com pH variando entre 5,0 (P1) e 6,0 (P2). Essa
caracteristica é particularmente relevante, visto que grande parte dos estudos
recentes sobre biodegradagao tem destacado o uso desses microrganismos como
abordagem eficaz para reduzir a presenca de farmacos em aguas superficiais e
residuarias (Escudero et al., 2020; Ratnasari et al., 2021; Jan-Roblero; Cruz-Maya,
2023; Liu et al., 2023).

Organismos que se desenvolvem sob acidez moderada, ou que toleram essa
faixa de pH, apresentam elevada capacidade adaptativa e expressivo potencial para

a degradacdo de compostos farmacéuticos em ambientes aquaticos (Neira et al.,
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2020; Song et al., 2023). Esses microrganismos podem utilizar tais compostos como
fontes de carbono e energia, convertendo-os em bioprodutos de interesse industrial
(Hwangbo et al., 2023; Manikandan et al., 2023; Escudero et al., 2020). Além disso,
participam de processos funcionais como biodegradagéo, biotransformacéo e
bioacumulagédo, metabolizando-os em produtos menos téxicos ou ambientalmente
inertes (Bankole et al., 2020; Ding et al., 2020; Zhang et al., 2023).

Entre os compostos farmacéuticos, os anti-inflamatorios nao esteroides
(AINEs) séo frequentemente detectados em diferentes matrizes ambientais, o que
reforca a necessidade de métodos eficazes e ambientalmente sustentaveis para sua
mitigacao (Biczak et al., 2024; Peng et al., 2024; Ratnasari et al., 2024). Como
compostos organicos, os AINEs apresentam propriedades que 0s tornam susceptiveis
a biodegradacdo (Ratnasari et al.,, 2024). Entre eles, destaca-se o ibuprofeno,
amplamente identificado em corpos hidricos e reconhecido por seus efeitos ecotdxicos
(Hong et al., 2022; Jan-Roblero; Cruz-Maya, 2023).

Nesse contexto, a presenca de microrganismos isolados de um ambiente sob
influéncia antropica, em um cenario no qual CEs sdao amplamente detectados em
diferentes matrizes ambientais (Biczak et al., 2024; Peng et al., 2024), sugere que
essas comunidades microbianas possam ter experimentado pressdes quimicas ao
longo de seu desenvolvimento. Tais condicdes favorecem a persisténcia de linhagens
mais tolerantes e metabolicamente preparadas para responder a compostos bioativos,
ativando vias oxidativas, hidroliticas e outros mecanismos associados a
biodegradacéao (Ratnasari et al., 2024). Dessa forma, os isolados obtidos neste estudo
evidenciam potencial ecolégico adaptativo e despontam como candidatos promissores
para estratégias de biorremediacdo, constituindo uma base consistente para as
etapas subsequentes de avaliacao de tolerancia, atividade enzimatica e capacidade

degradativa.

5.3 Teste de viabilidade celular

Para avaliar a tolerdncia dos microrganismos aos farmacos, foram realizados
testes de viabilidade celular com as linhagens fungicas (n = 19) e bacterianas (n = 51),
empregando cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) como indicador de atividade metabdlica.

Os isolados foram expostos aos farmacos listados no Quadro 5, na concentracao de
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10 mg-L™, e aqueles que apresentaram maior atividade na presenca dos compostos
foram selecionados para 0s ensaios enzimaticos subsequentes. As andlises
estatisticas indicaram que 47,36% dos fungos (n = 9) e 19,60% das bactérias (n = 10)
exibiram tolerancia a pelo menos um dos farmacos testados.

A mudanca de coloracdo observada apos a adicdo do TTC refletiu a
capacidade metabdlica das células, uma vez que microrganismos viaveis reduzem o
corante e formam o composto vermelho formazan, enquanto células inviaveis
permanecem incolores por ndo apresentarem atividade redutora (Moussa et al., 2013;
Abbade; Takaki, 2014).

Nos graficos utilizados para a selecdo dos isolados tolerantes, o eixo X
representa os farmacos testados, enquanto o eixo Y corresponde a absorbancia
ponderada (Abs. Obtida - Abs. controle), que expressa a resposta especifica de cada

microrganismo frente ao composto avaliado (Figura 20).

Figura 20 — Grafico com os fungos que apresentaram maior tolerancia no teste de
viabilidade celular com TTC elencados por tratamento.
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Fonte: Autora (2025).

Valores mais elevados de absorbancia indicam maior tolerancia do isolado ao
farmaco, refletindo sua maior atividade metabdlica e viabilidade celular sob exposi¢cao
ao tratamento. Ressalta-se que o ensaio baseado na reducgéo do cloreto de 2,3,5-
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trifeniltetrazdlio (TTC) avalia a atividade redutora metabdlica das células, ndo sendo
indicativo direto de crescimento celular. Dessa forma, cada barra do gréfico
corresponde a uma linhagem, permitindo a comparac¢éo do desempenho relativo dos
isolados frente aos diferentes farmacos. Considerando os farmacos individualmente,
observaram-se perfis distintos de tolerancia entre os fungos avaliados.

Para o paracetamol, destacaram-se os isolados FAR003, FAROO5 e FAR014,
enguanto, para a dipirona, as maiores respostas de atividade metabolica foram
registradas para FAR014 e FAR018. Em relacdo ao acido acetilsalicilico (AAS),
sobressairam os isolados FAR003 e FARO012. Entre os anti-inflamatérios né&o
esteroides (AINES), o ibuprofeno apresentou maior tolerancia metabdlica nos isolados
FARO03, FARO005, FAR012, FAR014 e FARO018, enquanto para o diclofenaco
destacaram-se os isolados FAR003, FAR005, FAR012 e FAR014.

No grupo dos antimicrobianos, o fluconazol evidenciou maior tolerancia
metabdlica nos isolados FAR003, FAR014 e FAR019, ao passo que a amoxicilina
apresentou respostas mais elevadas principalmente para FAR013 e FAR014. Para os
antidepressivos, a amitriptilina mostrou maior tolerédncia metabdlica nos isolados
FAROO01, FAROO3, FARO14 e FARO17, enquanto a fluoxetina apresentou respostas
elevadas em FAR003, FAR013, FAR014 e FAR017. Na classe dos hormbnios, apenas
o isolado FAROO3 exibiu resposta metabdlica expressiva.

De forma geral, os isolados FAR003 e FARO014 apresentaram maior
versatilidade metabdlica, figurando entre os mais tolerantes na maioria dos farmacos
avaliados. Os dados completos encontram-se no Apéndice B (Tabela 12, Figura 46).

Entre as bactérias, a triagem de tolerancia indicou que a linhagem BAROO7
apresentou os maiores valores de absorbancia para a maioria dos farmacos avaliados,
configurando-se como a mais tolerante do conjunto (p < 0,05) (Figura 21).

Considerando as classes terapéuticas individualmente, entre os antitérmicos
destacaram-se as linhagens BAR0O03, BAROO7, BAR018 e BAR022. Para os anti-
inflamatdérios néo esteroides (ibuprofeno e diclofenaco), observou-se maior tolerancia
metabolica nas linhagens BAROO7, BAR012, BAR018 e BAR022.

No grupo dos antimicrobianos (fluconazol e amoxicilina), as linhagens
BARO012, BARO018, BAR022 e BARO034 apresentaram melhor desempenho, padréo
semelhante ao observado frente aos antidepressivos. A classe dos hormbnios exibiu

menor tolerancia geral, com destaque relativo para as linhagens BAR022 e BAR034.
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Figura 21 — Grafico com as bactérias que apresentaram maior tolerancia no teste de
viabilidade celular com TTC elencados por farmaco.
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Fonte: Autora (2025).

Considerando o numero total de farmacos para os quais cada linhagem
apresentou resposta metabdlica positiva, BAR012 e BAR022 mostraram-se as mais
versateis, seguidas por BAR0O10 e BAR034. Os dados completos encontram-se no
Apéndice B (Tabelas 13, 14, 15; Figuras 47, 48, 49).

Os resultados obtidos para os antimicrobianos amoxicilina e fluconazol
merecem destaque, pois a ocorréncia de linhagens tolerantes a essas classes
terapéuticas corrobora registros na literatura sobre o aumento de resisténcia
microbiana em ambientes contaminados, efluentes domésticos e hospitalares (Lee et
al., 2023; Grenni, 2022; Wang et al., 2021a; Zainab et al., 2020; Wang et al., 2019).

Esse fendbmeno representa um relevante problema de saude publica, uma vez
gue a disseminacdo de microrganismos resistentes compromete a eficacia de
tratamentos clinicos e favorece a propagacao de infec¢des de dificil controle. Além do
impacto sanitério, constitui também um risco ambiental, pois ambientes aquaticos
funcionam como reservatorios e vias de circulagédo de bactérias e fungos resistentes,
favorecendo a manutencao e a transferéncia de genes de resisténcia entre diferentes
nichos ecoldgicos (Alfahl et al., 2024).

Estudos recentes tém destacado, inclusive, a preocupacao crescente com a
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resisténcia fungica, reconhecida como um desafio emergente no contexto “One
Health” - Saude Unica, dado o aumento de linhagens ambientais e clinicas resistentes
a multiplos antifungicos (Lima et al., 2022; Fisher et al., 2024). Esse cenario evidencia
a importancia de compreender os mecanismos ambientais associados ao surgimento
e a dispersao da resisténcia microbiana, especialmente em ecossistemas submetidos
a pressdes antropicas, como o Arroio Dourado, para identificar microrganismos
ambientais adaptados e com potencial aplicavel em biorremediacao.

Nesse contexto, a avaliacdo da viabilidade frente aos diferentes farmacos
permitiu selecionar cinco isolados fungicos promissores (FAR003, FAR0O05, FAR012,
FARO014 e FAR018) para a identificacdo molecular e para a continuidade dos ensaios
enzimaticos e de biodegradacdo. A selecdo desses isolados fundamentou-se no
desempenho obtido na triagem inicial, em que apresentaram maiores valores de
absorbancia corrigida e respostas consistentes frente a multiplas classes de farmacos,
incluindo antitérmicos, AINEs, antimicrobianos e antidepressivos. Esse padrdo de
tolerancia indica um potencial metabdlico ampliado, possivelmente relacionado a
atividade de mecanismos enzimaticos capazes de transformar ou neutralizar
compostos xenobidticos.

Além da relevancia bioldgica, considerou-se também o crescimento
relativamente mais lento dos fungos em comparacéao as bactérias, o que, no contexto
experimental, representou uma vantagem estratégica. Esse ritmo de crescimento
permitiu organizar o aparato laboratorial, preparar insumos, ajustar protocolos e
otimizar as condi¢des de cultivo e de ensaio, assegurando maior rigor metodolégico e
melhor reprodutibilidade nas etapas subsequentes.

Assim, os cinco isolados selecionados apresentam-se como os candidatos
mais adequados tanto do ponto de vista biotecnoldgico, pela resposta robusta diante
de diferentes farmacos, quanto do ponto de vista operacional, por favorecerem o

planejamento eficiente das etapas enziméticas e de biodegradacéo.

5.4 Identificacdo dos fungos de interesse

5.4.1 Caracterizagcdo macro e micromorfolégica das linhagens fungicas

As caracteristicas morfologicas das colbnias, como forma, superficie,
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margem, coloracdo e textura, foram empregadas como critério preliminar para
distinguir morfotipos durante o isolamento, uma vez que essas variaveis, por serem
influenciadas pelas condicdes de cultivo, ndo constituem uma caracterizacao
taxondmica completa (Lucking et al., 2020).

Para a observacdo das estruturas vegetativas e reprodutivas, aplicou-se a
técnica de microcultivo aos isolados que apresentaram melhor desempenho nos
testes prévios. A analise morfologica possibilitou a identificacdo dos fungos até o nivel
de género. Os isolados foram cultivados em &gar batata (PDA) em placas de Petri, e
as caracteristicas macroscopicas e microscopicas registradas encontram-se
ilustradas nas imagens representadas abaixo (Figura 22).

Apesar da caracterizacdo morfoldgica ter permitido classificar os isolados em
nivel de género, a confirmacédo da identificacdo foi obtida por meio de técnicas
moleculares. Esse procedimento esta alinhado com a literatura recente, que ressalta
que a morfologia continua sendo uma etapa inicial valiosa, geralmente suficiente para
orientar a identificacdo em nivel de género, mas que a elucidacdo em nivel de espécie
com seguranca costuma requerer dados moleculares complementares (Gautam et al.,
2022; Faria et al., 2022).

Os isolados identificados neste estudo Geotrichum sp. FAR003, Geotrichum
sp._FARO0O05, Talaromyces sp. FAR012, Mucor sp. FAR014 e Mucor sp._ FAR018,
pertencem a diferentes grupos taxondmicos, o que pode indicar potencial diversidade
metabdlica entre eles. Contudo, a literatura demonstra que diferencas funcionais nao
podem ser inferidas exclusivamente a partir da taxonomia, uma vez que fungos
filamentosos de distintos géneros podem compatrtilhar tracos fisiol6gicos, estratégias
ecologicas e vias metabodlicas semelhantes (Zanne et al., 2020). Assim, no presente
estudo, as interpretacbes sobre capacidades funcionais sdo fundamentadas
prioritariamente nos resultados experimentais gerados, incluindo os testes de
tolerancia e os ensaios enzimaticos conduzidos ao longo da pesquisa.

O género Geotrichum, classificado como ascomiceto (Filo Ascomycota,
Classe Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales, familia Dipodascaceae), forma
colébnias de aparéncia branca a creme, com textura aveludada ou farinacea, e
apresenta crescimento rapido em meios convencionais. Microscopicamente,
caracteriza-se por hifas hialinas septadas e ramificadas, que originam artroconidios

por fragmentacdo. Espécies de Geotrichum sdo importantes na degradacdo de
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carboidratos, participam de fermentagfes lacteas e, em alguns casos, podem atuar

como patdgenos oportunistas (Kamilari et al., 2023).

Figura 22 — Morfologia dos fungos isolados com observagdo dos microcultivos num
aumento de 400x.

Caracteristicas das colénias em placa Microcultivo

(A) Geotrichum sp._ FARO003

(C) Talaromyces sp._FAR012

"

(D) Mucor sp._FAR014

"

(E) Mucor sp._FAR018

‘ ‘ .

Legenda: (a) anverso e (b) reverso das colénias; (c, d) microcultivo corado com azul de algodao em lactofenol.

Fonte: Autora (2025).
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O género Talaromyces, também pertencente aos ascomicetos (Filo
Ascomycota, Classe Eurotiomycetes, Ordem Eurotiales, Familia Trichocomaceae),
apresenta colonias veludosas com tons esverdeados, crescimento de moderado a
rapido e pigmentos que podem difundir-se no meio. Microscopicamente, exibe hifas
septadas e hialinas, conidios organizados em conidi6foros ramificados e estruturas
sexuais chamadas cleistotecios, contendo ascosporos esféricos. Os anamorfos de
Talaromyces eram tradicionalmente classificados como Penicillium. Este género
possui relevancia biotecnolégica pela producao de enzimas, metabdlitos secundarios
(como pigmentos e antibioticos), por seu papel na biodegradacdo de residuos
organicos e como agentes de biocontrole contra patdgenos transmitidos pelo solo
(Zhai et al., 2016; Sun et al., 2020; Zhao et al., 2024).

O género Mucor (Filo Mucoromycota, anteriormente incluido entre os
zigomicetos; Classe Mucoromycetes, Ordem Mucorales, Familia Mucoraceae) forma
colénias lanosas com micélio aéreo denso, de coloracao branca a cinza-amarelada,
frequentemente cobertas por esporangios escurecidos durante o esporulado.
Microscopicamente, apresenta hifas predominantemente asseptadas, esporangios
longos e retos, com esporangiéforos que se alargam nas extremidades formando
columela, e esporangiosporos unicelulares ovéides variando de amarelo a marrom.
Espécies de Mucor tém relevancia ecoldgica e biotecnologica na decomposicéo de
matéria organica, além de serem utilizadas na producao de acidos organicos e lipases
(Tahiri et al., 2023; Richardson; Rautemaa-Richardson, 2019).

5.4.2 Caracterizacao molecular dos fungos

Ap6s as analises morfolégicas, os isolados fungicos foram submetidos a
identificacdo molecular por meio do sequenciamento da regiao ITS do rRNA, marcador
amplamente empregado na caracterizacdo taxondémica de fungos filamentosos. As
sequéncias obtidas foram comparadas com aquelas depositadas no banco de dados
NCBI utilizando a ferramenta BLASTn, permitindo estimar o grau de similaridade com
espécies de referéncia. Em seguida, procedeu-se a analise filogenética, a fim de
avaliar o posicionamento evolutivo dos isolados em relacdo a sequéncias
representativas de fungos previamente descritos, complementando as observacdes

morfologicas. A Tabela 2 apresenta um resumo das melhores correspondéncias
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registradas no NCBI, incluindo cddigos de acesso, percentuais de similaridade e

referéncias das sequéncias tipo utilizadas para comparacao.

Tabela 2 — Resultados da analise de similaridade (BLASTn) das sequéncias ITS.

Isolado  Cédigo NCBI  Nome Cientifico Cepade % Referéncias
Referéncia Ident.
FARO03 NR 1635191 Ccowichum CBS 626.837  93,49% Groenewal, 2012
pseudocandidum

NR_077071.1 Geotrichum silvicola CBS 91947 97,08% Schoch et al., 2014

FAROOS MG599260.1 Galactomyces sp. UFMG-CM-Y3119" 98,15% Lopes et al., 2018
INO74285.1 :ﬂ':ﬁ:;’myces citri- CBS176.897  96,08% Groenewald, 2012
NR_120179.1 EZ‘;‘:;T&'I‘;ZS CBS 1326967  99,82% Schoch et al., 2014
NR 111781.1 Talaromyces stollii CBS 408.93" 99,34% Schoch et al., 2014

FAROL2 NR 111780.1 Talaromyces ruber CBS 1327047 98,15% Schoch et al., 2014
NR_145151.1 ;ﬁ:ﬁ[ﬁmsces CBS321.48T  96,46% Samson etal., 2011
NR_103663.2 I;'ggfgyces CBS252.87T  96,64% Schoch et al., 2014
NR_126116.1 Mucor circinelloides CBS 195.68" 97,91% Schwarz et al., 2006
DQ118992.1 Mucor hiemalis CBS 201.657 87,86% Schwarz et al., 2006
FN650643.1  Mucor ramosissimus CBS 135.657 90,00% Alvarez et al., 2010

FARO014 NR_126136.1 Mucor griseocyanus CBS 116.087 90,79% Walther et al., 2013
JN206429.1 Mucor racemosus CBS 111228T 90,76% Walther et al., 2013
IN206401.1 iyezg;/zglgi;pus CBS372.39  87,84% Walther etal., 2013

Fonte: Autora (2025).

Os resultados obtidos via BLASTn indicaram correspondéncias
principalmente com espécies dos géneros Geotrichum, Talaromyces e Mucor, com
percentuais de identidade variando entre 93,49% e 99,82%, valores que sustentam a
identificacdo em nivel de género, ainda que insuficientes para delimitagdo segura em
nivel especifico. As arvores filogenéticas geradas para os isolados (ver figuras 23, 24,
25) também corroboram esses resultados, embora, em alguns casos, com valores de
suporte inferiores a 70%, reforcando a limitacdo do ITS para a discriminacdo de
espécies estreitamente relacionadas.

A andlise filogenética dos isolados FAR003 e FAROO5 foi conduzida com o
objetivo de verificar sua proximidade evolutiva em relacdo a espécies de referéncia e
avaliar a consisténcia do agrupamento sugerido pelos resultados de similaridade. A
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arvore obtida evidencia o posicionamento de ambos os isolados dentro de clados bem
suportados, com valores de bootstrap acima de 70%, permitindo uma interpretacéo
mais robusta da identidade taxondmica. A Figura 23 ilustra a relacdo entre esses

isolados e seus tdxons mais proximos.

Figura 23 — Analise filogenética baseada em sequéncias do gene ITS dos isolados
FAROO3 e FAROO5. Valores de Bootstrap (1000 execucdes replicadas, mostradas

em%) acima de 70% sé&o listados.
FAR003

Geotrichum pseudocandidum CBS 626.83T

‘ FARO05

Geotrichum silvicola CBS 9194T

Galactomyces sp. UFMG-CM-Y3119T

Galactomyces citri-aurantii CBS 176.89

Fonte: Autora (2025).

Para confirmar a identificagdo molecular e avaliar o posicionamento evolutivo
do isolado FAROQ12, foi realizada uma analise filogenética baseada na regido ITS. A
arvore resultante permitiu observar o agrupamento do isolado com espécies
relacionadas, reforcando a proximidade genética indicada pelos resultados do BLAST.
Os valores de bootstrap superiores a 70% foram considerados como suporte
significativo para os clados obtidos. A Figura 24 apresenta a relacéo filogenética

estimada para o isolado FARO012.

Figura 24 — Analise filogenética baseada em sequéncias do gene ITS do isolado
FARO12. Valores de Bootstrap (1000 execugdes replicadas, mostradas em%) acima

de 70% sao listados. _
Talaromyces amestolkiae CBS 1326967

87
Talaromyces ruber CBS 1327047

75

Talaromyces stollii CBS 408.937

Talaromyces viridulus CBS 252.877

FAR 12

Talaromyces primulinus CBS 321.487

Fonte: Autora (2025).
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A reconstrucdo filogenética do isolado FARO014 foi utilizada para
complementar o processo de identificacdo molecular e confirmar sua relacdo com
espécies proximas dentro do banco de dados de referéncia. A analise gerou uma
arvore com agrupamentos bem definidos, sustentados por valores de bootstrap
superiores a 70%, o que confere maior confiabilidade ao posicionamento evolutivo
observado. A Figura 25 apresenta o agrupamento filogenético do isolado FAR014.

Embora a regido do DNA ribossomal interno transcrito (ITS) seja amplamente
utilizada como marcador universal para identificagcdo molecular de fungos, diversos
estudos indicam que sua resolucao filogenética é limitada em determinados grupos
taxondmicos. Em géneros como Talaromyces, Geotrichum e Mucor, o ITS pode néo
discriminar adequadamente espécies proximas, sendo recomendada a utilizacdo de
marcadores adicionais, como o0s genes [B-tubulina (benA), calmodulina (CaM) e fator
de elongacéo da traducédo 1-a (tef1-a), que fornecem maior poder de diferenciagéo
intra e interespecifica (Samson et al., 2014; Schoch et al., 2012; Walther et al., 2013;
Vu et al., 2019).

No presente estudo, a identificacdo molecular foi realizada por meio do
sequenciamento da regido ITS, conforme o protocolo padrao adotado pelas empresas
responsaveis pelo sequenciamento. Apesar das limitacdes conhecidas desse
marcador, a andlise BLASTn resultou em niveis de similaridade entre 90,15% e
98,34% para a maioria das amostras, com excecdo de Talaromyces amestolkiae
(99,82%), que apresentou correspondéncia confiavel em nivel especifico. Nos demais
casos, Geotrichum e Mucor, os percentuais de similaridade obtidos somado aos
baixos valores de suporte filogenético (<70%) indicam que a identificacdo deve ser
considerada apenas em nivel de genérico.

Ainda assim, quando articulados as caracteristicas macro e
micromorfolégicas, os dados moleculares obtidos a partir da regido ITS mostraram-se
suficientes para a determinacdo taxonémica dos isolados em nivel de género, de
modo que essa integracdo entre morfologia e biologia molecular permanece como
uma abordagem adequada e amplamente empregada em estudos ecoldgicos e
biotecnolégicos, mesmo diante das recentes discussfes sobre suas limitacdes
(Schoch et al., 2012; Vu et al., 2019).

Contudo, reconhece-se que, atualmente, o uso isolado do ITS e de descritores

morfologicos ja ndo € considerado plenamente robusto para a resolucédo de grupos
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taxonébmicos complexos, o que reforga a importancia de, em investigacdes futuras,
incorporar painéis multilocus e marcadores adicionais que aprimorem a acuracia da
identificacdo e ampliem a capacidade de inferéncia funcional e ecologica dos

microrganismos analisados (Stengel et al., 2022; Su; Niu, 2018).

Figura 25 — Andlise filogenética baseada em sequéncias do gene ITS do isolado
FARO14. Valores de Bootstrap (1000 execugdes replicadas, mostradas em%) acima
de 70% sé&o listados.

Mucor racemosus CBS 1112287

=100
86 ’ — Syzygites megalocarpus CBS 372.397

63 ’ FAR 14

Mucor hiemalis CBS 201.657

Mucor circinelloides CBS 195.687

36
Mucor ramosissimus CBS 135.657

Mucor griseocyanus CBS 116.08

Fonte: Autora (2025).

No caso do isolado Mucor sp._FARO018, ndo foi possivel obter uma
identificacdo molecular conclusiva, pois as sequéncias ITS apresentaram baixa
similaridade com espécies conhecidas do género Mucor ou de taxons
filogeneticamente proximos.

Diante dessa limitacdo, sua classificacéo foi sustentada pelas caracteristicas
macro e micromorfolégicas observadas, compativeis com o género, incluindo colénias
algodonosas brancas a acinzentadas, hifas hialinas, esporangiéforos simples e
esporangios globosos, conforme descrito na literatura (Richardson; Rautemaa-
Richardson, 2019). Essa limitac&o reforca a importancia da utilizacdo de marcadores
complementares em estudos posteriores, de modo a aprimorar a resolucdo

taxondmica e confirmar o posicionamento filogenético desse isolado.
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5.4.3 Potencial biotecnolégico e aplicabilidade ambiental dos fungos

identificados neste estudo

Os fungos isolados e identificados neste estudo pertencem a géneros
reconhecidos por sua versatilidade metabdlica e importancia biotecnoldgica. Espécies
de Geotrichum, Talaromyces e Mucor apresentam potencial de aplicagdo em
processos industriais, agricolas e ambientais, destacando-se pela producdo de
enzimas, pela biossintese de metabdlitos de interesse e pela capacidade de atuar na
biodegradacdo de compostos organicos complexos, incluindo farmacos e residuos
industriais (Zhao et al., 2024; Kamilari et al., 2023; Tabhiri et al., 2023).

Espécies de Geotrichum séo utilizadas na industria de alimentos,
especialmente como culturas starter em queijos, devido a capacidade de decompor
lipideos e proteinas; além disso, produzem uma variedade de enzimas de interesse
biotecnolégico, como lipases e xilanases, empregadas em diferentes processos
industriais. Essas espécies também tém sido exploradas em aplicacbes de
biorremediacdo de moléculas aromaticas e poluentes emergentes, em funcdo de sua
expressiva producdo enzimatica oxidativa (Kamilari et al.,, 2023). Em particular,
algumas linhagens mostraram aptiddo para acumulacdo de ions metalicos, o que
reforca seu potencial em processos de descontaminacao (He et al., 2022). Apesar da
pouca literatura especifica sobre degradacdo de farmacos por Geotrichum, seu
repertério enziméatico indica potencial para metabolismo parcial ou modificacdo de
moléculas farmacéuticas no contexto de efluentes complexos.

O género Talaromyces € amplamente reconhecido pela producéo de enzimas
de interesse industrial, como xilanases, celulases e diversos pigmentos (Zhai et al.,
2016). Além disso, espécies de Talaromyces tém sido investigadas como
biossorventes na remocao de corantes téxteis, evidenciando eficiéncia na adsorgéao
de compostos organicos, como observado para Talaromyces aculeatus na remoc¢ao
de corantes reativos (Katar et al., 2017). Em termos farmacologicos, fungos desse
género constituem fontes relevantes de metabdlitos bioativos, incluindo alcaloides e
poliquetideos, com atividades antimicrobianas, antioxidantes e citotdxicas (Kumari et
al., 2018). Assim, Talaromyces sp. FAR012 pode apresentar potencial tanto para
aplicacdes industriais quanto para processos de biotransformacao ou biossorcéo de

farmacos.
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Fungos do género Mucor apresentam rapido crescimento, elevada
versatilidade metabdlica e produzem enzimas como lipases e proteases, além de
componentes de parede celular, como quitosana, caracteristicas que Ihes conferem
reconhecido potencial biotecnolégico (Ghosh et al.,, 2023). Em estudos de
micorremediagcdo, membros da ordem Mucorales tém sido avaliados quanto a
capacidade de remover farmacos, como anti-inflamatoérios e analgésicos, por meio de
mecanismos de degradacdo enziméatica ou adsorcéo (Vaksmaa et al., 2023).

Embora apresentem potencial biotecnolégico, fungos dessa ordem também
podem atuar como patégenos oportunistas, causando mucormicose, infeccdo grave
em imunocomprometidos, com acometimento respiratorio e do sistema nervoso (Magri
et al., 2024). No Brasil, destacam-se os géneros Rhizopus, Mucor, Rhizomucor e
Lichtheimia, sendo Mucor spp. responsavel por cerca de 12% dos casos (Nucci et al.,
2021). A incidéncia tem aumentado, especialmente apds o0 uso prolongado de
corticosteroides durante a pandemia de COVID-19 (Patel et al., 2021; ANVISA, 2021).

E descrito na literatura que Mucor circinelloides é um fungo oleaginoso
amplamente estudado para a producao de lipidios microbianos e acidos graxos de alto
valor, com aplicacfes potenciais em biodiesel, bioplasticos e alimenta¢do (Mohamed
et al., 2024). No contexto da remediacdo ambiental, essa espécie tem sido empregada
na remocdo de corantes, como o0 Reactive Orange 13, incluindo sistemas com
biomassa magnetizada que facilitam sua recuperagao (Celik et al., 2021).

Adicionalmente, M. circinelloides foi avaliado em estudos envolvendo a
remocado de farmacos, como carbamazepina e diclofenaco, geralmente em consorcios
fungicos, nos quais demonstrou tolerancia e capacidade parcial de degradacéo
(Kasonga et al., 2021). Embora esses resultados se refiram a linhagens especificas
descritas na literatura, eles podem ser consistentes com o comportamento observado
para isolados do género Mucor avaliados no presente estudo, especialmente no que
se refere & tolerancia metabdlica e ao potencial de aplicagdo em sistemas biologicos
de tratamento. No entanto, ressalta-se que diferencas intraespecificas e entre isolados
ambientais podem influenciar o desempenho observado.

De modo geral, os géneros identificados apresentam boa capacidade de
crescimento em diferentes substratos, e a variacdo morfoldégica observada entre os
isolados evidencia a diversidade presente no grupo. Esse conjunto de caracteristicas

torna esses fungos relevantes para investigagcbes futuras em bioprocessos
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sustentaveis, especialmente apds a avaliagdo de seus atributos metabdlicos nas

etapas posteriores desta pesquisa.

5.5 Testes enziméticos

O potencial enzimético dos fungos selecionados, Geotrichum sp. FAR003 e
FAROO05, Talaromyces sp. FAR012, Mucor sp. FAR014 e Mucor sp._FARO018, foi
avaliado por abordagens qualitativas e quantitativas. Inicialmente, a andlise qualitativa
foi realizada em placas de Petri, permitindo a detec¢cédo preliminar da atividade
enzimatica. Para a avaliacdo quantitativa, foram utilizados extratos enzimaticos dos
isolados em conjunto com sondas fluorogénicas em um ensaio miniaturizado,
possibilitando a mensuracéao precisa da atividade enzimética e a comparacao entre 0s

diferentes isolados.

5.5.1 Ensaios qualitativos em placa

A atividade de lacase foi verificada utilizando-se 1-naftol ou 2-naftol como
substratos especificos. A deteccdo dessa enzima baseia-se na formagdo de um
composto insoltvel e na alteracdo da coloracdo da solucao, resultantes da clivagem
e oxidacao enzimatica do substrato (Agrawal; Verma, 2020).

Para a triagem de celulase, utilizou-se o ensaio com vermelho do Congo. O
corante fixa-se a celulose presente no meio apoés adicdo de NaOH ou HCI, e o ensaio
positivo € identificado pelo halo claro decorrente da hidrélise da celulose em agucares,
0S quais nao interagem com o corante (Sarsaiya et al., 2018).

Na prospeccéao de lipase, foi empregado o ensaio com rodamina B, baseado
na formacdo de um complexo fluorescente alaranjado na presenca de acidos graxos,
gerados pela clivagem enzimatica dos grupos ésteres dos triacilglicerdis (Araujo et al.,
2022). A Tabela 3 sumariza os resultados dos ensaios qualitativos de atividade
enzimatica, revelando que os isolados fungicos analisados manifestaram atividade
para um minimo de trés classes de enzimas.

Todos os fungos testados apresentaram atividade celulolitica e lipolitica. Em
relacdo a lacase, observou-se seletividade em Geotrichum sp. FAR0OO5 e Mucor

sp._FARO018, positivos apenas em um dos substratos (1 ou 2-naftol). Por outro lado,
132



Geotrichum sp. FAR0O03 e Mucor sp. FAR014 oxidaram ambos o0s isdmeros,

enguanto Talaromyces sp._ FAR012 nao indicou presenca da enzima (Figura 26).

Tabela 3 — Testes enzimaticos qualitativos realizado com fungos, correspondendo (+)
positivo, (-) negativo.

Enzimas Testadas

Fungos Lipase Celulase Lacase Lacase

(1-naftol) (2-naftol)
Geotrichum sp._FARO003 + + + +
Geotrichum sp._FARO005 + + + -
Talaromyces sp._ FAR012 + + - -
Mucor sp._ FAR014 + + + +

Mucor sp._FAR018* + + + -

*Género sugerido pelas caracteristicas macro e micromorfolégicas — demanda de testes adiconais para confirmagéao.

Fonte: Autora (2025).

Entre os isolados, destacaram-se Geotrichum sp._ FARO03 e Mucor
sp._FARO014, que apresentaram maior tolerancia nos testes de viabilidade celular,

com desempenho superior em oito dos dez tratamentos.

Figura 26 — Testes enzimaticos em placas de Petri com resultados considerados
positivos, em (a) lacase (2-naftol), (b) lacase (1-naftol), (c) celulase, (d) lipase.
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Fonte: Autora (2025).
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5.5.2 Triagem enzimatica quantitativa

5.5.2.1 Ensaios HTS por sondas fluorogénicas

Os ensaios de triagem enzimatica miniaturizados, utilizam-se sondas

compostas por substratos ndo naturais, que permitem a mensuracdo da atividade
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enzimatica. Na presenca das enzimas lipase, esterase e epoxido-hidrolases, as
sondas LIP(2), EST(1) e EPH1(3) e EPH2(9) sdo submetidas a hidrdlise, resultando
na liberacéo de produtos especificos (Figura 27).

Figura 27 — Sondas fluorogénicas derivadas de umbeliferona para a triagem de
hidrolases e monooxigenases.
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Legenda: Esterase (EST); Lipase (LIP); Epoxido-hidrolase (EPH); Baeyer-Villiger monooxigenase (BVMO).
Sondas: (1) esterase; (2) lipase; (3) epdxido-hidrolase; (4) diol - produto das sondas 1 a 3; (5) monooxigenase ciclica; (6)
lactona produto da reacdo de Baeyer-Villiger da sonda 5; (7) éster - formado pela oxigenagdo da sonda 8; (8)
monooxigenase aciclica; (9) epoxido vicinal; (10) diol - formado pela reacéo da epdxido-hidrolase sobre o composto 9.

Fonte: Autora (2025).

Posteriormente, os didis formados sdo clivados por oxidacao utilizando o
periodato de sodio (NalO4) e, em uma ocorréncia espontanea, ocorre S-eliminacao
promovida pelo BSA, resultando na libera¢do do &nion umbeliferona, que é o fluoréforo
detectado durante a leitura. No caso das sondas BVMO1 (8) e BVMO2 (5), apés a
oxidacdo catalisada pela enzima, as cetonas e lactonas geradas também liberam o
anion umbeliferona por meio de S-eliminagcdo mediada pelo BSA (Lima et al., 2017;
Silva, 2012; Chen, 2006).

No presente estudo, avaliou-se a atividade das enzimas hidroliticas nas
linhagens fungicas selecionadas. A Tabela 4 apresenta os valores médios de unidade
de fluorescéncia relativa (% de RFU) obtidos para as sondas enziméticas ao longo de
24 horas de incubacéo, sendo selecionados os tempos de 1h, 6h, 12h e 24h. Os dados

completos podem ser consultados no Apéndice D.
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Tabela 4 — Médias + desvios-padréo do perfil enzimatico avaliado por sondas.

Fungos

Tempo em h

Enzimas testadas — valores expressos em % de RFU

EPH1 LIP1 EST1
1 1.43+0.65bcde 0.00+0.00f 0.00+0.00¢
Geotrichum sp. 6 0.00+0.00f 0.19+0.14° 0.29+0.04¢
FARO003 12 0.01+0.03f 0.00+0.00° 0.00+0.00¢
24 0.13+0.26' 0.25+0.13f 0.21+0.05¢
1 1.61+0.41bcd 0.00+0.00f 0.00+0.00¢
Geotrichum sp. 6 0.00+0.00f 0.58+0.17" 0.28+0.04¢
FARO005 12 0.00+0.00f 0.87+0.57" 0.00+0.00¢
24 0.11+0.22° 3.86+1.23f 0.25+0.06¢
1 1.99+0.71%¢ 0.00+0.00f 0.00+0.00¢
Talaromyces sp. 6 0.00+0.00 0.19+0.06 0.18+0.01¢
FAR012 12 0.30+0.22f 0.00+0.00f 0.00+0.00¢
24 0.72+0.69¢%f 0.00+0.00f 0.50+0.03¢
Mucor sp. 1 3.26+0.10° 0.03+0.06 0.00+0.00¢
FARO14 6 0.93+0.370def 23.56+3.83¢ 0.74+0.11¢
12 2.03+0.37° 60.37+5.26° 1.95+0.18°
24 3.17+0.782 100.00+072 10.17+0.33"
1 1.74+0.17bcd 0.00+0.00f 0.00+0.00¢
Mucor sp. 6 0.00+0.00' 15.13+1.10° 0.76+0.10¢
FARO18 o= o= =Y
12 0.53+0.26°f 33.62+2.28° 2.51+0.27¢
24 0.85+0.779%f 62.35+3.76° 12.61+1.372
Fungo < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
p—valor Tempo < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Fungo*Tempo 0.0013 <0.0001 < 0.0001

Legenda: Esterase - EST; Lipase - LIP; Epo6xido-hidrolase — EPH.
Nota: Letras diferentes indicam diferengas estatisticas significativas entre os grupos experimentais.

Fonte: Autora (2025).

Entre as enzimas avaliadas, EPH2, BVMO1 e BVMO2 permaneceram com
atividade indetectavel em todas as condi¢des experimentais, enquanto EPH1, LIP1 e
EST1 apresentaram respostas diferenciadas entre as linhagens, evidenciando perfis
enzimaticos distintos e dependentes do tempo.

A andlise permitiu agrupar os resultados em faixas crescentes de atividade.
As linhagens Geotrichum sp. (FAR0O03 e FARO005) e Talaromyces sp. (FAR012)
apresentaram atividades predominantemente na faixa 0-2% de RFU, caracterizando
padrdo basal. Em contraste, os isolados do género Mucor (FARO14 e FARO018)
mostraram forte inducao, e atingiram faixas superiores de 60-100% para LIP1 e acima
de 10% para EST1 em 24 horas.

Estatisticamente, as sondas EPH1 e LIP1 apresentaram diferencas

significativas entre os grupos experimentais, quando consideradas as interagdes entre
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os fungos e tempos (p < 0,05). Foi verificado que para a EPH1, os maiores valores de
atividade foram observados quando expostos ao fungo Mucor sp. FAR014 (Fs =
62,54; p < 0,0001), apresentando atividade em todos os tempos analisados, com uma
taxa de conversao de 3,26% na primeira hora de reacdo, com maximo de 3,17% em
24h (Fs, 12 =3,229; p = 0,0013). Os fungos Geotrichum sp. FARO003, Geotrichum
sp._FARO005, Talaromyces sp. FAR012 e Mucor sp. FAR018 apresentaram uma
fraca atividade para a epoxido-hidrolasel, com valores de conversdo da sonda EPH1
em todos os tempos de reacéao inferior a 2%.

No entanto, na triagem enzimatica por sondas fluorogénicas e considerando
o limite de deteccdo da técnica, determinou-se que a atividade dos isolados que
apresentaram conversdo das sondas em produto igual ou superior a 5% indicava
producdo detectavel de cada enzima testada (Lima et al., 2017; Silva, 2012). Com
base nesse critério, os cinco fungos avaliados apresentaram baixa atividade para as
enzimas analisadas, 0 que limita seu potencial biocatalitico aplicado em processos
gue dependem desse repertorio enzimatico especifico. Nesses casos, a significancia
estatistica observada reflete variacbes metabdlicas entre os isolados, ndo sendo
interpretada como evidéncia de atividade biocatalitica funcional relevante no contexto
aplicado, mas sim como uma hipOtese exploratoria, indicando diferencas no
metabolismo enzimatico basal entre as linhagens avaliadas.

Quanto a Lipase, as atividades mais expressivas foram observadas em Mucor
sp._FARO014 e Mucor sp._FARO018 (F4 = 929,73; p < 0,0001) (Figura 28).

Figura 28 — Grafico temporal da atividade da enzima Lipase nas cinco linhagens
fungicas avaliadas.
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Fonte: Autora (2025).
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Estes apresentaram crescimento da atividade enzimatica ao longo do tempo
(Fs = 556,81; p < 0,0001), sendo que a exposi¢cdo ao Mucor sp._FAR014 (com uma
taxa de conversdo de 100% em 24h), gerou maior atividade quando comparado a
exposicdo ao Mucor sp._ FARO18 que atingiu 62,35% em 24h de reagdo (Fsi12 =
215,38; p < 0,0001), enquanto os demais fungos nédo atingiram o limite de 5% de
conversao considerado significativo.

Por fim, em relacdo a sonda EST, a atividade enzimatica foi praticamente
ausente ao ser exposta aos fungos Geotrichum sp._FARO003, Geotrichum sp._ FAR005
e Talaromyces sp. FAR012 com taxas de conversao inferiores a 1% para esterase,
mas com respostas significativas em rela¢do aos fungos Mucor sp._ FAR014 e Mucor
sp._FARO018 (F4 = 544,63; p < 0,0001) (Figura 29). Estes apresentaram crescimento
da atividade enzimatica ao longo do tempo (F3 = 890,53; p < 0,0001), sendo que a
exposicdo ao Mucor sp._FARO018 (taxa de conversao de 12,61%) gerou maior
atividade quando comparado a exposicdo ao Mucor sp. FAR014 (maximo de
conversao de 10,17%), especialmente no ultimo tempo experimental que corresponde
a 24 h de reagéo (F4,12 =305,91; p < 0,0001; Figura 29).

Figura 29 — Grafico temporal da atividade da enzima Esterase nas cinco linhagens
fungicas avaliadas.

Abividade da Esterase em 24 horas

14 Fungos
—8— FAR O3
—— FAR 05
12 —a— FAR 12
FAR 14
—¥— FAR 18

Atividade Média em % RFU

—

1 hora G horas 12 horas 24 horas
Tempo em horas

Fonte: Autora (2025).

Em andlise dos resultados obtidos nos ensaios HTS com sondas aplicadas
aos fungos avaliados, observaram-se diferencas marcantes entre 0os géneros. As
atividades de esterase, epoxido-hidrolase e lipase permaneceram abaixo de 2% de
RFU em Geotrichum sp. (FARO003; FAROO05) e Talaromyces sp._FARO012, valores
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compativeis com o nivel basal do ensaio. Embora discretas, essas respostas
hidroliticas ndo sao irrelevantes, pois tais enzimas podem atuar como catalisadores
de etapas preparatérias da biotransformacéao, introduzindo alteracdes estruturais que
facilitam processos oxidativos subsequentes (Ningombam et al., 2025; Arun et al.,
2023).

Em contraste, os Mucor sp. (FAR014 e FARO018) apresentaram 0s maiores
niveis de conversao no painel hidrolitico, com lipase variando entre 60-100% de RFU
e esterase préoxima de 10%. Esse padrao indica um sistema enzimatico mais dindmico
e com maior capacidade de hidrélise, sugerindo contribuicdo diferenciada desse
género nas fases iniciais da transformacdo de compostos organicos. Tal
comportamento é coerente com o0 que se conhece sobre espécies de Mucor,
amplamente reconhecidas pelo expressivo potencial lipolitico e aplicacédo consolidada
em biocatélise (Tahiri et al., 2023; Richardson; Rautemaa-Richardson, 2019; Fazili et
al., 2022).

5.5.2.2 Ensaios por extrato enzimatico quantitativo

A degradacéao de biomassa lignoceluldsica por fungos filamentosos é mediada
majoritariamente por enzimas oxidativas, como lacases (Lac), lignina peroxidase (LiP)
e manganés peroxidase (MnP). Essas enzimas sao fundamentais na decomposi¢cao
da lignina, favorecendo o acesso as fragfes estruturais (celulose e hemicelulose) e
ampliando o potencial biotecnolégico desses microrganismos, essenciais para
aplicacdes biotecnologicas, sobretudo em processos de biorremediacdo e producéo
de biocombustiveis (Rani et al., 2024; Chmelova et al., 2024).

A Tabela 5 apresenta os resultados consolidados para os ensaios realizados
com extrato enzimatico para a avaliacdo das oxidases extracelulares produzidas pelos
fungos selecionados no processo de fermentacdo em estado sélido (FES) utilizando
palha de arroz como substrato. A palha de arroz foi selecionada por ser um residuo
agricola rico em lignocelulose, o que a torna um substrato ideal para a producéo de
enzimas ligninoliticas (Araujo et al., 2022).

Para lacase, utilizou-se o ABTS como substrato; para a lignina peroxidase, o
substrato foi o alcool veratrilico; e para a manganés peroxidase, o substrato consistiu

no tampao malonato contendo Mn3*. A atividade enzimética foi medida em unidades
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por litro (U-L™1) e monitorada ao longo de 30 dias. Os dados foram coletados para
cada fungo e enzima, permitindo a analise da variacdo da atividade enzimatica ao

longo do tempo (Figura 30).

Tabela 5 — Médias + desvios-padréao dos valores de absorbéancia para enzimas extra-
celulares em relagéao aos testes com fungos.

Enzimas — U-L™?

Fungos Tempo — . ~ -
Lacase Lignina Peroxidase Manganés Peroxidase
1 dia 0.00+0.00' 0.00+0.00' 0.00+0.00"
FAR003 7 dias 4.19+0.949 36.56+10.641 9.32+0.43¢"
Geotrichum sp. 15 dias 5.28+0.34 123.70+7.06% 2.70+0.51%"
30 dias 0.00+0.00' 180.76+14.70° 0.00+0.00"
1 dia 1.68+0.21" 91.11+10.04¢% 54.10+6.522
FAR005 7 dias 10.51+0.93°  157.29+17.41¢ 12.85+2.00%
Geotrichum sp. 15 dias 1.62+0.21" 26.52+2.77K 27.46+1.36°
30 dias 8.88+0.31* 85.66+4.30%" 5.58+1.00%"
1 dia 0.00+0.00' 16.27+1.40K 36.44+6.54°
FARO12 7 dias 0.00+0.00 200.44+7.12" 7.55+0.61°1
Talaromyces . -
sp. 15 dias 0.00+0.00' 5.16+1.14X 16.77+3.06¢
30 dias 6.38+0.47¢f 20.07+0.97K 0.00+0.00"
1 dia 12.26+0.452 37.35+2.84ik 24.22+1.81°
FARO014 7 dias 0.00+0.00! 104.13+14.98¢ 0.00+0.00"
Mucor sp. 15 dias 0.00+0.00' 253.18+21.902 0.00+0.00"
30 dias 6.16+0.12% 51.68+0.66M 6.73+1.08""
1 dia 1.84+0.28" 66.02+4.099N 13.98+0.85¢%
FAR018 7 dias 8.50+0.24¢ 189.79+1.61% 0.00+0.00"
Mucor sp. 15 dias 10.13+1.51% 276.94+22.40° 0.00+0.00"
30 dias 7.76+0.71% 272.40+23.102 3.80+0.15%"
Fungos <0.0001 <0.0001 <0.0001
p-valor Tempo <0.0001 <0.0001 <0.0001
Fungos*Tempo <0.0001 <0.0001 <0.0001

Legenda: U.L™* (unidade por litro).
Nota: Letras diferentes indicam diferengas estatisticas significativas entre os grupos experimentais.

Fonte: Autora (2025).

Considerando as faixas de atividade, a lacase apresentou valores baixos (0-5
U-L™) para a maioria dos isolados nas primeiras 24 horas, caracterizando atividade
basal inicial. A partir de 7 dias, alguns fungos migraram para faixas moderadas (5-12
U-L™), com destaque para Geotrichum sp. FAR0O05 (10,51 U-L™*) e Mucor

sp._FARO018, que manteve producao entre 7 e 10 U-L™* ao longo do cultivo.
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Entre as linhagens avaliadas, Mucor sp._ FAR014 apresentou a maior média
de producdo enzimatica ja nas primeiras 24 horas de incubacao, atingindo valores
superiores a 12 U-L™ (12,26 U-L™), seguida por queda acentuada nos dias
subsequentes e novo patamar de atividade aos 30 dias (6,16 U-L™), evidenciando

rapida inducéo da producdo enziméatica no inicio do cultivo.

Figura 30 — Grafico de tendéncia dos valores de absorbancia da atividade enziméatica
da Lacase em relagéo a exposi¢édo aos fungos no periodo de 30 dias.
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Fonte: Autora (2025).

Para Mucor sp._ FARO018, verificou-se aumento gradual entre o 10° e 0 15° dia,
atingindo 10,13 U-L™%, com manutenc¢ao de valores até o final do experimento; padréo
semelhante foi observado para Geotrichum sp. FAR003, cujo pico (5,28 U-L™)
ocorreu aos 15 dias de incubacdo, o que pode estar associado ao acumulo
progressivo de metabdlitos secundérios capazes de estimular a produg¢do enzimatica.

Esse conjunto de padrBes temporais é coerente com os resultados da analise
estatistica, que demonstrou diferencas significativas entre os fungos (Fa= 229,54; p <
0,0001), entre os tempos de incubacéo (Fz=84,93; p < 0,0001) e na interagao fungos
e tempos (Fi2, 40 = 221,93; p < 0,0001), indicando que tanto a identidade do isolado
guanto o periodo de cultivo influenciam diretamente a magnitude e 0 momento dos
picos enzimaticos. De modo geral, a maioria das linhagens atingiu seus picos de
atividade por volta do 15° dia, seguido por declinio gradual, comportamento associado
ao consumo dos fenois derivados da palha de arroz, que atuam como indutores da
expressao de lacases (Hussaan et al., 2021; Ali et al., 2019).

Os resultados obtidos com ABTS mostraram correlacéo direta com os testes
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em placa, uma vez que os isolados positivos para naftol também expressaram
atividade medida no extrato enzimatico. Entre eles, Geotrichum sp. FAR005
destacou-se pela seletividade para oxidacdo da posicédo a (1-naftol), refletida na
producdo de 10,51 U-L™ aos 7 dias e manutencao da atividade aos 30 dias (8,88
U-L™).

Em contraste, Talaromyces sp. FAR012 apresentou comportamento
inconclusivo nos testes em placa e baixa producdo (6,38 U-L1) aos 30 dias de
incubacao. Enquanto, Geotrichum sp._ FAR0O03 exibiu pico modesto aos 15 dias (5,28
U-L-1), indicando menor capacidade de inducéo da via ligninolitica. Assim, Geotrichum
sp._FARO003 e Talaromyces sp._ FAR012 configuram o grupo de menor desempenho,
enguanto Geotrichum sp._FAROO5 e as linhagens de Mucor sp. (FAR014 e FARO018),
demonstram maior potencial para a atividade de lacase, evidenciando relevancia
diferenciada entre os isolados avaliados.

A lignina peroxidase apresentou o perfil mais robusto entre as enzimas
avaliadas, distribuindo-se claramente em faixas de atividade ao longo do experimento
(Tabela 5). Nas primeiras 24 horas, a maioria dos isolados situou-se na faixa baixa a
moderada (0-100 U-L™1), com excecdo de Geotrichum sp. FAROO5 e Mucor
sp._FARO018, que exibiram valores iniciais elevados de 91,11 U-L™ e 66,02 U-L™,
respectivamente (Figura 31).

A partir de 7 dias, varios isolados migraram para a faixa moderada a alta (100-
200 U-L™), incluindo Talaromyces sp._FARO012 (209,44 U-L™), Mucor sp._FAR014
(104,13 U-L™) e novamente Mucor sp._FAR018 (189,79 U-L™). Entre 15 e 30 dias,
observaram-se as maiores atividades registradas (>200 U-L™), principalmente para
Mucor sp._FAR014 (253,18 U-L™) e Mucor sp._FARO018 (276,94 U-L™ aos 15 dias;
272,40 U-L™t aos 30 dias).

A distribuicdo desses valores nas faixas € coerente com os resultados da
andlise estatistica, que demonstraram diferencas significativas entre os fungos (Fs =
17,04; p < 0,0001), os tempos experimentais (Fs = 9,13; p < 0,0001) e a interagcao
entre fungos e tempos (Fi2.40 = 8,84; p < 0,0001). Esses resultados confirmam que
tanto a identidade do isolado quanto a duracdo da incubacéo influenciaram de forma
decisiva a magnitude e o momento dos picos enzimaticos, ou seja, cada linhagem
respondeu de maneira particular ao longo do cultivo, revelando perfis cinéticos

distintos.
141



Figura 31 — Grafico de tendéncia dos valores de absorbancia da atividade enziméatica
da Lignina Peroxidase em relacdo a exposi¢cao aos fungos no periodo de 30 dias.
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Fonte: Autora (2025).

O isolado Geotrichum sp._ FAR003 permaneceu na faixa baixa nas primeiras
24 h (0 U-L™1), avancando progressivamente para 36,56 U-L™ (7 dias), 123,70 U-L™*
(15 dias) e 180,76 U-L™* (30 dias), caracterizando inducéo lenta e tardia. Geotrichum
sp._FAROQO05, ao contrario, situou-se desde o inicio em faixa moderada a alta, com
91,11 U-L™* nas 24 h e pico em 157,29 U-L™* aos 7 dias.

Talaromyces sp._ FAR012 exibiu pico precoce (209,44 U-L™* aos 7 dias), ndo
mantendo niveis elevados nos dias seguintes. Mucor sp._FAR014 apresentou valores
moderados aos 7 dias (104,13 U-L™), mas atingiu seu maximo aos 15 dias (253,18
U-L™), revelando uma indugdo mais tardia. Enquanto Mucor sp._ FARO018 foi o isolado
com melhor desempenho geral, apresentando atividade elevada desde o inicio (66,02
U-L™1), um pico expressivo aos 15 dias (276,94 U-L™) e manutencéo de altos valores
apos 30 dias (272,40 U-L™), configurando o perfil mais estavel entre as linhagens
avaliadas.

Por fim, em relagdo a manganés peroxidase, observou-se distribuigcdo clara em
faixas de desempenho, com maior variacdo nas primeiras 24 horas (Tabela 5, Figura
32). Nesse periodo, Geotrichum sp._FAR003 permaneceu na faixa baixa (0-10 U-L™),
engquanto Talaromyces sp. FAR012 (36,44 U-L™1), Mucor sp._FAR014 (24,22 U-L™)
e Mucor sp._ FAR018 (13,98 U-L™) situaram-se na faixa moderada (10-40 U-L™).
Geotrichum sp. FAROO5 destacou-se na faixa alta (>40 U-L™), com 54,10 U-L™,

evidenciando o melhor desempenho inicial entre os isolados.

142



Figura 32 — Grafico de tendéncia dos valores de absorbancia da atividade enziméatica
da Manganés Peroxidase em relacéo a exposi¢ao aos fungos no periodo de 30 dias.
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Fonte: Autora (2025).
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Aos 7 dias, todas as linhagens permaneceram em faixas baixa a moderada,
incluindo Geotrichum sp._ FAR003 (9,32 U-L™), Geotrichum sp. FAR005 (12,85
U-L™1) e Talaromyces sp. FAR012 (7,55 U-L™), enquanto Mucor sp. (FAR014 e
FARO018) ndo apresentaram atividade mensuravel nesse periodo. Entre 15 e 30 dias,
a MnP manteve predominantemente valores na faixa baixa, com destaque para
Geotrichum sp. FAR005, que atingiu 27,46 U-L™* aos 15 dias, o Unico isolado a
apresentar atividade moderada nesse intervalo. Mucor sp._FAR014 (6,73 U-L™) e
Mucor sp._FARO018 (3,80 U-L™) mantiveram niveis reduzidos aos 30 dias, indicando
gue a MnP apresenta uma resposta inicial mais acentuada, seguida de declinio
progressivo.

Esses padroes sdo reforcados pela andlise estatistica, que evidenciou
diferencas significativas entre as diferentes exposi¢des aos fungos (Fs = 184,6; p <
0,0001), tempos experimentais (F3 = 284,59; p < 0,0001) e a interagédo entre fungos e
tempos (Fi2, 40 = 54,44; p < 0,0001), demonstrando que a atividade da MnP é
fortemente dependente da linhagem e do tempo de incubagéao.

No desempenho individual, Geotrichum sp. FAR003 apresentou a menor
expressao enzimatica ao longo de todo o experimento; Geotrichum sp. FAR005
destacou-se pela maior atividade inicial; e Talaromyces sp._FAR012, Mucor
sp._FARO014 e Mucor sp._FARO018 exibiram perfil intermediario, com atividades mais

expressivas apenas no primeiro dia. Em sintese, a MnP teve papel mais relevante nas
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etapas iniciais do cultivo, apresentando menor estabilidade e menor amplitude
temporal em comparacao a lacase e a lignina peroxidase

A andlise dos resultados apresentados na Tabela 5 evidencia que o uso da
palha de arroz como substrato lignocelulésico favoreceu principalmente a producéo
das enzimas lignina peroxidase (LiP) e manganés peroxidase (MnP), em comparacéo
a lacase (Lac). Os fungos avaliados demonstraram atividade para as trés enzimas,
indicando a capacidade de metabolizar os componentes estruturais da palha de arroz
e utilizd-los como fonte de carbono e energia. Em conjunto, esses dados sugerem a
atuacao de um sistema ligninolitico funcional, capaz de promover a degradacédo dos
constituintes da lignocelulose, com destaque para a maior amplitude e intensidade da
expressao de LiP, que se sobressaiu em relacdo as demais enzimas ao longo do
periodo de incubacéo.

Esses resultados podem ter sido influenciados ndo apenas pelo substrato
utilizado, mas também por fatores ambientais, como pH e temperatura (Rueda et al.,
2020; Kumar et al., 2022). Outro aspecto relevante, conforme destacado por Debnath
e Saha (2020), é a necessidade de uma relacdo carbono/nitrogénio (C/N) adequada
ao longo de todo o processo fermentativo para otimizar a producdo enzimatica. Caso
essa relagdo ndo seja equilibrada, a atividade enzimatica pode ser prejudicada,
tornando necessaria a suplementacdo do meio. O carbono, presente nos substratos,
e fundamental para o crescimento celular e como fonte de energia, enquanto o
nitrogénio, segundo nutriente mais abundante no meio de fermentacao, é crucial para
a sintese de compostos celulares, como aminoacidos e purinas (Suryadi et al., 2022).

O estudo de Rueda e colaboradores (2020) verificou um aumento significativo
na producdo enzimatica do fungo Dictyopanus sp. LMB4 apds a adicdo de indutores,
como o Cu?* (0,5 mM), e o ajuste da relacdo C/N no meio de cultivo. Inicialmente, sem
esses ajustes, a producéo de LiP atingiu um valor maximo de 22,3 U-L~! apds 30 dias
de cultivo. No entanto, ao modificar as condi¢coes do meio, incluindo a adicdo do
indutor e a otimizacéo da relacao C/N, a producéao de LiP aumentou substancialmente,
alcancando 267,6 U-Lt. Em contrapartida, ndo foi observada atividade de MnP nas
condicOes testadas. Esses resultados reforcam que ajustes ambientais e nutricionais
podem potencializar a producdo de enzimas especificas em cultivos fungicos (Rueda
et al., 2020; Song et al., 2022).

Neste estudo, ndo foram utilizados indutores nem realizado o ajuste da
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relacdo C/N no meio fermentativo para a producdo enzimética. No entanto, os
resultados obtidos revelaram que, em relacéo a Lac, os melhores desempenhos foram
observados nos fungos Geotricum sp. FARO005, Mucor sp. FAR014 e Mucor
sp._FARO018, com atividades enzimaticas de 10,51 U-L* (168h), 12,26 U-L* (24h) e
10,13 U-L?! (360h) respectivamente. Para a LiP, todos os fungos avaliados
apresentaram boa producdo enzimatica, com destaque para picos elevados aos sete
dias de producéo nas linhagens Geotrichum sp._FARO005 (157,29 U-L"1), Talaromyces
sp._FAR012 (209,44 U-L1) e Mucor sp._FAR014 (253,44 U-L1).

Quanto a MnP, o melhor resultado foi obtido por Geotrichum sp._ FAR0OO05 em
24h de reacdo, com atividade de 54,10 U-L1. Dessa forma, a analise dos resultados
indica que os fungos avaliados apresentam potencial biotecnolégico para aplicacéao
de oxidases. No entanto, recomenda-se a realizagdo de estudos de otimizag&o para
maximizar a producgdo enzimatica.

Nesse contexto, a utilizacdo de substratos alternativos, especialmente
residuos agroindustriais como a palha de arroz, configura-se como uma estratégia
eficiente e ambientalmente sustentavel para a producdo de enzimas de interesse
biotecnolégico. Além de reduzir o impacto ambiental associado ao descarte
inadequado desses residuos, sua aplicacdo como fonte de carbono favorece a sintese
de enzimas ligninoliticas (Khaswal et al., 2024; Rani et al., 2024). Evidéncias
adicionais indicam que essa abordagem também contribui para ganhos econémicos e
para a valorizacao da biomassa residual no &mbito da economia circular biolégica, na
gual residuos agricolas séo reinseridos como insumos industriais estratégicos
(Dhiman et al., 2024; Araujo et al., 2022; Grewal et al., 2022; Matei et al., 2021).

Os resultados obtidos neste estudo reforcam essa tendéncia, demonstrando
gue a utilizacdo da palha de arroz como substrato favoreceu a expressao de LIiP e
MnP em todas as linhagens avaliadas, ainda que com perfis distintos entre si. Achados
semelhantes sdo relatados em investigagbes sobre o potencial de residuos
lignoceluldsicos para estimular a producdo de enzimas aplicaveis em biocatalise e
biorremediacéo (Perez-Contreras et al., 2024; Benavides et al., 2024).

Além disso, o fato de os géneros Geotrichum, Talaromyces e Mucor terem
sido isolados diretamente do sedimento do riacho € coerente com evidéncias da
literatura que relatam a ocorréncia desses mesmos grupos em ambientes aquaticos

naturais e antropicos, frequentemente associados a processos de decomposicao
145



organica e producdo de enzimas oxidativas e hidroliticas. Isolados de Geotrichum
candidum foram descritos em efluentes industriais e aguas residuarias com producéao
de oxidases e hidrolases (Shintani et al., 2002; Peil et al., 2016).

Espécies de Talaromyces foram isoladas de dguas residuérias téxteis e lodos
ativados, com producgdo de LiP, MnP, lacase e enzimas celuloliticas (Zhang et al.,
2021; Egbewale et al., 2023; Egbewale et al., 2025). Enquanto Mucor circinelloides é
amplamente relatado em ambientes aquaticos contaminados e sedimentos, com
capacidades hidroliticas e oxidativas relevantes, como mostrado por Marchut-
Mikotajczyk et al., (2015), Yehia (2023) e Ma et al., (2025). Em conjunto, essas
evidéncias fortalecem a interpretacdo de que os isolados avaliados neste estudo
apresentam potencial metabdlico coerente com suas ecologias naturais.

Embora todas as linhagens tenham produzido enzimas extracelulares, os
valores observados foram inferiores aos relatados para cepas industriais, altamente
adaptadas e cultivadas sob condicbes fortemente otimizadas. Essa diferenca é
esperada, visto que os fungos deste estudo séo isolados de um riacho e ndo passaram
por pré-tratamentos de substrato, suplementacédo ou melhoramento genético, fatores
amplamente reconhecidos por elevar os rendimentos enziméticos (Benavides et al.,
2024; Sajjad et al., 2025). Assim, as atividades detectadas refletem o potencial
genuino dessas linhagens, evidenciando seu metabolismo natural em condicdes
ambientais reais.

Além das enzimas extracelulares avaliadas, € importante considerar que a
tolerdncia e degradacdo de farmacos por fungos podem envolver mecanismos
intracelulares. De fato, trabalhos recentes demonstram que fungos filamentosos
empregam monooxigenases do sistema P450, bem como sistemas de transporte
celular e enzimas conjugadoras para transformar e detoxificar compostos
farmacéuticos e outros poluentes persistentes (Khan et al., 2023; Arun et al., 2023,
Chakraborty et al., 2025). Essa via intracelular atua de forma sinérgica com as
ligninases extracelulares, contribuindo tanto para a modificacdo inicial quanto para a
metabolizacdo final dos contaminantes (Ningombam et al., 2025). A combinacao
dessas vias intra e extracelulares ajudam a explicar a versatilidade metabdlica
observada nos isolados, reforcando que os valores enziméticos obtidos representam
apenas uma fracéo do potencial biocatalitico dessas linhagens.

Nesse contexto, os padrdes de atividade detectados revelam a presenca de um
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conjunto amplo de enzimas em microrganismos oriundos de ambientes ainda pouco
exploradas. Considerando que os fungos sao fontes reconhecidas de lipases,
esterases, hidrolases, oxidases e peroxidases, 0 screening realizado revelou novas
fontes microbianas com propriedades cataliticas relevantes para aplicacdes
biotecnoldgicas.

De modo geral, Mucor sp. FAR014 e Mucor sp._ FAR018 apresentaram 0s
maiores desempenhos para LiP e MnP, enquanto Geotrichum sp._FARO0O05 destacou-
se pela seletividade oxidativa. Esses resultados reforcam o potencial dessas
linhagens para aplicacdes em biorremediacado, sintese verde e processos industriais
dependentes de biocatalisadores especificos.

Por fim, ressalta-se a necessidade de estudos adicionais de otimizacao
envolvendo condi¢cdes ambientais, supleamentacdo nutricional e uso de indutores,
conforme sugerem Rueda et al., (2020) e Song et al., (2022). A integracao entre
triagens enziméaticas e configuracbes fermentativas otimizadas configura-se como
estratégia essencial para ampliar a aplicacdo industrial e ambiental desses

microrganismos, consolidando-os como fontes promissoras de biocatalisadores.

5.6 Biodegradacgéo do Ibuprofeno por fungos filamentosos
5.6.1 Relevéancia do Ibuprofeno em estudos de biodegradacao

A selecéo do ibuprofeno é justificada por ser um contaminante emergente de
ampla recorréncia nos corpos hidricos. Este composto anti-inflamatério ndo esteroide
(AINE), possui venda livre em muitos paises e, portanto, € amplamente utilizado no
tratamento e auxilio de diversas doencgas, essencialmente para controle de dor e febre
(Aguilar-Romero et al., 2024; Peng et al., 2024; Ratnasari et al., 2024). No Brasil, é
um dos farmacos mais utilizados por automedicacdo, por apresentar baixo custo e
facil acesso (De Oliveira; Carvalho; De Andrade, 2023; Arrais et al., 2016).

De acordo com dados da Straits Research (2025), o mercado global de
ibuprofeno atingiu US$ 1,46 bilhdo em 2024 e apresenta proje¢do de crescimento,
estimando-se um aumento de US$ 1,5 bilhdo em 2025 para US$ 1,8 bilhdo até 2033.
No entanto, o elevado consumo global, aliado a sua excrecao por urina e fezes e ao

descarte inadequado, tem contribuido para sua presenca recorrente em CcOrpos
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hidricos e sedimentos. Essa ampla disseminacdo ambiental pode comprometer o
equilibrio ecolégico e representar potenciais riscos a saude humana (Malvar et al.,
2019; Grabarczyk et al., 2020; Jia et al., 2020; Sanchez-Aceves et al., 2021; Piechocka
et al., 2023; Hinzke et al., 2025).

5.6.2 Controle de qualidade do farmaco Ibuprofeno

Ao analisar o farmaco comercial ibuprofeno, observa-se, conforme descrito na
Farmacopeia, tratar-se de um p6 branco amorfo. A temperatura de fusdo determinada
para a amostra foi de 73,5 °C a 74,3 °C, inferior ao intervalo especificado, que varia
de 75 °C a 78 °C (ANVISA, 2019). No espectro de infravermelho (IV), observa-se uma
banda alargada na regido de 3300 cm™, caracteristica do estiramento O-H de acidos
carboxilicos fortemente associados por ligacées de hidrogénio, compativel com a
estrutura do ibuprofeno e nao indicativa de hidroxila livre, presenca de agua ou
degradacdo do farmaco (Pavia et al., 2015). Adicionalmente, a presenca de uma
banda forte e estreita em aproximadamente 1700 cm-1, atribuida ao estiramento C=0

do grupo carboxilico, confirma a integridade estrutural do composto (Figura 33).

Figura 33 — Espectros de |V para o farmaco ibuprofeno comercial, com destaque para
0s grupos funcionais identificados.
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Fonte: Autora (2025).
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A banda caracteristica do alcool do acido carboxilico é identificada na regido
de 2800 cm-1. Além disso, estiramento de baixa intensidade entre 3000-3200 cm sdo
compativeis com as vibra¢gdes de estiramento das ligagdes C-H e pelas vibracdes de
deformacédo na regido de 1300 a 1000 cm™.

Na regido de 2000 cm™, detecta-se um sinal fraco associado ao anel
aromatico para substituido, enquanto a banda em torno de 1500 cm™ corresponde ao
estiramento das ligacbes C=C do anel benzénico (Pavia et al., 2015). Ademais, 0s
espectros obtidos sé&o consistentes com aqueles reportados na literatura (Andrioli et
al., 2014; Garrigues; Gallignani; Delaguardia, 1993).

Foram obtidos também os espectros de RMN de *H (Figura 34 A) e 13C (Figura
34 B), os quais permitiram confirmar a identidade estrutural do farmaco e a auséncia

de impurezas organicas relevantes detectaveis por essas técnicas.

Figura 34 — Em (A), espectro de *H obtidos em CDCls, com 8 scans, em 400 MHz e
(B) espectro de 3C obtidos em CDCls, em 100 MHz (Bruker® AVANCE ).

(A)'H () °C

Fonte: Autora (2025).

A tabela 6 apresenta os dados espectrais de H para a amostra de ibuprofeno
comercial, o qual foi comparado com Shieh e colaboradores (1993) e sé&o
apresentados também os dados de 3C (Tabela 7), os quais foram comparados com
as informagBes contidas na nota técnica Application Note 21(Oxford Instruments,
2022).

Os espectros de RMN de 'H e 13C do ibuprofeno comercial, que evidenciam
deslocamentos quimicos distintos e integracdes de sinais, encontram-se

apresentados no Apéndice D (Figuras 50 e 51).
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Tabela 6 — Deslocamentos espectrais de RMN para *H em ppm das amostras de
ibuprofeno em relacao a literatura, em 400 MHz.

Deslocamento quimico §*H (ppm), J (Hz)

Posigdo C Literatura (5'H, 75 MHz) Comercial (400 MHZ)
— (OH) 9,10 (s, 1H) 11,71 (s, 1H)
2 _ _
3 3,50 (q, 1H, J = 7,18 H2) 3.7 q (1H J = 7,18 H2)
4 1.50 (dd.3H, J= 7.5: 45Hz) 1.5d (3H J = 7.14 Hz)
5 _ _
67 e ” 7,09 (ddd, 2H, J = 8,11:6,3;1,68 Hz)
2= 6,9m (4H) 7.21 (2H J= 1,68: 6,3; 8.11 Hz)
8 - -
9 2,45 (d, 2H, J =7,12 H2) 2,44 (d, 2H, J = 7.23 Hz)
10 1,85 (sept, 1H) 1,83 (sept, 1H, J = 6,6 Hz)
11 0.9 (d, 6H, J = 6,6 H2) 0.89 (d, 6H, J = 6,6 Hz)

Legenda: 6'H em ppm; multiplicidade: s — simpleto, d — dupleto, g — quarteto, dd — duplo dupleto, sept — septeto, ddd — duplo
duplo dupleto, m —multipleto; J — constante de acoplamento (Hz).

Fonte: Autora (2025).

Tabela 7 — Deslocamentos espectrais de RMN para *C em ppm da amostra de
Ibuprofeno comercial em relacao a literatura, em 100 MHz.

Deslocamento quimico §**C (ppm)

nimero C

Literatura Comercial (100 MHz)

1 — —

2 181,36 180,80
3 45,21 45,05
4 30,25 30,18
5 137,19 136,97
6 127,43 127,29
7 129,51 129,44
8 140,93 140,85
9 45,21 44,94
10 18,21 18,14
11 22,51 22,44

Fonte: Autora (2025).

5.6.3 Bioensaio de citotoxicidade do ibuprofeno

Para a definicdo de uma concentracdo adequada de ibuprofeno a ser utilizada
nos ensaios de biodegradacéo, foi realizado um ensaio preliminar baseado na
metodologia de microdiluicdo em caldo, com o objetivo de avaliar os efeitos citotoxicos
do farmaco em trés isolados fungicos: Geotrichum sp. FARO003, Geotrichum
sp._FAROQO05 e Talaromyces sp. FAR012.

O presente ensaio foi necessario devido a auséncia de uma analise isolada
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do ibuprofeno no ensaio de viabilidade celular, o qual avaliou a tolerancia ao farmaco.
Além disso, foi essencial investigar a toxicidade do dimetilsulfoxido (DMSO), solvente
utilizado na preparacédo da solucdo de ibuprofeno, que também foi empregado no
ensaio de biodegradacdo, uma vez que o farmaco é praticamente insolivel em agua.

Para determinar a concentracdo ideal do farmaco, o teste de toxicidade do
ibuprofeno foi conduzido a fim de avaliar a dose maxima suportada pelos fungos. Tal
procedimento foi crucial, pois concentracdes muito baixas podem comprometer o
rendimento na obtencdo dos produtos de interesse, uma vez que a dose ideal para o
processo pode estar na faixa entre a toxicidade observada e a maxima concentracéo
suportada, conforme evidenciado na tabela 8, foi de 100 mg-L*, que inibiu 13,02% do
fungo Geotrichum sp. FARO003, 5,69% do Geotrichum sp. FARO0O5 e 3,94%
doTalaromyces sp._ FAR012 em relacdo aos respectivos controles.

Tabela 8 — Porcentagem de inibicdo do ibuprofeno em relacdo aos fungos
selecionados.

Ibuprofeno Fungos avaliados
Concentragao FARO03 FARO005 FARO12
(mg-L™) Geotrichum sp. Geotrichum sp. Talaromyces sp.
10 57,23 56,47 75,94
30 52,41 41,27 79,60
50 38,92 35,67 95,66
80 33,67 13,29 12,60
100 13,02 5,69 3,94
150 97,99 97,90 97,46
200 98,51 98,88 98,98
DMSO* 176,73 187,69 198,26

Nota: *Valores de citotoxicidade superiores a 100% refletem redugdo metabdlica acentuada em relacédo ao controle positivo, associada ao efeito do solvente (DMSO),
conforme o método de calculo adotado.

Fonte: Autora (2025).

5.6.4 Avaliacéo da Biodegradacéo do Ibuprofeno

O composto (+/-) ibuprofeno [acido 2-(4-isobutilfenil) propandico, registro CAS
(Chemical Abstracts Service) 15687-27-1, formula molecular CisHi1802, massa
molecular 206,28 g-mol! (CAS, 2025)] adquirido em farmécia de manipulacédo
(Floreasca) com lote ALIBB0062020 foi utilizado como substrato de biotransformacé&o
por Geotrichum sp. FAR003, Geotrichum sp. FARQ005 e Talaromyces sp. FAR012,
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em experimentos aplicando-se variagdes no tempo de reacao.

Na andlise por cromatografia com deteccdo UV/VIS a 220 nm, o sinal
correspondente ao ibuprofeno foi observado com tempo de retencéo de 10,5 minutos,
enguanto o padréo interno (PI) e a benzofenona apresentaram tempo de retencao de
9,6 minutos. Por outro lado, na emissdo em 290 nm, nao foi detectado sinal referente
a benzofenona.

Na analise das amostras por HPLC, os cromatogramas indicaram que o fungo
Geotrichum sp._FARO005 foi incapaz de promover alteracdes detectaveis no perfil
cromatografico do ibuprofeno nas condi¢cdes empregadas neste ensaio, uma vez que
nao foram observadas alteracdes significativas no perfil cromatografico.

Em contraste, os fungos Geotrichum sp. FAR003 e Talaromyces sp. FAR012
apresentaram alteracdes no perfil cromatogréafico ao longo do tempo de incubacao,
com sinais compativeis com conversao parcial do ibuprofeno apés 15 dias de
incubacao, sugerindo a formacao de possiveis metabdlitos. Essa diferenca entre os
tempos de retencdo do composto majoritario formado entre Geotrichum sp. FAR003
e o Talaromyces sp. FAR012 sugere a formacdo de compostos distintos,
possivelmente resultante de vias metabdlicas préprias de cada fungo.

Para analisar essas diferencas, as amostras de Geotrichum sp._FARO003 15
dias e Talaromyces sp. FAR012 apo6s 15 dias de incubacdo foram encaminhadas
para analise por UPLC acoplado a espectrometria de massas, com 0 objetivo de
identificar os compostos formados ao longo do processo de transformacdo do
ibuprofeno.

Cabe destacar que o delineamento experimental deste capitulo foi
originalmente concebido com a finalidade de avaliar a biodegradacao do ibuprofeno
por isolados fungicos, considerando a possibilidade de reducdo do composto ao longo
do tempo de incubagé&o. Entretanto, com base no conjunto de evidéncias obtidas nas
analises cromatogréficas e por LC-MS, os resultados sustentam com maior precisédo
a ocorréncia de biotransformacéao, caracterizada pela conversao parcial do farmaco e
pela formacdo de produtos de transformacdo, sem que tenha sido possivel
demonstrar, neste escopo analitico, a remoc¢do quantitativa ou a mineralizacdo do
composto.

Assim, ao longo da interpretacdo e discussao dos dados, optou-se por

empregar prioritariamente o termo biotransformacéao, por refletir de forma mais fiel o
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fendbmeno observado. Ainda assim, o titulo do item foi mantido como “Avaliacao da
biodegradacdo”, uma vez que essa foi a abordagem inicial que orientou o

planejamento experimental e a hipdtese investigada.

5.6.5 UPLC/MS

Nas analises por UPLC acoplado a espectrometria de massas, foi avaliada a
intensidade de ions detectados em fungcéo do tempo de retencéo (minutos). Observa-
se no cromatograma um pico majoritario e bem definido referente a amostra do
ibuprofeno comercial, com um tempo de retencdo (RT) em aproximadamente 5,4
minutos, sem outros sinais, evidenciando a predominancia do composto original nas

condic¢des analiticas (Figura 35).

Figura 35 — Cromatograma para o controle do ibuprofeno comercial por UPLC/MS.
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Fonte: Autora (2025).

5.6.5.1 UPLC/MS para Geotrichum sp._FARO003

O cromatograma obtido por LC-MS apés 15 dias de reacao do ibuprofeno com
o fungo Geotrichum sp._ FAR003 revelou um perfil quimico diversificado, evidenciando
intensa atividade metabdlica. Foram detectados sete picos principais, com tempo de

retencdo entre 1,61 e 5,53 minutos. O pico sete (RT = 5,53 min), com a maior
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intensidade, foi identificado como o ibuprofeno (Figura 36).

Figura 36 — Perfil cromatografico por UPLC/MS para o fungo Geotrichum sp._FARO003.
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Fonte: Autora (2025).

Sua presenca confima que, embora o fungo tenha promovido
biotransformacfes, parte do farmaco permanece inalterado apdés o periodo de
incubacdo. Os demais picos correspondem a metabdlitos de biotransformacéao parcial
do fa&rmaco. Os compostos trés e quatro, sdo isdmeros ou derivados do ibuprofeno,
formados a partir de hidroxilagdes ou rearranjos moleculares. O pico trés, com m/z
175.1, indica um metabdlito descarboxilado, evidenciando perda de carbonila (Tabela
9).

Tabela 9 — Compostos detectados por LC-MS apéds 15 dias de reacdo com Geotrichum
sp._FARO003.

N.° R/T (min) AR % Identificagdo do composto m/z ((M—H]")
1 1,61 0,32 2-hidroxi-ibupofeno 221,11

2 1,84 0,36 N&o identificado 221,11

3 2,33 1,27 Produto de degradacao de IBU 175,11

4 2,79 9,22 3-hidroxi-ibuprofeno 221,11

5 3,21 0,11 N&o identificado 293,17

6 3,51 0,44 Na&o identificado (novo) 472,29

7 5,53 88,28 Ibuprofeno (1BU) 205,11

Area Total 100

Legenda: RT (Tempo de retenc&o na coluna cromatogréfica), AR % (Area Relativa — Proporg&o de cada pico em relagio a area total
dos compostos detectados), m/z ( Razdo massa/carga do ion detectado ([M—-H]~ em modo ESI negativo).

Fonte: Autora (2025).
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A diversidade e o padrédo dos picos reforcam o potencial de Geotrichum
sp._FARO003 para modificar estruturalmente o ibuprofeno, gerando intermediarios e
metabolitos. A presenca do pico do ibuprofeno indica converséo parcial do composto
apos 15 dias, sem permitir, neste conjunto de dados, a quantificacdo de remocé&o
absoluta.

Na figura 37 observa-se o cromatograma do ensaio com o fungo Geotrichum
sp._FARO003 (linha azul), o controle do farmaco (linha vermelha) e o controle do fungo
(linha verde) apds 15 dias de reacéo. Identificou-se a formacgéo de isdmeros do hidroxi-
ibuprofeno em diferentes propor¢cbes ao longo da reagdo. Nos cromatogramas,
observa-se que o pico sete, correspondente ao ibuprofeno inalterado, apresenta

intensidade reduzida, indicando sua conversao durante o processo.

Figura 37 — Analise da biodegradacdo do ibuprofeno pelo fungo Geotrichum
sp._FARO0O03 com os principais picos no cromatograma por UPLC/MS.
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Fonte: Autora (2025).

Dentre os produtos detectados, destacou-se o 3-hidroxi-ibuprofeno,
identificado no pico quatro com tempo de retencao de aproximadamente 2,79 minutos,
e o0 2-hidroxi-ibuprofeno, no pico com RT de 1,66 minuto. Outros metabdlitos também
foram observados, como o pico trés (RT = 2,33 minutos), associado a um produto de
degradacdo do ibuprofeno com possivel perda de fragmento, e o composto

correspondente ao pico dois (RT = 1,84 minutos), que pode representar um metabdlito
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néo identificado ou um intermediario presente em baixa concentracdo (Apéndice D
Figura 53).

Os dados obtidos demonstram que o fungo Geotrichum sp._FARO003 foi capaz
de promover biotransformacéo do ibuprofeno ao longo de 15 dias, com formagéo de
produtos compativeis com reagfes de oxidacdo e descarboxilagdo. A confirmacao dos
produtos de transformacao foi respaldada pelos dados de fragmentacdo observados,
com destaque para os ions de m/z 221,11 [M-H]", atribuidos ao 2-hidroxi-ibuprofeno
(RT = 1,61 minuto) e ao 3-hidroxi-ibuprofeno (RT = 2,79 minutos), em concordancia
com padrfes descritos na literatura (Apéndice D - Figuras 52 e 54).

As modifica¢des estruturais observadas resultam na formacéo de metabdlitos
mais polares, condicdo amplamente associada a maior solubilidade em agua e,
consequentemente, maior suscetibilidade a rotas degradativas subsequentes ou
processos de remocdo ambiental. Esse comportamento ja foi relatado para produtos
hidroxilados do ibuprofeno, os quais apresentam maior propensao a degradacao ou
eliminacdo ambiental devido ao aumento de polaridade (Jan-Roblero; Cruz-Maya,
2023), o que sugere a relevancia do isolado Geotrichum sp._FAR003 em estudos
exploratorios voltados a biorremediacdo, considerando seu desempenho metabdlico

sob as condi¢cBes avaliadas.

5.6.5.2 UPLC/MS para Talaromyces sp._FAR012

No cromatograma obtido por LC-MS apés 15 dias de re¢éo do ibuprofeno com
o fungo Talaromyces sp._FAR012 foram detectados seis picos principais, com tempos
de retencao entre 1,61 e 5,49 minutos. O pico seis (RT = 5,49 min), com a maior
intensidade, foi identificado como o ibuprofeno (Figura 38). Os demais picos
correspondem a potenciais produtos oriundos da biotransformacéo parcial do
farmaco. Os compostos 1,3 e 4, sugerem a formacéo de isdmeros ou derivados do
ibuprofeno, como possiveis hidroxilagdes ou rearranjos moleculares (Tabela 10).

No cromatograma para o ensaio com Talaromyces sp._FAR012 (linha azul),
observa-se o controle do fungo (linha verde) e o controle do farmaco (linha vermelha)
apos 15 dias de reacao (Figura 39). Talaromyces sp._ FAR012 demonstrou expressiva
capacidade de atuar na biotransformacdo do ibuprofeno. Essa atividade foi

evidenciada pela reducao significativa do pico correspondente ao farmaco original nos
156



cromatogramas, acompanhada pelo surgimento de trés novos picos compativeis com
metabolitos monohidroxilados. Esses resultados sugerem fortemente a acdo de
enzimas oxidativas secretadas pelo microrganismo, capazes de catalisar reacfes de
hidroxilagdo em diferentes posicdes da molécula do ibuprofeno, abrangendo tanto a
cadeia lateral quanto o anel aromatico. Esse comportamento revela a existéncia de
multiplas rotas metabdlicas acessadas pelo fungo durante o processo de

transformacéo do composto.

Figura 38 — Perfil cromatografico por UPLC/MS para Talaromyces sp. FAR012.
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Fonte: Autora (2025).

Tabela 10 — Compostos detectados por LC-MS apés 15 dias de reacdo com
Talaromyces sp._ FAR012.

N.° R/T (min) AR % Identificacdo do composto m/z ((M-H]")
1 1,61 3,06 2-hidroxi-ibuprofeno 221,11

2 1,83 0,46 1-hidroxi-ibuprofeno 221,11

3 2,32 1,39 Produto de degradacéo de IBU 175,11

4 2,79 8,10 3-hidroxi-ibuprofeno 221,11

5 3,21 0,23 N&o identificado 293,17

6 5,49 86,76 Ibuprofeno (IBU) 205,11

Area Total 100

Legenda: TR (Tempo de retencgdo na coluna cromatogréafica), AR % (Area Relativa — Proporc&o de cada pico em relagéo a area
total dos compostos detectados), m/z ( Raz&o massa/carga do ion detectado ([M-H]~ em modo ESI negativo).

Fonte: Autora (2025).

Os trés produtos identificados, com razdo massa/carga (m/z) de 221,1 [M-H]~
e tempos de retencdo de 1,61; 1,83 e 2,79 minutos, correspondem, juntos, a

aproximadamente 12% da area relativa dos picos cromatograficos, indicando
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conversdo significativa. Atribuicdes estruturais baseadas em padrbes de
fragmentacdo por espectrometria de massas permitiram a identificacdo desses
compostos como isdbmeros monohidroxilados do ibuprofeno, nomeadamente o 1-
hidroxi-ibuprofeno, 2-hidroxi-ibuprofeno e 3-hidroxi-ibuprofeno (Apéndice D - Figuras
55, 56 e 57).

Figura 39 — Analise da biodegradacdo do ibuprofeno pelo fungo Talaromyces
sp._FARO012 com os principais picos no cromatograma por UPLC.
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(3), 1-hidroxi-ibuprofeno (2), 2-hidroxi-ibuprofeno (1).

Fonte: Autora (2025).

5.7 Biodegradacéo do ibuprofeno e formacéo de metabdlitos hidroxilados

Esses resultados estdo em consonancia com dados reportados na literatura
cientifica, nos quais a hidroxilagéo fangica tem sido amplamente descrita como uma
rota comum na biotransformacéao parcial de farmacos, conferindo maior polaridade as
moléculas e favorecendo sua mineralizacdo subsequente (Peng et al., 2024; Khan,
2025). Essa hidroxilagdo tem sido atribuida, sobretudo, a acdo de sistemas
enzimaticos oxidativos que operam tanto intracelular quanto extracelularmente. No

ambiente intracelular, destacam-se os complexos citocromo P450 (CYP450) e outras
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mono-oxigenases de fungdo mista, reconhecidos por catalisar reagbes de fase |
(oxidacao, reducéo e hidrélise) em moléculas farmacéuticas (Khan et al., 2023).

Ja no ambito extracelular, fungos ligninoliticos produzem lacases e diferentes
classes de peroxidases, capazes de promover oxidagOes radicalares que culminam
igualmente na introdugdo de grupos hidroxila, contribuindo para o aumento da
solubilidade e subsequente transformacdo dos compostos (Amobonye et al., 2023;
Khan et al., 2023; Khan, 2025). No presente estudo, a atuacdo combinada desses
sistemas oxidativos resultou na conversao parcial do ibuprofeno em trés isdbmeros

monohidroxilados, conforme sintetizado na Figura 40.

Figura 40 — Isbmeros formados do processo de biodegradacao do ibuprofeno com as
linhagens fungicas avaliadas individualmente.
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Fonte: Autora (2025).

Destaca-se que todas as reacdes foram conduzidas de forma independente,
ou seja, Geotrichum sp._FARO003 e Talaromyces sp._FARO012 atuaram isoladamente,
sem formacdo de consoércios microbianos. Essa abordagem experimental permite
atribuir com maior precisédo a cada isolado o perfil de transformacdo observado,
garantindo que a formacdo dos metabdlitos hidroxilados decorre exclusivamente da
atividade metabdlica individual de cada fungo. Os dados cromatograficos e
espectrométricos obtidos por LC-MS permitiram a identificagé@o e quantificacéo relativa

dos produtos de transformacao, além da elucidacdo estrutural dos metabdlitos com
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base na posicdo da hidroxilagdo na molécula original do ibuprofeno. Observa-se que
o ibuprofeno, com RT de 5,53 min para Geotrichum sp._ FAR003 e 5,49 min para
Talaromyces sp._FARO012, apresenta um ion molecular com raz&o massa/carga (m/z)
de 205,11. A estrutura do composto permanece inalterada antes da acdo enzimatica

microbiana.

5.7.1 Biotrasformacéo do ibuprofeno e formacéo do 3-hidroxi-ibuprofeno

Apés 15 dias de reagdo do ibuprofeno na presenca dos fungos Geotrichum
sp._FARO0O03 e Talaromyces sp._ FAR012, a andlise por LC-MS revelou a formacédo de
metabolitos oriundos da biotransformacédo parcial do farmaco. Entre os compostos
detectados, destaca-se o 3-hidroxi-ibuprofeno (3-OH-IBU), com tempo de retencéo de
2,79 minutos. Esse metabdlito apresentou as maiores taxas de conversao relativas:
9,22% para Geotrichum sp. FAR003 e 8,10% para Talaromyces sp. FARO012,
reforcando seu papel como principal produto de transformacdo nos sistemas
avaliados.

A presencga consistente desse isomero em ambas as reagdes indica que o
carbono 3 da cadeia lateral do ibuprofeno é um sitio preferencial de oxidagéo pelas
enzimas fungicas, provavelmente devido a maior estabilidade do radical intermediario
gerado durante o processo de hidroxilagdo. Este metabolito € detectado em baixas
concentragbes em amostras de urina humana e amostras ambientais (Djukovic et al.,
2008; Waraksa et al., 2018; Piechocka et al., 2023; Hinzke et al., 2025). O que
corrobora os resultados aqui obtidos ao evidenciar que rotas de hidroxilacédo
semelhantes podem ocorrer tanto em sistemas bioldgicos humanos quanto em

contextos ambientais.

5.7.2 Biotransformacéao do ibuprofeno e formacé&o do 2-hidroxi-ibuprofeno

Além do 3-OH-IBU, outro metabdlito relevante detectado por LC-MS foi 0 2-
hidroxi-ibuprofeno (2-OH-IBU), um produto monohidroxilado formado a partir da
atividade de ambos os fungos. No presente estudo, o 2-OH-IBU foi detectado com
tempo de retencdo de 1,66 minutos, e essa diferenca em relacéo a outros trabalhos

pode ser atribuida as variagdes nas condi¢cdes cromatograficas utilizadas, o que nao
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compromete a correlacéo estrutural do composto identificado, dada a consisténcia do
padrdo de fragmentacédo obtido por LC-MS (Apéndice D - Figura 55). Embora em
menor propor¢ao que o 3-OH-IBU, sua identificagéo neste estudo € particularmente
significativa, uma vez que esse composto é amplamente reconhecido como o principal
metabdlito do ibuprofeno em humanos, sendo excretado predominantemente pela
urina ap6s a administracao oral do farmaco (Djukovic et al., 2008; Magiera; Gllmez,
2014; Martins, 2023; Piechocka et al., 2023).

Em estudo recente, Piechocka et al., (2023) utilizaram cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de espalhamento de luz por evaporacdo (HPLC-ELSD)
para analisar amostras de urina humana, demonstrando que o 2-hidroxi-ibuprofeno é
um dos principais produtos resultantes da metabolizacéo do ibuprofeno, com tempo
de retengcdo de aproximadamente 2,8 minutos. Embora esse trabalho ndo aborde
efeitos toxicos dos subprodutos gerados, revisdes ecotoxicologicas indicam que
determinados metabdlitos hidroxilados e carboxilados do ibuprofeno podem
apresentar toxicidade semelhante ou até superior a do composto original em alguns
organismos aquaticos em ensaios in vitro, ainda que o perfil toxicologico especifico do
2-OH-IBU permaneca menos caracterizado (Chopra; Kumar, 2020; Jia et al., 2021).
Nesse sentido, os resultados obtidos aqui, aliados a literatura, reforcam que o 2-OH-
IBU deve ser considerado ndo apenas como produto esperado do metabolismo
humano, mas também como um composto de interesse em avaliagbes de risco
ambiental.

A formagdo desse metabdlito hidroxilado também evidencia a atuagdo de
sistemas oxidativos intracelulares, especialmente citocromos P450 e outras
monooxigenases, que desempenham papel central nas reacdes de fase | e sao
amplamente descritos em fungos filamentosos como responséaveis por hidroxilacdes
e outras transformagdes analogas as que ocorrem no metabolismo hepético humano
(Amobonye et al., 2023; Palaric et al., 2019; Olicén-Hernandez; Gonzalez-Lbopez;
Aranda, 2017). A presenca desses sistemas enzimaticos reforca o potencial dos
fungos avaliados como modelos para estudos de biotransformacdo e como
plataformas sustentaveis para a sintese verde de metabdlitos bioativos.

Esse metabdlito tem sido detectado em diferentes compartimentos
ambientais, indicando sua persisténcia e relevancia como contaminante emergente.

Estudos realizados em regides da Espanha demonstraram presenca tanto em
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afluentes e efluentes de estac¢des de tratamento quanto em aguas de rios, refletindo
a limitada remocéo desse composto nos processos convencionais (Ferrando-Climent
et al., 2012; Malvar et al., 2019).

A ocorréncia desse metabdlito também foi registrada em 4guas oceanicas,
com amostras coletadas ao longo da costa portuguesa evidenciando a presenca
simultanea de 2-OH-IBU e seu composto original, o ibuprofeno (Paiga et al., 2015).
Em outro estudo, conduzido no Canada, observou-se que efluentes hospitalares
apresentaram concentracdes de 2-hidroxi-ibuprofeno superiores as do préprio
ibuprofeno, sugerindo transformagfes metabdlicas relevantes jA no ambiente ou
durante o tratamento dos residuos (Ouarda et al., 2019). Esses dados reforcam a
necessidade de monitoramento continuo e estratégias de mitigacdo mais eficazes
para farmacos e seus metabdlitos no ambiente aquatico.

Além de sua ampla detec¢cdo em matrizes ambientais, o 2-hidroxi-ibuprofeno
também tem sido identificado como produto principal em diversos processos de
biodegradacdo fungica do ibuprofeno, destacando seu papel como metabdlito
recorrente. Em estudo realizado por Klenk e colaboradores (2019), o fungo
filamentoso Mucor hiemalis foi empregado como biocatalisador, promovendo a
conversao do ibuprofeno (1 g-L™) em 2-hidroxi-ibuprofeno com elevado rendimento
(90%) por meio de oxifuncionalizacé&o.

De forma semelhante, Marco-Urrea et al., (2009) investigaram a acao do
basidiomiceto Trametes versicolor sobre o ibuprofeno (10 mg-L™), observando uma
biodegradacéo rapida e eficiente, com formacéo de 2-hidroxi-ibuprofeno em 68% apdés
60 minutos de incubacao, valor que aumentou para 84% ap06s 150 minutos.

Mais recentemente, Kasonga e associados (2021) investigaram a capacidade
degradativa de cinco linhagens fangicas, Aspergillus niger, Mucor circinelloides,
Trichoderma longibrachiatum, Trametes polyzona e Rhizopus microsporus frente ao
ibuprofeno (1 mg-L™). Dentre os isolados avaliados, Mucor sp. destacou-se,
promovendo a remocéo de 98% do farmaco apés 48 horas de incubacao. Durante o
processo, foram detectados os metabdlitos intermediarios 2-hidroxi-ibuprofeno e 1-
hidroxi-ibuprofeno, os quais, entretanto, deixaram de ser observados apos 10 dias de
reacao, sugerindo sua posterior metabolizagdo ou completa mineralizagao.

A formacao de 2-hidroxi-ibuprofeno também foi observada em estudo recente

envolvendo a biotransformacéo do ibuprofeno (100 mg-L1) por Alternaria sp., um
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fungo endofitico. Nesse caso, 0 metabdlito foi identificado como produto da
hidroxilacdo na cadeia lateral do farmaco apos 48 horas de reacdo, com 55,7% de
conversédo em 96 horas, reforcando a capacidade de diferentes fungos em promover
transformacdes oxidativas semelhantes, ainda que sob diferentes condicbes e em
tempos reacionais distintos (Barros, 2025).

A convergéncia desses estudos com os resultados do presente trabalho indica
gue o 2-OH-IBU constitui um metabdlito-chave em rotas de biotransformacdo do
ibuprofeno, tanto em sistemas ambientais naturais quanto em processos
biotecnolégicos controlados, o que justifica sua classificagdo como contaminante
emergente de interesse.

Diante disso, pesquisas vém explorando a presenca e 0s impactos do
ibuprofeno e do metabdlito 2-OH-IBU em organismos aquaticos, com especial atencéo
a bioacumulagédo em tecidos e 6rgaos apos exposi¢cdes prolongadas. Em peixes como
Danio rerio (Sanchez-Aceves et al., 2021) e Cyprinus carpio (Islas Flores et al., 2014),
foi constatada a inducado de estresse oxidativo relacionada a esses compostos, o que
levanta preocupacfes quanto ao bem-estar desses organismos. Adicionalmente,
esforcos tém sido direcionados para detectar tais substancias em espécies
consumidas pela populagéo, como o mexilhao Mytilus galloprovincialis (Malvar et al.,
2022), refletindo o interesse em proteger ndo apenas 0s ecossistemas, mas também
a saude humana.

Embora ainda haja lacunas importantes a serem preenchidas, os dados de
Grabarczyk et al., (2020) trazem um alento ao indicarem que o 2-OH-IBU apresenta
toxicidade muito inferior ao ibuprofeno, este ultimo classificado como nocivo a todos
0s organismos testados. No entanto, o composto acido 4-(2-hidroxi-2-metilpropil)-a-
metil benzenoacético (CAS n°® 51146-55-5), amplamente conhecido como 2-hidroxi-
ibuprofeno, esté listado pela rede NORMAN como um poluente emergente (NORMAN,
2025). Sua inclusdo se deve a deteccdo recorrente em ambientes aquaticos e ao
potencial de causar efeitos adversos a biota, ainda que com toxicidade inferior a
molécula original (Peng et al., 2024). Assim, ainda que o 2-OH-IBU possa ser menos
toxico que o farmaco de origem, sua persisténcia, recorréncia e capacidade de
bioacumulacao justificam a ateng&o regulatoria e o seu monitoramento em programas

de vigilancia ambiental.
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5.7.3 Biotransformacéao do ibuprofeno e formacé&o do 1-hidroxi-ibuprofeno

O fungo Talaromyces sp._ FAR012 também formou o metabdlito 1-hidroxi-
ibuprofeno (1-OH-1BU), embora em baixa quantidade, com tempo de retencéo de 1,83
minutos. Essa observacgao evidencia diferengas na regiosseletividade e na diversidade
enzimatica entre os isolados estudados, especialmente em comparacdo ao perfil
metabdlico mais restrito de Geotrichum sp._FARO003, que ndo formou esse isbmero.

A identificacdo do 1-OH-IBU foi confirmada por espectrometria de massas,
com base em seu padrdo de fragmentacao caracteristico (Apéndice D, Figura 56).
Resultados semelhantes foram previamente descritos por Peng e colaboradores
(2024), que relataram a formacdo desse mesmo metabdlito durante a
biotransformacao do ibuprofeno (5 mg-L™) pelo fungo Apiotrichum sp. I1B-1, o qual
apresentou alta eficiéncia de conversao, atingindo 95,77%.

Por sua vez, Barros (2025) também identificou o 1-OH-IBU como produto de
transformacdo do ibuprofeno (100 mg-L™) pelo fungo endofitico Albonectria
rigidiuscula, com tempo de retencéo de 1,7 minutos e taxa de conversao de 0,7% em
96 horas de reacdo. Esses dados reforcam que, embora o 1-OH-IBU seja um
metabdlito menos frequente em alguns sistemas flungicos, ele pode surgir sob
condic¢des especificas de catalise enzimatica, refletindo a complexidade e seletividade
das vias oxidativas microbianas envolvidas na degradacao de CEs como o ibuprofeno.

No contexto deste estudo, a formacdo exclusiva de 1-OH-IBU por
Talaromyces sp._FAR012, ainda que em baixa conversdo, funciona como um
marcador adicional de sua maior versatilidade metabdlica quando comparado a
Geotrichum sp._ FAR003.

5.7.4 Comparacao dos perfis de biotransformacéo e atividade enzimética dos

isolados fangicos

A identificacdo dos trés isbmeros de hidroxi-ibuprofeno foi realizada com base
na razado massal/carga (m/z) de 221, compativel com as estruturas apresentadas na
Figura 40. Esse resultado sugere que o ibuprofeno foi predominantemente submetido
a reacOes de oxidacao, especialmente por hidroxilagdo da cadeia lateral, indicando

essa modificagdo como uma das principais rotas de biotransformagao mediadas pelos
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fungos avaliados. A hidroxilagdo constitui um mecanismo amplamente descrito para
farmacos aromaticos e promove o aumento da hidrossolubilidade do composto,
reduzindo sua afinidade por membranas biolégicas e, consequentemente, sua
tendéncia de acumulacéo intracelular, o que contribui para a atenuacéo de efeitos
téxicos (Wang et al., 2019).

Nesse contexto, observa-se uma diferenca funcional relevante entre os
isolados investigados. O isolado Geotrichum sp. FARO03 apresentou capacidade
moderada de biotransformacao, evidenciada pela reducéo do pico cromatogréafico do
ibuprofeno e pela formacéo de metabolitos oxidativos, embora com menor diversidade
estrutural. Foram detectados os isébmeros 2-hidroxi-ibuprofeno e 3-hidroxi-ibuprofeno,
sugerindo um repertério metabolico mais restrito. Em contraste, Talaromyces
sp._FARO012 promoveu a formacédo de um terceiro isbmero adicional (1-OH-1BU),
indicando maior variabilidade metabdlica. Essa diferenciagdo € consistente com
estudos que demonstram a variabilidade intra e interespecifica entre fungos
filamentosos quanto a capacidade de hidroxilacdo do ibuprofeno e a geracdo de
conjuntos distintos de metabdlitos (Vaksmaa et al.,, 2023; Restrepo; Legarda;
Sanchez, 2025).

Os resultados enzimaticos corroboram essas distingbes metabdlicas. O
isolado Geotrichum sp._ FAROO5 demonstrou expressiva atividade na producdo de
enzimas oxidativas, destacando-se Lac (10,51 U-L™* em 7 dias), MnP (54,10 U-L™* em
24 horas) e LiP (157,29 U-L™* em 7 dias). Para Geotrichum sp. FARO003, a enzima
mais expressiva foi a LiP (180,76 U-L™* em 30 dias). Esses perfis evidenciam que
isolados pertencentes ao mesmo género podem exibir repertorios cataliticos distintos,
influenciando diretamente os processos de transformacéo do farmaco.

Enzimas oxirredutases, como lacases e peroxidases, sdo amplamente
reconhecidas por sua capacidade de atuar sobre estruturas aromaticas e fendlicas,
favorecendo reacdes oxidativas que promovem modificacdes estruturais em
compostos farmacéuticos, incluindo anti-inflamatérios néo esteroidais (Bankole et al.,
2020; Khan, 2025). Esse comportamento também foi observado em Talaromyces
sp._FARO012, cuja producao de lignina peroxidase atingiu 209,44 U-L™1, indicando um
sistema enzimatico ativo e potencialmente relevante na biotransformacdo do
ibuprofeno. Assim, os resultados sugerem que a eficiéncia observada esta fortemente

associada aos perfis enzimaticos dos isolados, uma vez que enzimas oxidativas
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desempenham papel central na modificagdo de estruturas quimicas recalcitrantes
(Torres-Farrada et al., 2024).

A aplicagéo de fungos e de seus sistemas enzimaticos na transformacao de
farmacos em matrizes aquaticas representa uma abordagem promissora para o
desenvolvimento de estratégias ambientalmente sustentaveis. A micorremediacao
desponta como alternativa complementar aos métodos convencionais de tratamento,
frequentemente limitados na remocédo de contaminantes emergentes (Pawlowska et
al., 2023; Hinzke et al., 2025). Essa estratégia contribui para a reducédo da persisténcia
ambiental de micropoluentes e destaca a relevancia biotecnoldgica dos fungos
filamentosos.

Apesar desse potencial, desafios significativos ainda restringem a aplicacao
em escala ampliada, incluindo variabilidade na eficiéncia enzimética, seletividade
metabdlica e influéncia de fatores fisico-quimicos, como pH, temperatura,
disponibilidade de nutrientes e presenca de co-contaminantes (El-Gendi et al., 2021,
Akrout et al.,, 2024; Khan, 2025). Tais aspectos reforcam a necessidade de
aprofundamento na compreensdo das interacdes entre fungos, enzimas e matriz
ambiental.

Além de sua relevancia cientifica, a micorremediacdo apresenta alinhamento
direto com os ODS, especialmente o0 ODS 6 (Agua potavel e saneamento), o ODS 14
(Vida na 4gua) e o ODS 3 (Saude e bem-estar), evidenciando o potencial dessas
abordagens no enfrentamento da farmaco-contaminacgédo (Garg; Kim; Romero-Suarez,
2025).

Em sintese, a analise integrada dos isébmeros de hidroxi-ibuprofeno (3-OH-
IBU, 2-OH-IBU e 1-OH-IBU) e dos perfis enzimaticos de Geotrichum sp. FAR003 e
Talaromyces sp._ FAR012 indica que, embora a biotransformacao tenha sido parcial,
os isolados fungicos ativaram rotas predominantemente oxidativas compativeis com
aquelas descritas na literatura. Esses achados reforcam a relevancia metabdlica
desses microrganismos em processos de transformacdo de contaminantes
emergentes. Contudo, permanece fundamental investigar a ecotoxicidade dos
metabdlitos gerados, especialmente sob cenarios de exposicdo cronica em
ecossistemas aquaticos (Vaksmaa et al., 2023; Khan, 2025; Torres-Farrada et al.,
2024).
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5.8 Avaliagéo do ensaio de ecotoxicidade

Os resultados do bioensaio agudo com sementes de alface teve duracéo de
sete dias (168h) e estao representados na Figura 41. Lactuca sativa demonstrou
capacidade de se estabelecer em meio potencialmente téxico e desenvolver-se
parcialmente, exibindo efeitos tanto letais (inibicdo da germinacdo) quanto subletais
(inibicdo no desenvolvimento das plantulas).

A Figura 41a ilustra o crescimento uniforme de plantulas germinadas em papel
germitest apdés o periodo de incubagdo, no grupo controle. Observa-se 100%
germinacdo, com todas as sementes apresentando emergéncia radicular e
desenvolvimento da parte aérea. As plantulas exibem raizes bem definidas, com
alongamento visivel, além de cotilédones expandidos, simétricos e de coloracao verde
intensa, o que indica condi¢gbes ideais para germinacdo e auséncia de estresse
guimico. A distribuicdo regular das plantulas e o padrao homogéneo de crescimento
reforcam a confiabilidade do tratamento controle como referéncia para comparacao
com os demais tratamentos.

Na Figura 41b, observa-se o desenvolvimento das plantulas sob
concentracfes variando de 0,0 a 0,5 mg-L™. No tratamento controle, as plantulas
apresentaram maior vigor aparente, caracterizado por raizes mais alongadas e parte
aérea com cotilédones expandidos. Com o aumento da concentracdo do farmaco,
verifica-se uma tendéncia de redugcdo no comprimento radicular e na expansao da
parte aérea, particularmente nas concentracdes a partir de 0,3 mg-L™. Na dose de 0,5
mg-L™1, o padrao visual indica maior comprometimento do desenvolvimento das
plantulas, com reducédo da parte aérea e menor alongamento da raiz principal.

Na sequéncia, a terceira imagem (Figura 41c) complementa a avaliagcéo
visual, abrangendo concentracées entre 1,0 e 8,0 mg-L™.. A partir de 1,0 mg-L™,
observa-se um padréo visual compativel com reducédo do desenvolvimento radicular
e da parte aérea, caracterizado por raizes mais curtas e cotilédones menos
expandidos. Esse comportamento mantém-se nas concentracdes de 4,0 mg-L™t e 8,0
mg-L™%, nas quais o desenvolvimento das plantulas mostra-se visualmente mais
limitado, quando comparado ao tratamento controle.

Na Figura 41d, os tratamentos variam entre 16 e 100 mg-L™t. Os registros

fotograficos indicam restricdo generalizada do desenvolvimento das plantulas, com
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reducdo do alongamento radicular e da expansdo da parte aérea em todas as

concentracfes avaliadas.

Figura 41 — Efeito das diferentes concentracdes de ibuprofeno na germinacao e
desenvolvimento de plantulas de Lactuca sativa L.
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Legenda: (a) plantulas normais do tratamento controle ; (b) doses de 0,1 a 0,5 mg-L™; (c) doses de 1,0 a 8,0 mg-L* e

(d) superdoses 16 a 100 mg-L *
Fonte: Autora (2025).

De forma geral, as imagens sugerem uma tendéncia de reducdo do
desenvolvimento das plantulas com o aumento da concentracdo de ibuprofeno,
afetando tanto o sistema radicular quanto a parte aérea. Ressalta-se que essas
observacGes possuem carater exclusivamente descritivo, sendo a magnitude e a
significancia dos efeitos avaliadas por meio das andlises estatisticas apresentadas
nas secdes subsequentes.

Apoés essa caracterizacao visual inicial, os resultados seguintes apresentam,
de forma quantitativa, os efeitos do ibuprofeno sobre as variaveis morfométricas
avaliadas, incluindo taxa de germinacdo, comprimento das plantulas (raiz e parte
aérea) e biomassa seca. Na sequéncia, € introduzida a andlise do Indice de
Toxicidade (IT), empregada como métrica integradora para a comparacao dos efeitos

observados entre os tratamentos.
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5.8.1 Efeitos do ibuprofeno sobre a germinacéao de Lactuca sativa

Pela analise da porcentagem de germinacéao (PG) e do indice de velocidade
de germinacéo (IVG), observa-se reducao dos valores das variaveis com o aumento
da concentracdo de ibuprofeno, evidenciando um padrdo de resposta dose-
dependente em ambas as variaveis (Figura 42).

Doses de ibuprofeno entre 0,1 e 0,3 mg-L™* apresentaram valores de
germinacao variando entre 85%, 83% e 82%, respectivamente (Fi3s4 = 187,98; p <
0,0001). Entretanto, concentracdes mais elevadas, a partir de 0,5 mg-L™* resultaram
em reducédo acentuada da germinacgéo para 32%. As maiores inibicdes ocorreram nas
doses de 4, 8, 64 e 100 mg-L™, cujos valores variaram entre 14% a 3%, todas
estatisticamente distintas do controle (Figura 42A).

De forma semelhante, os valores do IVG também apresentaram reducdes
significativas com o incremento da concentracdo do composto (Fi3ss = 55,405; p <
0,0001). As doses entre 0,1 e 0,3 mg-L™ promoveram reducao ténue no IVG, com
percentuais variando entre 82% e 72% em relacdo ao controle (Figura 42B). No
entanto, concentragbes mais elevadas (= 0,5 mg-L™) promoveram inibicdes
significativas, sendo que os tratamentos com 64 e 100 mg-L™* apresentaram valores
praticamente nulos (3% e 1,2%, respectivamente).

Figura 42 — Boxplots representando a Porcentagem de Germinac&o (A) e indice de
Velocidade de Germinacgao (B) de Lactuca sativa exposta a diferentes concentracoes
do ibuprofeno.

>
W

©
o

é bl ab ab
|| |e» 189,
! Te i

% £ ot =
T Tttty

0 0102 03 04 05 1 2 4 8 16 32 64 100 0 0102030406 1 2 4 8 16 32 64 100
— -1
Dose (mg.L™") Dose (mg.L™ ")

indice de Velocidade
de Germinagéo (IVG)
=

(]
o

Percentual de Germinagao (PG %)

04
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estatisticamente significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autora (2025).
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Ambas as variaveis analisadas (PG e IVG) apresentaram comportamento
consistente em funcdo do incremento da concentracdo de ibuprofeno, indicando
reducdo dos parametros germinativos com o aumento da dose. Esse padrao sugere
gue a exposicao ao farmaco afeta ndo apenas a proporgéo de sementes germinadas,
mas também a dindmica temporal do processo germinativo. Esses resultados
evidenciam alteracdo no desempenho germinativo de Lactuca sativa em condi¢des
laboratoriais controladas, fornecendo subsidios para a interpretacédo dos efeitos do

composto sobre estagios iniciais do desenvolvimento vegetal.

5.8.2 Efeito do ibuprofeno sobre o desenvolvimento das plantulas

5.8.2.1 Efeito da dose sobre a raiz

Em relacdo ao comprimento das raizes (CR), observou-se que o grupo
controle (dose 0,0) apresentou comprimento médio de raiz de 39,81 + 0,59 mm,
considerado como 100% de crescimento. Foi possivel verificar que houve um efeito
significativo da dose sobre o comprimento radicular (CR- F13 666 = 170, p < 0,0001).
As maiores médias foram observadas nos tratamentos com doses de 0 mg.L™ (39,81
mm - 100%), 0,1 mg-L™* (35,47 mm - 89%), 0,4 mg-L™* (37,61 mm - 94%) e 0,5 mg-L™?
(38,60 mm - 97%), indicando que alteragcdes no crescimento radicular ja séo
observaveis nas menores concentracfes testadas.

Da mesma forma, concentragdes intermediarias como 4, 8, 16 e 32 mg-L?
resultaram em redugbes mais acentuadas, com os percentuais de inibicao de 50%,
44%, 40% e 34%, respectivamente, mantendo tendéncia de reducdo do CR com o
aumento da dose. Reducdes progressivas no comprimento radicular foram
evidenciadas a partir de 1 mg-L™* (34,79 mm - 87%), seguidas de valores
significativamente inferiores em doses de 2 mg-L™ (33,26 mm - 84%) (p < 0,05). As
menores médias foram registradas em doses elevadas, especialmente 64 mg-L™!
(10,33 mm - 26%) e 100 mg-L™* (7,44 mm - 19%), evidenciando um forte efeito
inibitério sobre o crescimento radicular. Os resultados indicam associagao significativa

entre a concentracdo do composto e o crescimento da raiz (Figura 43A).
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Figura 43 — Boxplots representando o Comprimento de raiz (A) e Biomassa Seca de
raiz (B) de Lactuca sativa exposta a diferentes concentracdes do ibuprofeno.
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Nota: os dados foram expressos em medianas e intervalos interquartilicos. As letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autora (2025).

Quanto & massa seca da raiz (MSR), observou-se que o grupo controle (dose
0) apresentou uma MSR média de 0,0029 + 0,0005 mg, considerado como 100% de
crescimento. Houve efeito significativo da dose sobre a biomassa seca da raiz (Fi3, 54
= 2,736; p = 0,00482). Entretanto, as comparacdes multiplas indicaram diferencas
pontuais entre tratamentos, sendo que a maior parte das doses né&o diferiu
estatisticamente do controle (p > 0,05). Com o aumento das doses, houve uma
reducdo gradual da MSR, indicando um efeito inibitério dependente da concentracéo
(Figura 43B). Por exemplo, a dose de 2 mg-L™* resultou em uma redugéo para 0,0018
+ 0,0008 mg, equivalente a 60% da massa observada no controle.

Concentracdes intermediarias como 4 e 8 mg-L* resultaram em redugdes
acentuadas, com percentuais de inibicdo de 43% e 17%, respectivamente. Na maior
dose avaliada (100 mg-L?t), a MSR média foi de apenas 0,0003 + 0,0003 mg,
correspondente a 9% da biomassa do controle, indicando um forte efeito inibitorio
sobre o desenvolvimento radicular (Tabela 21 - Apéndice E).

Grande parte dos tratamentos, incluindo as doses de 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5;
1; 2; 4; 16; 32 e 64 mg-L™%, foi considerada similar (p > 0,05). Apenas as doses de 8 e
100 mg-L™* apresentaram médias significativamente inferiores em relacdo ao grupo

controle (0 mg-L'). Esses resultados sugerem que, para a variavel avaliada, a
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resposta manteve-se relativamente estavel na maioria das doses testadas, mas sofreu

uma reducéo significativa em doses especificas mais elevadas.

5.8.2.2 Efeito da dose sobre a parte aérea

O tratamento controle (dose 0 mg-Lt) apresentou o maior comprimento médio
obtido, de 12,62 + 0,19 mm, considerado como 100% do crescimento da parte aérea,
diferindo significativamente da maioria dos demais tratamentos (Figura 44A). Com o
aumento da dosagem de ibuprofeno, observou-se uma reducdo progressiva no
comprimento, indicando um efeito inibitério dependente da concentracéo. As doses de
0,1 e 0,4 mg-L! apresentaram reducées para 9,02 + 0,19 mm e 7,37 + 0,20 mm,
respectivamente (72% e 58% em relacdo ao controle). Doses intermediarias como 2
e 4 mg-L* resultaram em um comprimento de 10,16 + 0,40 mm (80%) e 8,79 + 0,35
mm (70%), respectivamente.

As maiores doses (32, 64 e 100 mg-L') provocaram reducdes mais
acentuadas no comprimento, chegando a 7,09 + 0,26 mm (56%), 6,07 = 0,21 mm
(48%) e 5,05 = 0,37 mm (40%), respectivamente, indicando valores progressivamente
inferiores do aumento da dose sobre o crescimento da parte aérea. Foi observado um
efeito significativo da dose sobre o comprimento da parte aérea (F13, 666 = 66,85; p <
0,0001), com coeficiente de variacdo experimental de 21,72%, o que indica uma
variagdo moderada em relacdo a média geral.

O tratamento controle (dose 0 mg-L™*) apresentou biomassa média de 0,0048
+ 0,0004 mg, considerada como 100% da biomassa da parte aérea (Figura 44B). Com
0 aumento das doses do composto, observou-se reducdo progressiva da biomassa,
indicando um efeito inibitério dependente da concentracao.

A dose de 2 e 4 mg-L? apresentaram reducéo para 0,0040 + 0,0004 mg e
0,0040 + 0,0006, respectivamente (83% em relacao ao controle), enguanto as maiores
doses (64 e 100 mg-LY) provocaram reducdes mais acentuadas, chegando a 0,0025
+0,0003 e 0,0025 + 0,0006 respectivamente (52% de reducé&o em relagéo ao controle)
(Tabela 22 - Apéndice E).

Houve também efeito significativo da dose sobre a biomassa da parte aérea
da planta (F13,54 = 2,736; p = 0,00482). Contudo, ao realizar as comparac¢fes mdultiplas,
nao foram identificadas diferencas estatisticas entre as médias, as quais variaram de
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0,00292 mg no tratamento controle (0 mg-L™) para 0,00025 mg na maior dose testada
(100 mg-L™). Esse resultado sugere que, para a variavel avaliada, as variagdes de
dose ndo produziram efeitos detectaveis do ponto de vista estatistico, embora haja

tendéncia de reducao dos valores em doses mais elevadas.

Figura 44 — Boxplots representando o comprimento da parte aérea (A) e biomassa da
parte aérea (B) de Lactuca sativa exposta a diferentes concentracfes de ibuprofeno.
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Os dados foram expressos em medianas e intervalos interquartilicos. As letras diferentes indicam diferengas estatisticamente
significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autora (2025).
5.8.3 Indice de Toxicidade do ibuprofeno em Lactuca sativa

A Tabela 11 apresenta o indice de Toxicidade (IT) observado em plantulas de
alface submetidas a diferentes concentragcbes de ibuprofeno. O IT deve ser
interpretado como resposta bioldgica relativa em condi¢es laboratoriais controladas,
nao representando diretamente risco ambiental. O tratamento controle (dose 0)
apresentou indice nulo de toxicidade (100,00 + 1,09), considerado como referéncia.

A partir da menor dose (0,1 mg-L?), jA se observou reducéo significativa para
83,37 * 4,09%, com manutencdo da toxicidade entre as doses de 0,1 e 0,5 mg-L?. A
partir da dose de 1 mg-L%, o IT reduziu significativamente, com valores decrescendo
progressivamente conforme o aumento da dose.

Nas doses mais elevadas (32, 64 e 100 mg-L?'), os indices foram
progressivamente reduzidos, alcangando os menores indices de toxicidade: 17,59 +
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0,88 (32), 13,50 + 1,35 (64) e 9,23 £ 0,28 (100), todos significativamente diferentes do
grupo controle. Estes resultados indicam uma clara resposta dose-dependente, com
aumento do efeito fitotoxico em condi¢des laboratoriais a medida que a concentragéo

do composto aumentou.

Tabela 11 — indice de Toxicidade em resposta a diferentes doses de ibuprofeno.

Ibuprofeno - Dose (mg-L?) indice de Toxicidade (%) + EPM
0.0 100.00 + 1.09?
0.1 83.37 + 4.09°
0.2 82.77 +1.28°
0.3 81.00 +1.77°
0.4 80.35 + 0.52°
0.5 56.53 + 2.46°

1 48.21 + 2.53%
2 43.44 + 5.51¢
4 29.12 +2.28°
8 25.93 + 1.64°
16 24.07 + 2.01°f
32 17.59 + 0.88¢
64 13.50 + 1.35%
100 9.23 +0.28¢

Legenda: Erro padréo da média - EPM.
Fonte: Autora (2025).

Logo, o IT variou de acordo com as doses do tratamento aplicadas. Para
investigar essa relacéo, foram ajustados modelos aditivos generalizados (GAM) com
diferentes graus de suavizacéo (k =9, 12 e 13). O modelo com k = 12 foi selecionado
com base no menor valor de Generalized Cross Validation (GCV = 32,656) e no maior
R2? ajustado (R? = 0,9738), demonstrando bom ajuste e complexidade adequada.

A anadlise do modelo aditivo generalizado (GAM) selecionado revelou que o IT
de Lactuca sativa varia significativamente em funcdo da dose de ibuprofeno. O termo
suavizador foi significativo (p < 0,001; edf = 11,96), indicando que a resposta biol6gica
ndo segue comportamento estritamente linear ao longo do gradiente de
concentracbes. Observam-se valores mais elevados de IT nas menores doses,
seguidos de uma tendéncia de atenuacdo das variacbes em concentracdes
intermediarias e elevadas. A significancia global do modelo (F = 203,9; p < 0,0001)

indica que a dose exerce efeito estatisticamente significativo sobre o IT de Lactuca
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sativa.

A Figura 45 apresenta a curva ajustada pelo modelo, acompanhada dos
intervalos de confianca de 95%, evidenciando o padréo de resposta ao longo das
concentracoes testadas. O comportamento observado indica reduc¢dao inicial do IT com
0 aumento da concentracdo do composto, seguida de menor variagdo relativa em
doses superiores, sugerindo modulacdo da intensidade do efeito fitotoxico sob

condicOes laboratoriais controladas.

Figura 45 — Gréfico de linha do indice de Toxicidade das plantulas em relagdo as
doses.
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Fonte: Autora (2025).

O ibuprofeno (IBU), introduzido em 1969 como alternativa a aspirina, €
atualmente um dos farmacos mais consumidos mundialmente. Aproximadamente
15% da dose administrada € excretada inalterada, enquanto o restante é eliminado na
forma de metabdlitos. Devido a sua ampla utilizacdo, baixa degradacdo metabdlica e
remogao incompleta em estagdes de tratamento de esgoto (=90%), o ibuprofeno é
considerado um poluente ambiental persistente, detectado em diferentes
compartimentos, incluindo aguas superficiais, sedimentos e solos agricolas (Biczak et
al., 2024).

Do ponto de vista quimico, o ibuprofeno € um acido carboxilico fraco (pKa =

4,9), cuja forma predominante depende do pH do meio. Em condi¢bes neutras ou
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levemente alcalinas, o composto encontra-se majoritariamente ionizado (IBU"),
resultante da dissociacéo do préton (H*) do grupo carboxila (-COOH) (CAS-PubChem,
2025). Nessa condicdo, o farmaco apresenta maior solubilidade em agua e menor
afinidade por matéria organica, o que aumenta sua mobilidade no solo e na agua, e
reduz sua sor¢ao a particulas organicas e minerais (Hiller; Sebesta, 2017).

Essa alterndncia entre as formas ibnica e neutra é fundamental para
compreender o comportamento ambiental e biolégico do farmaco, pois regula o
equilibrio entre mobilidade no substrato, disponibilidade para absorcédo radicular e
capacidade de atravessar barreiras celulares (Di Baccio et al., 2017; Oh et al., 2016).

Além disso, sua solubilidade moderada e logP (coeficiente de particdo octanol-
agua) intermediario favorecem tanto a mobilidade quanto a absorcéo pelas plantas,
permitindo a translocacdo via xilema e floema (Di Baccio et al., 2017). Essa
capacidade de transporte interno amplia o risco de bioacumulacdo em tecidos
vegetais e a possivel transferéncia ao longo das cadeias alimentares (Christou et al.,
2019).

Em conjunto, essas propriedades fisico-quimicas determinam a
biodisponibilidade e o potencial ecotoxicolégico do ibuprofeno em ambientes
terrestres, influenciando diretamente as interacdes com sementes, processos de
germinacao e respostas antioxidantes em plantas expostas (Biczak et al., 2024). Essa
relacdo entre caracteristicas quimicas e efeitos bioldgicos foi confirmada pelos
resultados obtidos neste estudo.

A partir da concentracao de 0,3 mg-L™%, observou-se um ponto de inflexado na
curva dose-resposta, com efeitos deletérios mais acentuados na germinacao e no
desenvolvimento das plantulas. Tanto a porcentagem de germinagao (PG) quanto o
indice de velocidade de germinacdo (IVG) apresentaram reducfes expressivas,
indicando que o ibuprofeno compromete ndo apenas a capacidade, mas também a
velocidade de germinacado, parametros essenciais para o estabelecimento das plantas
em condi¢cdes naturais.

Estudos anteriores corroboram esses resultados, demonstrando que o
ibuprofeno pode afetar o desenvolvimento inicial de plantulas mesmo em
concentragcbes ambientais. Silva et al., (2023a), ao expor sementes de Lactuca sativa
a 0,02 e 0,20 mg-L™*, observaram reducdes significativas no crescimento radicular

(18,72%) e da parte aérea (20,72%). Em doses mais elevadas (600 mg-L™), as
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reducdes foram ainda mais acentuadas, reforcando o padrdo dose-resposta também
observado neste estudo, com queda de 61,67% na PG e 75,08% no IVG.

Silva e colaboradores (2023b) tambéem verificaram efeitos toxicos do
ibuprofeno em Triticum aestivum (trigo), mesmo em baixas concentra¢cdes. Embora a
dose de 0,20 mg-L™* ndo tenha afetado significativamente a germinacédo, houve
reducédo de 17,14% no IVG e prejuizos no crescimento radicular e da parte aérea. Na
dose de 600 mg-L™, a germinacao foi reduzida em 20%. Esses dados reforcam a
sensibilidade interespecifica e a relevancia do IVG como indicador de efeitos
subletais.

Resultados semelhantes foram reportados por Rede et al., (2019), que
observaram auséncia de efeitos significativos na germinacdo de Lactuca sativa
exposta a concentracdes de 0,1 a 1000 pg-L™* de AINEs, mas destacaram o potencial
toxico de misturas de farmacos, condicdo mais proxima a realidade ambiental.

De modo consistente, Pino et al., (2016) demonstraram que 12 de 15 farmacos
avaliados inibiram o alongamento da radicula e do hipocétilo em Lactuca sativa. Ainda
gue as concentracdes de até 1000 mg-L™* dos AINEs (ibuprofeno, diclofenaco,
paracetamol e acido salicilico) tenham causado inibicdo de germinacao inferior a 12%,
observaram-se efeitos subletais evidentes, como radiculas finas, curvadas e manchas
necréticas em doses entre 250 e 1000 mg-L™t. Tais efeitos morfolégicos séo
compativeis com as alteracdes observadas neste estudo, principalmente em
concentracdes superiores a 8 mg-L™.

Schmidt e Redshaw (2015) relataram respostas semelhantes em Raphanus
sativus (rabanete) e Lactuca sativa, com comprometimento do alongamento radicular
e da emergéncia de cotilédones mesmo em concentracbes ambientalmente
relevantes (10 pg-L™ e 1 mg-L™). Esses autores destacam a importancia de
protocolos padronizados para avaliar contaminantes emergentes, dada a variacao
interespecifica das respostas fitotoxicas.

Hammad et al., (2018) também observaram que, embora Zea mays (milho)
exposto a 2,5 mg-L™ de ibuprofeno ndo apresentasse reducdo significativa na
germinacao, ocorreram alteragdes fisiologicas e bioquimicas. Padrbes semelhantes
foram relatados por An et al.,, (2009) em Triticum aestivum (trigo) exposto ao
paracetamol, sugerindo que a germinacdo pode ser protegida por mecanismos

morfolégicos, como a atuacdo do tegumento como barreira fisico-quimica (Hillis et al.,
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2011; Silva, 2023).

De forma geral, os parametros avaliados em Lactuca sativa indicaram que a
germinacdo, o crescimento e a biomassa das plantulas foram significativamente
reduzidos em comparagdo ao grupo controle, evidenciando o potencial fitotoxico do
IBU, mesmo em concentragdes ambientalmente relevantes. Esses resultados indicam
gue o composto foi absorvido pelas raizes, interferindo em processos fisioldégicos
essenciais ao desenvolvimento inicial das plantulas (Gardufio-Jiménez; Carter, 2024).

Quanto ao alongamento radicular, em nenhuma das concentracdes testadas,
os hipocodtilos e radiculas de Lactuca sativa apresentaram crescimento superior ao
controle; ao contrario, a partir de 0,3 mg-L™ houve inibicdo progressiva do
alongamento. Essa tendéncia esta de acordo com Araujo et al., (2023), que relataram
reducdo de até 83% no crescimento do hipocétilo em plantulas expostas a
paracetamol, reforcando que contaminantes farmacolégicos podem comprometer
significativamente o desenvolvimento inicial das plantas.

O sistema radicular se destaca como a principal via de entrada de
contaminantes presentes no solo e na agua, sendo, a0 mesmo tempo, a estrutura
mais sensivel ao estresse ambiental (Da Silva et al., 2024). Essa vulnerabilidade se
reflete em alteracg@es fisiologicas e morfologicas significativas, especialmente quando
as plantas séo expostas a compostos bioativos como os farmacos (Schmidt; Redshaw,
2015; Pino et al., 2016; Rede et al., 2019).

A presenga desses contaminantes no solo pode afetar o metabolismo
oxidativo e 0s mecanismos antioxidantes, com respostas dependentes da
concentracdo, natureza quimica do composto e sensibilidade da espécie (Minden et
al., 2017). Nesse contexto, caracteristicas fisico-quimicas do solo exercem papel
determinante sobre a biodisponibilidade dos farmacos, modulando tanto os niveis de
bioacumula¢édo quanto os impactos sobre o crescimento e o desenvolvimento vegetal
(Christou et al., 2019).

Esse conjunto de evidéncias é reforcado por Wijaya e colaboradores (2020),
gue observaram forte redug&do no crescimento de Vigna unguiculata (feijao-caupi),
com queda nos pigmentos fotossintéticos e inducdo de estresse oxidativo apos
exposicao ao ibuprofeno em concentracdes entre 400 e 2000 mg-L™t. Os autores
também confirmaram a absorcdo e a translocacdo do farmaco nos tecidos,

destacando alteragOes fisioldgicas e respostas dose-dependentes compativeis com
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as observadas neste estudo.

Essa capacidade de absorcao e transporte interno € amplamente corroborada
por pesquisas que demonstram que farmacos podem ser incorporados por difusao
passiva e se acumular nos tecidos vegetais, interferindo no metabolismo oxidativo,
aumentando o estresse fisiolégico e comprometendo o desenvolvimento da planta
(Calderén-Preciado et al., 2012; Christou et al., 2019; Li et al., 2019; Gardufio-
Jiménez; Carter, 2024; Biczak et al., 2024).

Os efeitos do ibuprofeno sobre Lactuca sativa podem comprometer
significativamente o aparato fotossintético e o metabolismo antioxidante, como
sugerem estudos realizados em outras espécies vegetais e microalgas. Em plantas
como Zea mays, a exposicdo ao farmaco reduziu em mais de 50% os teores de
clorofilas e carotenoides, com alteracées dependentes da concentracdo e mudancas
expressivas na razéo clorofila a/b (Biczak et al., 2024).

Resultados semelhantes foram descritos em microalgas e plantas aquéaticas,
como Scenedesmus rubescens, Scenedesmus obliquus e Lemna gibba, onde o
ibuprofeno causou inibicdo do crescimento, modificagcbes morfolégicas e diminuicéo
de pigmentos fotossintéticos (Moro et al., 2014; Wang et al., 2020; Di Baccio et al.,
2017). A reducéo de carotenoides compromete a capacidade antioxidante das células
vegetais, favorecendo o acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e o
estabelecimento de estresse oxidativo (Wijaya et al., 2020).

A acao oxidativa do farmaco é corroborada por alteracdes em parametros de
fluorescéncia da clorofila, como a razado Fv/Fm, que indicam danos ao fotossistema Il
(PSII). Tais danos afetam a eficiéncia fotoquimica e a conversao de energia luminosa,
comprometendo a assimilacdo de carbono e o balanco energético da planta (Jiao; Hu,
2025). Paralelamente, respostas hormonais moduladas por acido abscisico (ABA),
jasmonatos (JAs) e acido salicilico (AS) foram descritas em Basella alba (espinafre
indiano), sugerindo ativacdo de vias de defesa antioxidante e de regulacdo do
crescimento (Zhang et al., 2021). No entanto, esses mecanismos parecem
insuficientes para neutralizar os efeitos téxicos em concentracdes elevadas, o que
explica a sensibilidade fisiologica observada também em Lactuca sativa.

As reducdes significativas na biomassa radicular e na parte aérea confirmam
0 impacto do ibuprofeno sobre o crescimento vegetal. No presente estudo, a

exposi¢do a 8 e 100 mg-L™* levou a reduc¢des médias de 17% e 9% na massa radicular
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e 52% na biomassa da parte aérea, respectivamente, evidenciando inibicdo do
crescimento e possivel interferéncia na alocacdo de recursos energéticos. Esses
achados estdo em consonancia com os dados de Araujo et al., (2023), que também
relataram reducao de crescimento em plantas expostas ao paracetamol.

Segundo Di Baccio et al.,, (2017), o ibuprofeno e outros compostos
farmacéuticos interferem na atividade de enzimas antioxidantes e na translocacédo de
nutrientes, fatores que comprometem o equilibrio redox e a nutricdo vegetal, levando
a queda de biomassa, especialmente em doses superiores a 8 mg-L™.. Assim, a
toxicidade observada em Lactuca sativa reflete um processo multifatorial envolvendo
estresse oxidativo, disturbios hormonais e disfuncdes fotossintéticas, tipicos da acéo
de AINEs em plantas superiores.

O IT estimado evidenciaram reducfes expressivas a partir de 0,5 mg-L™,
atingindo valores inferiores a 10% nas maiores concentracdes. Esses dados reforcam
o potencial fitotbxico do ibuprofeno mesmo em niveis relativamente baixos,
corroborando os achados de Silva et al., (2023b), que observaram IT de 13,37% em
Triticum aestivum exposto a 0,20 mg-L™ e de 30,56% em 600 mg-L™*. No presente
estudo, o IT de 9,2% em 100 mg-L™* foi inferior ao registrado pelos autores,
possivelmente devido a diferencas interespecificas e metodoldgicas, como o tempo
de exposicao (168 h versus 72 h) e o tipo de cultivar testado. Considerando o limiar
de 80% como indicativo de toxicidade (Gerber et al., 2017), todas as concentracdes a
partir de 0,5 mg-L™ ja se mostraram toxicas, evidenciando que AINES, mesmo em
concentragcbes residuais, apresentam riscos significativos ao desenvolvimento
vegetal.

O ibuprofeno é classificado como um contaminante emergente, com
detecc¢Bes variando de 150 ng-L™* a 10 pg-L™* em &guas e de 5 a 900 ng-g™* em
sedimentos (Batucan et al., 2022). Tais niveis, ainda que baixos, séo suficientes para
causar efeitos fisiologicos e morfolégicos detectaveis em espécies sensiveis, como
Lactuca sativa. Esses resultados evidenciam o potencial de bioacumulacdo e
transferéncia tréfica do composto, reforcando a necessidade de investigacoes
ecotoxicolégicas mais abrangentes (Jan-Roblero; Cruz-Maya, 2023; Silva et al.,
2023b; Gardufio-Jiménez; Carter, 2024).

De modo geral, os resultados deste estudo confirmam que farmacos, mesmo

em concentracdes ambientalmente relevantes, podem comprometer o crescimento
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inicial das plantas. O sistema radicular, por sua exposi¢ao direta, constitui o principal
alvo dos efeitos toxicos, sendo um indicador sensivel de fitotoxicidade. Assim,
variaveis como o comprimento da radicula, o crescimento do hipocatilo e a biomassa
constituem parametros robustos para avaliar o impacto de contaminantes emergentes
sobre o desenvolvimento vegetal (Priac et al., 2017; Da Silva et al., 2024; Gardufio-
Jiménez; Carter, 2024).

Embora as pesquisas na area tenham avancado consideravelmente, Christou
et al., (2019) enfatizam a importancia de avaliar a absor¢cdo de contaminantes por
plantas em cenarios agricolas reais, nos quais 0s vegetais Sd0 expostos a
disponibilidade hidrica natural e aos contaminantes presentes como misturas
multicomponentes no ambiente.

Nesse contexto, a revisdo sistemética conduzida por Nébrega et al., (2025)
destacou importantes lacunas no conhecimento ecotoxicolégico dos farmacos,
especialmente dos AINEs, como o ibuprofeno. Ao analisar um portfélio bibliografico
de 27 estudos publicados entre 2015 e 2025, evidenciaram que a maioria das
pesquisas se concentra na fitotoxicidade aguda de antibiticos, enquanto as
avaliacdes cronicas envolvendo AINEs permanecem escassas. Ainda segundo os
autores, as sementes de Lactuca sativa foram as mais utilizadas como bioindicadoras,
reforcando sua sensibilidade as substancias téxicas, como também verificado nos
experimentos aqui descritos.

A partir dessa lacuna cientifica, destaca-se a relevancia de ampliar as
investigagOes sobre os efeitos subletais e cumulativos de farmacos como o ibuprofeno
e seus metabolitos, sobretudo em cenérios de exposicdo prolongada e em
concentracbes ambientalmente relevantes. Assim, 0s resultados desta pesquisa
contribuem de forma significativa para o avan¢o do conhecimento acerca dos impactos
associados aos AINEs, em particular o ibuprofeno, evidenciando que tais compostos
podem representar riscos ainda pouco mensurados aos organismos e aos processos
ecologicos que sustentam os ecossistemas. Dessa forma, € imprescindivel fortalecer
estratégias regulatorias que contemplem 0s contaminantes emergentes e promover
praticas de monitoramento e mitigacdo mais eficazes, assegurando tanto a qualidade
ambiental quanto a sustentabilidade dos sistemas naturais diante do crescente aporte

de residuos farmacéuticos.
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5.8.4 Limitagfes do bioensaio ecotoxicoldgico

O presente estudo foi conduzido sob condi¢Bes laboratoriais controladas,
sendo reconhecidas limitacbes metodoldgicas inerentes ao delineamento
experimental adotado.

Uma das Ilimitacdes esta relacionada a mensuracdo dos parametros
morfométricos, realizada por procedimento manual. Embora tenham sido empregados
critérios de padronizacéo e cuidado analitico, medices manuais estdo naturalmente
sujeitas a pequenas variagfes associadas ao operador e a prépria resolucdo do
instrumento de medida. Essas variacbes podem introduzir dispersdes residuais nas
estimativas de comprimento radicular e da parte aérea. O impacto dessa limitacéo &
considerado moderado, uma vez que ndo compromete a identificacdo de tendéncias
gerais, mas pode influenciar a precisao de medidas individuais. Como aprimoramento
metodoldgico, estudos futuros podem incorporar sistemas de mensuracao digital e
analise automatizada de imagens.

Outra limitacdo relevante refere-se a auséncia de analises quimicas
confirmatdrias voltadas a quantificacdo da absorcéo, translocacdo ou eventual
transformacao do ibuprofeno nos tecidos vegetais. Dessa forma, as interpretacdes
apresentadas baseiam-se exclusivamente nas respostas biolégicas observadas, ndo
sendo possivel estabelecer associacfes diretas entre os efeitos fisioldgicos e
possiveis concentracdes internas do composto. O impacto dessa limitacdo é
considerado significativo, pois restringe a compreensdo mais aprofundada dos
processos envolvidos. Como perspectiva analitica complementar, investigacdes

futuras podem incluir técnicas instrumentais de maior sensibilidade, como LC-MS/MS.

5.8.5 Perspectivas de pesquisa para ensaios ecotoxicolégicos

Os resultados obtidos evidenciam oportunidades relevantes para
aprofundamento investigativo. Estudos futuros podem incorporar abordagens
analiticas confirmatdrias para avaliar a dinAmica do ibuprofeno em sistemas vegetais,
incluindo absorcao, distribuicdo e formacdo de metabdlitos. A integracdo entre
respostas bioldgicas e quantificacdo quimica permitird maior robustez na interpretacéo

dos mecanismos de agédo do contaminante.
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A ampliacdo dos parametros avaliados, contemplando biomarcadores
fisiologicos e bioquimicos (ex.: estresse oxidativo, integridade celular, alteracdes
fotossintéticas), podera contribuir para uma caracterizagdo ecotoxicologica mais
abrangente.

Investigacdes adicionais envolvendo diferentes espécies vegetais e condigdes
ambientais também poderao auxiliar na compreenséo da variabilidade interespecifica
e na relevancia ecologica dos efeitos observados.

Considerando a persisténcia ambiental de farmacos e seus produtos de

transformacgéo, destaca-se ainda a importancia de estudos voltados a avaliacido

ecotoxicoldgica de metabdlitos, aspecto critico e ainda pouco explorado.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa investigou o potencial de microrganismos ambientais
como ferramentas biotecnologicas aplicadas a transformagdo de farmacos
frequentemente detectados em matrizes ambientais, integrando isolamento
microbiol6gico, caracterizacdo enzimatica, ensaios de transformacao do ibuprofeno e
avaliacao fitotoxicolégica em Lactuca sativa.

Foram obtidos 70 microrganismos a partir de sedimentos do riacho Arroio
Dourado, evidenciando a diversidade microbiana associada ao ambiente estudado.
Entre os isolados fungicos, destacaram-se as linhagens Geotrichum sp. FARO003,
Geotrichum sp. FAR005, Talaromyces sp. FAR012, Mucor sp. FAR014 e Mucor
sp._FAROQ018, selecionadas com base em critérios experimentais de viabilidade
metabdlica na presenca dos compostos testados.

A caracterizacdo enzimatica revelou a presenca de atividades oxidativas
associadas a enzimas ligninoliticas, incluindo lacase, manganés e lignina peroxidase,
compativeis com sistemas descritos na literatura como relevantes na transformacao
de compostos aroméaticos. Embora as intensidades enzimaticas tenham variado entre
0s isolados, os resultados indicam a existéncia de repertério metabdlico
potencialmente envolvido em processos de transformacdo de contaminantes
organicos.

Nos ensaios com ibuprofeno, observou-se transformacéo parcial do farmaco,
com formacgdo de metabdlitos hidroxilados detectados por HPLC e UPLC-MS. O
isolado Talaromyces sp. FARO12 apresentou maior conversao relativa, enquanto
Geotrichum sp. FAR003 demonstrou capacidade consistente de modificacéo
estrutural. A luz das evidéncias analiticas obtidas, os resultados sustentam com maior
precisdo a ocorréncia de biotransformacéo, caracterizada pela conversao parcial do
composto original e geragao de produtos de transformagao, sem comprovacao de
mineralizacdo ou remocao quantitativa total.

A avaliacgéao fitotoxicoldgica em Lactuca sativa demonstrou resposta biologica
dependente da concentragdo, com reducdo progressiva da germinacdo e dos
parametros de crescimento. Esses achados confirmam a sensibilidade do modelo
vegetal as condi¢cdes experimentais usadas e reforcam a relevancia de considerar

efeitos subletais em estudos envolvendo farmacos em matrizes ambientais.
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6.1 Principais contribui¢cdes cientificas desta pesquisa
Esta investigacao permitiu destacar quatro aspectos centrais:

v Isolamento de microrganismos ambientais tolerantes a presenca de farmacos;

(\

Deteccdo de atividades enzimaticas oxidativas em isolados fungicos;

v" Demonstracdo de biotransformacédo parcial do ibuprofeno e identificacdo de
metabdlitos;

v' Evidéncia de fitotoxicidade do ibuprofeno em condi¢cdes laboratoriais

controladas.

6.2 Limitacdes do estudo

O estudo foi conduzido em escala laboratorial, ndo reproduzindo
integralmente a complexidade de sistemas ambientais naturais ou de tratamento em
larga escala. A identificacdo dos metabdlitos concentrou-se na caracterizacao
guimica, sem avaliacao ecotoxicoldgica especifica dos produtos de transformacéo.

A andlise ecotoxicoldgica foi restrita a um Unico modelo vegetal, limitando
inferéncias interespécies. Adicionalmente, a auséncia de sistemas de biorreatores
impediu o controle refinado de variaveis operacionais relevantes.

Essas limitagdes ndo invalidam os resultados obtidos, mas delimitam o escopo

interpretativo e indicam oportunidades de aprofundamento experimental.

6.3 Perspectivas e estudos futuros

Investiga¢cdes futuras poderdo incorporar consoércios microbianos, expandir
modelos biolégicos e integrar quantificacdo quimica e respostas fisioldgicas. A
aplicacao de técnicas analiticas avancadas e sistemas controlados podera ampliar a
compreensao dos mecanismos de transformagéo observados.

Os resultados obtidos sugerem que os isolados avaliados representam
modelos promissores para estudos exploratérios envolvendo a transformacao de
contaminantes emergentes, contribuindo para o avanco do entendimento dos

processos microbianos e enzimaticos associados a esses compostos.
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7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciam que fungos filamentosos ambientais
provenientes da matriz sedimentar do riacho Arroio Dourado constituem modelos
biologicamente relevantes para investigacbes envolvendo a transformacdo de
farmacos classificados como contaminantes emergentes.

A integracdo entre experimentacao laboratorial e caracterizacdo enzimatica
permitiu avancar na compreensdo dos mecanismos microbianos envolvidos na
modificagdo estrutural do ibuprofeno. De forma complementar, 0s ensaios
ecotoxicoldgicos possibilitaram avaliar a resposta bioldgica do composto em Lactuca
sativa, ampliando a contextualizacdo ambiental do estudo.

Embora as transformagdes observadas tenham sido parciais e ndo permitam
inferir remogao completa (mineralizagéo) do composto, os resultados demonstram a
capacidade metabdlica dos isolados avaliados em promover biotransformacdes
consistentes com rotas descritas na literatura. Esses achados ampliam o
entendimento dos processos fangicos envolvidos na interacdo com farmacos em
condi¢des controladas.

No contexto ambiental, os dados obtidos reforcam a relevancia
ecotoxicoldgica do ibuprofeno, evidenciando efeitos fitotoxicos em Lactuca sativa, o
gue corrobora a necessidade de abordagens complementares para avaliacéo de risco
de contaminantes emergentes.

A presente pesquisa contribui para o avanco do conhecimento em
biotecnologia ambiental ao explorar o potencial metabdlico de fungos isolados de
ambiente aquatico natural, oferecendo subsidios para investiga¢cdes futuras voltadas
a otimizacdo de sistemas biolégicos e enzimaticos aplicaveis a mitigacdo de

micropoluentes.
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APENDICE A - Codigo dos Isolados

APENDICES

Quadro 6 — Codificacdo das linhagens isoladas do riacho Arroio Dourado.

Isolado PC Classe | Isolado Ponto Classe Isolado PC Classe
BAR 001 P1 T1 BAR 029 P2 T3 BAR 044 P2 T5
BAR 002 P1 T1 BAR 030 P2 T3 BAR 045 P2 T5
BAR 003 P1 T1 BAR 031 P2 T3 BAR 046 P2 T5
BAR 004 P2 T2 BAR 032 P2 T3 BAR 047 P2 T5
BAR 005 P1 T2 BAR 033 P2 T3 BAR 048 P2 T5
BAR 006 P1 T2 BAR 034 P2 T3 BAR 049 P2 T5
BAR 007 P1 T2 BAR 035 P2 T3 BAR 050 P2 T5
BAR 008 P1 T2 BAR 036 P2 T4 BAR 051 P2 T5
BAR 009 P1 T2 BAR 037 P2 T4 FAR 001 P1 T1
BAR 010 P1 T3 BAR 038 P2 T4 FAR 002 P1 T4
BAR 011 P1 T3 BAR 039 P2 T4 FAR 003 P1 T4
BAR 012 P1 T3 BAR 040 P2 T4 FAR 004 P1 T5
BAR 013 P1 T3 BAR 041 P2 T4 FAR 005 P1 T5
BAR 014 P1 T4 BAR 042 P2 T4 FAR 006 P1 T5
BAR 015 P1 T4 BAR 043 P2 T4 FAR 007 P2 T1
BAR 016 P1 T4 BAR 044 P2 T5 FAR 008 P2 T4
BAR 017 P1 T5 BAR 045 P2 T5 FAR 009 P2 T1
BAR 018 P1 T5 BAR 046 P2 T5 FAR 010 P2 T4
BAR 019 P1 T5 BAR 047 P2 T5 FAR 011 P2 T5
BAR 020 P1 T5 BAR 048 P2 T5 FAR 012 P2 T2
BAR 021 P1 T5 BAR 036 P2 T4 FAR 013 P1 T2
BAR 022 P2 T1 BAR 037 P2 T4 FAR 014 P1 T2
BAR 023 P2 T1 BAR 038 P2 T4 FAR 015 P1 T5
BAR 024 P2 T1 BAR 039 P2 T4 FAR 016 P2 T3
BAR 025 P2 T1 BAR 040 P2 T4 FAR 017 P1 T3
BAR 026 P2 T2 BAR 041 P2 T4 FAR 018 P1 T3
BAR 027 P2 T2 BAR 042 P2 T4 FAR 019 P1 T3
BAR 028 P2 T2 BAR 043 P2 T4 - - -

Legenda: Pontos de Coleta — PC, Bactérias Arroio — BAR, Fungos Arroio — FAR, tratamentos — T, antitérmicos — T1, anti-
inflamatorios — T2, antimicrobianos — T3, antidepressivos - T4, hormonios — T5, Ponto 1 — P1, Ponto 2 — P2.

Fonte: Autora (2025).
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APENDICE B - Tabelas com os dados estatisticos do teste de viabilidade celular

Tabela 12 — Médias e desvios-padrédo da absorbancia nos testes de viabilidade celular fangica.

Fungos Farmacos

Isolados Paracetamol Dipirona AAS Ibuprofeno Diclofenaco Fluconazol Amoxicilina Amitriptilina Fluoxetina Hormdnios
FAROO1 @ -0,484 +0,137 -0,551 +0,057 -0,099 +0,111 -0,633 +0,168 -0,933 +0,040 -0,761 +0,120 -1,037 +0,001 0,500 +0,048 0,151 +0,052 -0,196 +0,273
FAR002 @ -0,413 +0,028 -0,457 +0,078 -0,412 +0,051 -0,300 +0,117 -0,153 +0,039 -0,225 +0,052 -0,342 +0,104 -0,303 +0,040 -0,221 +0,103 -0,722 +0,016
FARO03 @ 0,372 +0,039 0,170 +0,049 0,339 +0,131 0,228 +0,046 0,309 +0,071 0,243 +0,090 0,193 +0,018 0,347 +0,061 0,335 +0,063 0,343 +0,062
FARO04 @ -0,154 +0,052 -0,109 +0,067 -0,126 +0,031 -0,018 +0,078 -0,063 +0,015 0,209 +0,085 0,203 +0,045 0,021 +0,134 -0,067 +0,120 0,191 +0,070
FAROO5 @ 0,261 +0,097 0,019 +0,034 0,121 +0,098 0,224 +0,012 0,267 +0,068 0,042 +0,126 0,117 +0,084 0,050 +0,108 -0,004 +0,048 -0,105 +0,039
FARO06 @ -0,177 +0,062 -0,218 +0,059 0,087 +0,043 0,069 +0,035 0,020 +0,046 0,057 +0,084 -0,098 +0,047 -0,060 +0,060 0,059 +0,063 -0,118 +0,046
FAROO7 & -0,660 +0,032 -0,645 +0,029 -0,441 +0,081 -0,435 +0,037 -0,501 +0,037 -0,558 +0,087 -0,485 +0,004 -0,389 +0,015 -0,569 +0,024 -0,364 +0,047
FARO0O8 @ -0,126 +0,011 -0,083 +0,014 0,180 +0,009 -0,041 +0,006 0,033 +0,016 -0,244 +0,030 -0,150 +0,019 -0,064 +0,004 -0,203 +0,018 -0,252 +0,034
FARO09 & 0,055 +0,034 -0,062 +0,006 -0,074 +0,071 0,001 +0,051 -0,471 +0,010 -0,417 +0,018 -0,066 +0,034 -0,531 +0,011 0,116 +0,044 -0,323 +0,048
FAR010 @ 0,046 +0,120 0,213 +0,011 -0,319 +0,026 0,115 +0,031 -0,305 +0,018 -0,411 +0,007 -0,181 +0,119 0,143 +0,025 -0,388 +0,010 0,112 +0,031
FARO11 @ -0,081 +0,023 -0,292 +0,023 -0,271 +0,038 0,123 +0,035 -0,639 +0,028 -0,368 +0,030 -0,193 +0,036 -0,187 +0,126 -0,142 +0,067 -0,371 +0,013
FARO012 @ -0,007 +0,173 0,046 +0,023 0,236 +0,152 0,139 +0,047 0,224 +0,111 -0,180 +0,013 -0,181 +0,025 -0,017 +0,044 -0,113 +0,005 -0,180 +0,011
FARO13 @ -0,005 +0,003 0,086 +0,003 -0,005 +0,003 0,104 +0,050 0,063 +0,001 0,018 +0,003 0,496 +0,008 0,062 +0,008 0,338 +0,006 0,005 +0,003
FARO014 @ 0,219 +0,035 0,520 +0,092 0,100 +0,031 0,169 +0,012 0,255 +0,014 0,322 +0,031 0,221 +0,024 0,482 +0,006 0,317 +0,001 0,034 +0,011
FARO15 @ -0,646 +0,003 @ 0,032 +0,042 -0,153 +0,015 -0,108 +0,014 -0,157 +0,027 -0,214 +0,023 -0,366 +0,049 -0,180 +0,011 -0,141 +0,025 -0,101 +0,026
FARO16 @ 0,058 +0,011 @ 0,184 +0,013 -0,117 +0,008 0,173 +0,031 -0,069 +0,011 -0,148 +0,004 0,093 +0,012 0,083 +0,003 -0,021 +0,009 -0,195 +0,007
FARO17 @ -0,021 +0,046 0,131 +0,008 -0,022 +0,002 -0,067 +0,017 0,053 +0,013 0,062 +0,020 -0,039 +0,012 0,251 +0,011 0,715 +0,013 0,021 +0,015
FAR018 @ 0,002 +0,002 @ 0,243 +0,005 -0,112 +0,007 0,125 +0,022 -0,011 +0,010 -0,091 +0,006 -0,020 +0,016 -0,045 +0,053 -0,001 +0,012 -0,397 +0,004
FAR019 @ -0,295 +0,008 -0,327 +0,010 -0,350 +0,014 -0,283 +0,016 -0,276 +0,007 0,263 +0,024 -0,264 +0,015 -0,116 +0,024 -0,282 +0,020 -0,338 +0,009

Nota: valores positivos em negrito indicam significancia estatistica em relagéo ao grupo controle (p<0,05) e tolerancia ao farmaco testado.

Fonte: Autora (2025).
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Figura 46 — Box-plots dos valores de absorbancia dos testes de viabilidade celular dos

fungos em relacéo aos farmacos testados.
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Legenda: FO1(Paracetamol), FO2 (Dipirona), FO3 (AAS), FO4(Ibuprofeno), FO5(Diclofenaco), FO6(Fluconazol), FO7(Amoxicilina),

FO8(Amitriptilina), FO9(Fluoxetina), F10(Horménio).

Nota: a linha preta indicada no ponto zero em cada gréafico representa os valores do grupo controle.

Fonte: Autora (2025).
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Tabela 13 — Médias + desvios-padrédo da absorbancia nos testes de viabilidade celular das bactérias (BAR001-BAR017).

Continua...
Bactérias Farmacos
Isoladas = Paracetamol Dipirona AAS Ibuprofeno Diclofenaco Fluconazol Amoxicilina Amitriptilina Fluoxetina Hormonios
BAROO1 0,035 +0,025 0,020 +0,020 0,088 +0,043 -0,023 +0,009 0,063 +0,054: -0,001 +0,002 -0,085 +0,012: -0,033 +0,012 -0,006 +0,019  -0,007 +0,012
BARO002 0,016 +0,038 -0,035 +0,048 -0,029 +0,068 -0,019 +0,065 -0,067 +0,059 -0,172 +0,035 0,064 +0,07v3: 0,110 +0,043 -0,057 +0,024 -0,001 +0,075
BARO0OO03 0,188 +0,039 0,083 +0,033 0,207 +0,085 0,078 +0,035 0,041 +0,010: 0,076 +0,039 -0,048 +0,058: -0,200 +0,089 0,134 +0,026: 0,049 +0,008
BARO00O4 -0,005 +0,014 -0,018 +0,071 0,121 +0,023 0,030 +0,012 0,045 +0,006: 0,019 +0,016 -0,030 +0,025 -0,014 +0,040: -0,040 +0,032 0,045 +0,022
BAROO5 -0,004 +0,013 0,055 +0,015 0,002 +0,035 0,099 +0,014 0,058 +0,002: 0,019 +0,020 0,040 40,032 0,055 +0,050: -0,003 +0,011 0,029 +0,013
BARO0O6 0,099 +0,036 0,098 +0,034: 0,159 +0,033: 0,072 +0,032 -0,163 +0,115 0,075 +0,036 -0,162 +0,067 -0,056 +0,107 -0,189 +0,146 0,056 +0,044
BAROO7 0,276 +0,010 0,326 +0,014 0,332 +0,015 0,316 +0,027 0,342 +0,013 0,309 +0,016 0,276 +0,010. 0,326 +0,029 0,249 +0,017 0,287 +0,043
BARO0OO8 -0,069 +0,022: -0,075 +0,010 0,017 +0,009 -0,081 +0,015 -0,037 +0,014 -0,064 +0,028 -0,092 +0,001 -0,067 +0,026 -0,048 +0,018 -0,337 +0,101
BARO09 -0,122 +0,007 -0,132 +0,006: -0,094 +0,011 -0,090 +0,017 -0,093 +0,013 -0,085 +0,018 -0,101 +0,026 -0,083 +0,018 -0,100 +0,010: -0,327 +0,012
BARO10 0,229 +0,075 0,170 +0,081 0,270 +0,034 0,167 +0,046 0,174 +0,058: 0,115 +0,116 0,068 +0,091: 0,068 +0,091: 0,056 +0,093: 0,018 +0,068
BARO11 0,009 +0,034 -0,035 +0,107: -0,081 +0,042: 0,020 +0,093 -0,094 +0,010 -0,182 +0,086 -0,096 +0,023 -0,122 +0,079 -0,245 +0,020 -0,090 +0,156
BARO012 0,199 +0,008 0,226 +0,025 0,312 +0,055 0,206 +0,020 0,276 +0,043: 0,182 +0,079 0,164 +0,019: 0,134 +0,083 0,077 +0,090: 0,060 +0,087
BARO013 0,088 +0,023 0,074 +0,023: 0,094 +0,026: 0,145 +0,082 0,117 +0,018 -0,097 +0,044 -0,317 +0,045 0,045 +0,093 -0,074 +0,104 -0,078 +0,083
BARO14 -0,006 +0,023 -0,033 +0,012 -0,027 +0,019 0,031 +0,056 0,036 +0,033: 0,116 +0,063 0,035 +0,084 0,050 +0,056: 0,1317 +0,078 -0,036 +0,003
BARO15 -0,129 +0,069: -0,030 +0,101 0,052 +0,009 -0,051 +0,060 0,163 +0,052 0,110 +0,037 -0,184 +0,004 0,103 +0,050 0,128 +0,023: 0,018 +0,040
BARO16 0,042 +0,046 0,009 +0,047 0,118 +0,060 -0,044 +0,020 -0,008 +0,020 0,023 +0,032 -0,03 +0,018: -0,068 +0,064 -0,018 +0,068 0,087 +0,028
BARO17 -0,085 +0,079: -0,058 +0,003 -0,017 +0,041 -0,000 +0,052 0,032 +0,015 0,032 +0,006 0,061 +0,051 0,056 +0,031 0,135 +0,045 0,149 +0,112

Nota: Valores em negrito indicam significAncia estatistica em relagéo ao grupo controle (p<0,05).

Fonte: Autora (2025).
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Tabela 14 — Médias + desvios-padrédo da absorbancia nos testes de viabilidade celular das bactérias (BAR018-BAR034).

(continuagéo)...
Bactérias Farmacos
Isoladas = Paracetamol Dipirona AAS Ibuprofeno Diclofenaco Fluconazol Amoxicilina Amitriptilina Fluoxetina Horménios
BARO18 0,180 +0,140 0,276 +0,113 0,171 +0,036 0,113 +0,056 0,162 +0,023 0,170 +0,056 0,101 +0,034 0,105 +0,032 0,106 +0,026 0,117 +0,044
BARO019 0,056 +0,012 0,006 +0,055 0,026 +0,058 -0,004 +0,061 -0,038 +0,019 0,055 +0,101 0,008 +0,070 0,024 +0,115 -0,144 +0,014 -0,041 +0,066
BARO020 0,135 +0,039 0,135 +0,109 0,034 +0,031 0,106 +0,057 0,195 +0,086 0,017 +0,119 0,180 +0,029 -0,056 +0,106 -0,209 +0,085 0,099 +0,102
BARO021 0,053 +0,012° 0,134 +0,023 0,112 +0,038 0,244 +0,037 0,126 +0,021 0,172 +0,063 0,140 +0,027 0,010 +0,008 0,118 +0,006 0,043 +0,033
BARO022 0,082 +0,032 -0,033 +0,056 0,138 +0,092 0,092 +0,060 0,304 +0,042 0,150 +0,101 0,306 +0,057 0,262 +0,094 0,337 +0,023 0,363 +0,022
BARO023 0,089 +0,048 0,069 +0,090 -0,026 +0,067 0,143 +0,162 0,093 +0,034 0,061 +0,083 0,135 +0,125 0,169 +0,101 0,068 +0,033 -0,032 +0,194
BARO24 -0,088 +0,059 -0,041 +0,048 0,135 +0,116 -0,036 +0,006 0,041 +0,014 0,097 +0,069 -0,169 +0,010 -0,033 +0,035 0,035 +0,010 0,103 +0,055
BARO025 0,064 +0,025: 0,080 +0,035 0,034 +0,056 0,052 +0,060 0,030 +0,021 0,056 +0,014 0,192 +0,067 0,129 +0,061 0,101 +0,087 0,108 +0,123
BARO026 0,175 +0,112: 0,129 +0,092 0,196 +0,032 0,075 +0,046 0,135 +0,028 0,134 +0,026 0,085 +0,018: 0,080 +0,011 0,070 +0,012 0,069 +0,038
BARO27 -0,093 +0,034 -0,034 +0,084 -0,052 +0,065 -0,056 +0,047 -0,048 +0,041 -0,033 +0,056 -0,067 +0,037 -0,075 +0,054 -0,075 +0,054 -0,042 +0,042
BARO28 -0,179 +0,026 -0,251 +0,007 -0,240 +0,017 -0,331 +0,013 -0,162 +0,030 -0,299 +0,026 -0,103 +0,047 -0,110 +0,027 -0,134 +0,056 -0,116 +0,062
BAR029 0,101 +0,098 0,137 +0,077 0,044 +0,027 0,145 +0,026 0,0797 +0,060 0,037 +0,026 0,017 +0,049 0,094 +0,047 -0,025 +0,012 0,003 +0,042
BARO30 0,066 +0,026 0,142 +0,039 0,042 +0,021 0,096 +0,009 0,055 +0,018 0,101 +0,031 0,100 +0,030 0,183 +0,075 -0,060 +0,013 0,170 +0,051
BARO31 0,054 +0,036 0,077 +0,056 0,011 +0,023 0,008 +0,007 0,039 +0,003 0,050 +0,011 0,075 +0,024 -0,088 +0,024 0,083 +0,036 0,062 +0,010
BARO032 | -0,064 +0,026 & -0,053 +0,027 -0,039 +0,044 -0,060 +0,045 -0,029 +0,046 -0,011 +0,030 0,007 +0,008: -0,027 +0,027 0,069 +0,046: -0,014 +0,045
BARO33 | -0,049 +0,046 -0,060 +0,015 -0,050 +0,017 0,092 +0,059 0,048 +0,026 0,075 +0,043 0,157 +0,046 0,131 +0,024 0,037 +0,036: 0,081 +0,070
BARO034 0,116 +0,068 0,146 +0,057 0,160 +0,039 0,171 +0,051 0,207 +0,006 0,179 +0,023 0,181 +0,033 0,255 +0,043 0,130 +0,022 0,160 +0,014

Nota: valores em negrito indicam significancia estatistica em relacao ao grupo controle (p<0,05).

Fonte: Autora (2025).
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Tabela 15 — Médias + desvios-padrédo da absorbancia nos testes de viabilidade celular das bactérias (BAR035-BAR051).

Final.
Bactérias Farmacos

Isoladas Paracetamol Dipirona AAS Ibuprofeno Diclofenaco Fluconazol Amoxicilina Amitriptilina Fluoxetina Hormdnios
BARO035 -0,015 +0,024 0,020 +0,021 -0,038 +0,016 0,045 +0,016 0,080 +0,074 -0,024 +0,018 0,002 +0,026: 0,012 +0,017 0,039 +0,014 0,083 +0,045
BARO036 -0,072 +0,014 -0,063 +0,017 -0,038 +0,014 0,065 +0,108 0,020 +0,036 -0,001 +0,030 -0,007 +0,008: -0,046 +0,015 -0,079 +0,035 -0,043 +0,049
BARO37 0,141 +0,044 0,138 +0,042 0,067 +0,029: 0,068 +0,038 0,072 +0,006: 0,079 +0,013 0,048 +0,002 0,085 +0,014: 0,061 +0,009 0,134 +0,012
BARO038 -0,087 +0,021: -0,137 +0,018 -0,049 +0,017 -0,089 +0,011 -0,001 +0,029 -0,057 +0,007 -0,027 +0,017: -0,048 +0,021 -0,001 +0,016 -0,013 +0,038
BARO039 -0,176 +0,031: -0,162 +0,036 -0,054 +0,037 -0,111 +0,087 -0,160 +0,076 -0,148 +0,076 -0,026 +0,032: -0,056 +0,034 -0,210 +0,009 -0,036 +0,038
BARO040 -0,072 +0,023: -0,050 +0,073 -0,042 +0,086 -0,001 +0,060 -0,089 +0,030 -0,098 +0,055 -0,024 +0,047 -0,089 +0,068 -0,021 +0,042 0,046 +0,047
BARO41 0,027 +0,054 -0,040 +0,011: -0,020 +0,024 0,024 +0,061 0,048 +0,055. 0,015 +0,027 0,020 +0,024 0,004 +0,048 -0,017 +0,049 -0,037 +0,052
BAR042 -0,095 +0,016 -0,163 +0,013 -0,136 +0,019 -0,126 +0,031 -0,131 +0,027 -0,133 +0,026 -0,113 +0,030: -0,115 +0,031 -0,096 +0,041 -0,067 +0,050
BAR043 -0,168 +0,013 -0,108 +0,044 -0,168 +0,019 -0,118 +0,033 -0,110 +0,022 -0,013 +0,026 -0,072 +0,058 -0,078 +0,057 -0,065 +0,067 -0,010 +0,064
BARO044 0,076 +0,076 0,077 +0,068 -0,008 +0,019: 0,135 +0,012 0,038 +0,012: 0,126 +0,022 0,037 +0,007 0,109 +0,017: 0,030 +0,012 0,092 +0,017
BARO045 -0,052 +0,011 -0,061 +0,018 -0,027 +0,011 -0,030 +0,004 -0,048 +0,011 -0,038 +0,009 -0,049 +0,003: -0,042 +0,008 -0,024 +0,006 -0,018 +0,007
BAR046 -0,147 +0,032 -0,114 +0,041 -0,165 +0,029 -0,109 +0,043 -0,143 +0,018 -0,117 +0,018 -0,133 +0,017 -0,134 +0,017 -0,157 +0,015 -0,142 +0,014
BARO47 -0,022 +0,003 -0,005 +0,024 0,012 +0,008 0,037 +0,002 0,009 +0,003 0,005 +0,003 0,016 +0,009: -0,002 +0,003: -0,001 +0,006 0,012 +0,009
BAR048 -0,036 +0,007 -0,053 +0,007 -0,037 +0,004 -0,050 +0,002 -0,057 +0,002 -0,050 +0,002 -0,037 +0,004: -0,189 +0,005: -0,017 +0,006 -0,002 +0,001
BAR049 -0,016 +0,026 -0,028 +0,026 -0,037 +0,024 -0,003 +0,042 -0,027 +0,017 -0,009 +0,018 -0,008 +0,018: -0,026 +0,011 -0,013 +0,010 -0,016 +0,007
BARO50 0,000 +0,008 -0,009 +0,005: 0,014 +0,012 -0,001 +0,002 -0,025 +0,004 -0,006 +0,007 -0,019 +0,006 -0,018 +0,012: -0,019 +0,006 0,016 +0,009
BARO51 -0,058 +0,041: -0,031 +0,024 0,025 +0,019 -0,004 +0,035 -0,005 +0,018 -0,028 +0,003 0,049 +0,061: -0,027 +0,011 -0,034 +0,020 -0,031 +0,027

Nota: valores em negrito indicam significancia estatistica em relagéo ao grupo controle (p<0,05).

Fonte: Autora (2025).
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Figura 47 — Box-plots dos valores de absorbancia dos testes de viabilidade celular
das bactérias (BAR001-BAR017) em relacdo aos farmacos testados.

0.251

0.00
0254
-0.50

025+
0.00 ¢
0251
0.50

025

Lo0sva

Z004YE

0.00
0254
0.50

0.254

£00HYE

0.00
0.25 4
-0.50

0.25 4

#004YE

0.00
0.25 4
-0.50

0.25 1

5004V

0.00

-0.254

-0.50

0.25 1
0.00

e |

0254
-0.50

025+

L004Ye

0.00
0254

0.50

025+

0.00

8004YE

0254

0.50

Abarbancia - Controle

0.254

0.00

600YYE

0.25 1
-0.50
0254
0.00
0.25 1
-0.50
0254

0.00

OloHvE

+LOHYE

0.25 4
-0.50

0.25 1

CLoHvE

0.00
0254
-0.50

0.251

e |

0.00
0254
-0.50

025+

Fiouve

0.00
0254
0.50

025

SoHvE

0.00
0254

0.50

025+

0.00 7

0.25 4

-0.50

aloHvE

==

L1048

FO1

FO2

FO3 FO4 FO5

FO6

Farmacos

FO7

Legenda: FO1(Paracetamol), FO2 (Dipirona), FO3 (AAS), FO4(Ibuprofeno), FO5(Diclofenaco), FO6(Fluconazol), FO7(Amoxicilina),
FO8(Amitriptilina), FO9(Fluoxetina), F10(Hormdnio).

Nota: a linha preta indicada no ponto zero em cada gréafico representa os valores do grupo controle.

Fonte: Autora (2025).
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Figura 48 — Box-plots dos valores de absorbancia dos testes de viabilidade celular

das bactérias (BAR018-BAR034) em relacdo aos farmacos testados.
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Figura 49 — Box-plots dos valores de absorbancia dos testes de viabilidade celular
das bactérias (BAR035-BAR051) em relacdo aos farmacos testados.
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APENDICE C -

realizado por sondas

Tabela 16 — Perfil enzimatico por sondas para Geotrichum sp._ FARO003.

Tabelas com os dados estatisticos do screening enzimatico

Tempo Enzimas em % RFU
em horas LIP ESTL EPHL ~ EPH2 BMVOl BMV2
1 0 0 1,43+0,65 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
: 0 0,11 + 0,03 0 0 0 0
6 018+0,15  0,28+0,3 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 016+024 O 0 0
10 0 0 0 0 0 0
11 0,02 % 0,07 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0
13 0,36 +0,06 0,27 + 0,06 0 0 0 0
14 030£0,03 0,12 +0,02 0 0 0 0
15 0,15 + 0,07 0 0 0 0 0
16 0,40+£0,09  0,23%0,08 0 0 0 0
17 0,18 £ 0,06 0 0 0 0 0
18 0,58+0,09 059 0,03 0 0 0 0
19 0,20 0,25 0 0 0 0 0
20 0,09 + 0,03 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0 0
22 0,48+0,09  05410,07 0 0 0 0
23 0,39 % 0,08 0 0 0 0 0
24 0,25+0,12  0,21+0,05 0 0 0 0

Legenda: LIP (lipase), EST1 (esterase), EPH (epoxi-hidrolases), BMVO (monooxigenases).

Fonte: Autora (2025).
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Tabela 17 — Perfil enzimatico por sondas para o Geotrichum sp. FARO005.

Enzimas em % RFU

Tempo
em horas LIP EST1 EPH1 EPH2 BMVO1l BMV2
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0,36 £0,10 0,11 +£0,03 0 0 0 0
6 0,57+0,16 0,2+0,03 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0,37 £0,28 0 0 0 0 0
9 0,52+ 0,31 0 0 0 0 0
10 0,32 £ 0,36 0 0 0 0 0
11 0,84 +£0,48 0 0 0 0 0
12 0,87 £ 0,56 0 0 0 0 0
13 1,79+0,59 0,27 £0,04 0 0 0 0
14 1,89+0,60 0,15+0,01 0 0 0 0
15 1,69 £ 0,64 0 0 0 0 0
16 2,26 £ 0,77 0,26 £0,06 0 0 0 0
17 2,20x£0,72 0 0 0 0 0
18 3,18+0,86 0,68 £ 0,06 0 0 0 0
19 2,85+0,87 0,11+0,04 0 0 0 0
20 281+092 0,12+0,04 0 0 0 0
21 2,67x1,04 0 0 0 0 0
22 3,90+£10,09 0,62 £0,05 0 0 0 0
23 352+1,17 0,29 +£0,06 0 0 0 0
24 3,85+1,22 0,25+0,06 0 0 0 0

Legenda: LIP (lipase), EST1 (esterase), EPH (epoxi-hidrolases), BMVO (monooxigenases).

Fonte: Autora (2025).
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Tabela 18 — Perfil enzimatico por sondas para o Talaromyces sp. FAR012.

Tempo Enzimas em % RFU
em horas LIP EST1 EPH1 EPH2 BMVO1l BMV2
1 0 0 1,99+ 0,71 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0,14 + 0,51 0 0 0
4 0 0 0,12 +0,58 0 0 0
5 0,14+0,03 0,13+0,03 0 0 0 0
6 0,19+0,06 0,17 +0,01 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0,63 + 0,07 0 0 0
10 0 0 0,33 +0,08 0 0 0
11 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0
13 0,16 + 0,06 0,33 +0,08 0 0 0 0
14 0 0,19 £ 0,04 0 0 0 0
15 0 0,13 £ 0,04 0 0 0 0
16 0 0,23 £ 0,06 0 0 0 0
17 0 0,21 £ 0,03 0 0 0 0
18 0,31+0,06 0,83+0,03 0 0 0 0
19 0 0,25 £ 0,04 0 0 0 0
20 0 0,11 £ 0,10 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0 0
22 0 0,82 £ 0,06 0 0 0 0
23 0 0,36 £ 0,05 0 0 0 0
24 0 0,50 £+ 0,03 0 0 0 0

Legenda: LIP (lipase), EST1 (esterase), EPH (epoxi-hidrolases), BMVO (monooxigenases).

Fonte: Autora (2025).
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Tabela 19 — Perfil enzimatico por sondas para o Mucor sp. FAR014.

Tempo Enzimas em % RFU
hglr,r;s LIP EST1 EPH1 EPH2 BMVOl1l BMVO2
1 0 0 3,26 £ 0,10 0 0 0
2 2,15+0,89 0 0,98 + 0,21 0 0 0
3 5,89 + 1,68 0 1,09 £ 0,39 0 0 0
4 10,83 £ 2,50 0 1,44 + 0,35 0 0 0
5 17,11 £ 3,03 0,51 £ 0,09 1,39+0,44 0 0 0
6 23,55 + 3,83 0,74+0,11 0,93 +0,37 0 0 0
7 29,14 + 4,34 0 1,45+ 0,33 0 0 0
8 35,83+4,71 0,83+0,12 1,52+0,42 0 0 0
9 41,91 £5,10 1,19+0,12 2,16 + 0,47 0 0 0
10 47,98 = 5,27 0,98+0,14 2,00 £ 0,36 0 0 0
11 54,17 £ 5,39 1,68 £0,12 1,96 £ 0,48 0 0 0
12 60,37 £ 5,25 1,95+0,17 2,03+0,36 0 0 0
13 65,15 £ 5,27 2,82 +0,19 2,12 + 0,46 0 0 0
14 70,57 £5,19 3,23 +£0,20 1,99 + 0,53 0 0 0
15 75,33 +5,17 3,58 + 0,28 2,15+0,54 0 0 0
16 79,69 £ 5,21 4,22 +0,23 2,37 £0,61 0 0 0
17 83,68 + 5,91 4,64 +0,24 2,63+ 0,56 0 0 0
18 87,93 £ 6,29 592+0,21 2,59 + 0,55 0 0 0
19 91,04 £6,77 6,09 £ 0,24 2,85 + 0,60 0 0 0
20 93,62 + 7,44 6,64 + 0,27 2,99 +0,61 0 0 0
21 96,04 + 8,15 6,97 £ 0,30 2,64 +0,58 0 0 0
22 100,00 £ 0,71 8,80 + 035 3,11 +£0,73 0 0 0
23 100,00+ 2,15 9,16 £0,35 3,03 £0,86 0 0 0
24 100,00 +0,17 10,17+0,33 3,17+0,77 0 0 0

Legenda: LIP (lipase), EST1 (esterase), EPH (epoxi-hidrolases), BMVO (monooxigenases).

Fonte: Autora (2025).
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Tabela 20 — Perfil enzimatico por sondas para Mucor sp._FARO018.

Tempo Enzimas em % RFU
hil:;s LIP EST1 EPH1 EPH2 BMVO1l BMVO?2
1 0 0 1,74 £ 0,16 0 0 0
2 2,12 + 0,37 0 0 0 0 0
3 4,76 + 0,58 0 0,13+0,11 0 0 0
4 7,71 +£0,77 0 0,34 +0,11 0 0 0
5 11,66 £ 0,92 0,56 + 0,07 0,11 £ 0,17 0 0 0
6 15,13 +1,09 0,76 £ 0,10 0 0 0 0
7 17,46 + 1,20 0,36 + 0,09 0,36 £ 0,10 0 0 0
8 21,28 +1,45 1,03+£0,10 0,16 + 0,20 0 0 0
9 2461 +£1,61 1,48 £ 0,17 1,27 £ 0,16 0 0 0
10 27,07 £1,84 1,39 +0,13 0,70 £ 0,17 0 0 0
11 30,40 £ 1,99 2,17 £ 0,24 0,53 +0,17 0 0 0
12 33,62 +2,28 2,51 +0,27 0,52 +0,26 0 0 0
13 36,37 £ 2,43 3,54 + 0,29 0,73+0,21 0 0 0
14 39,29 £ 2,65 4,00£0,42 0,58 £ 0,25 0 0 0
15 41,76 £ 2,81 4,46 + 0,42 0,41 + 0,23 0 0 0
16 44,35 + 2,88 5,19 + 0,55 0,55 + 0,27 0 0 0
17 46,97 + 3,17 5,85+ 0,64 0,87 + 030 0 0 0
18 49,98 + 3,35 7,25 0,72 0,96 £ 0,31 0 0 0
19 52,15 £ 3,44 7,50 £ 0,82 0,99 £0,34 0 0 0
20 53,92 + 3,43 8,25 + 0,87 1,16 £ 0,34 0 0 0
21 55,68 + 3,67 8,83+ 0,99 0,63 +0,45 0 0 0
22 59,37 +£3,75 10,92+1,08 1,15%+0,53 0 0 0
23 60,46 £ 3,77 11,41+1,19 0,89%0,61 0 0 0
24 62,35+ 3,75 1261+1,37 0,85+0,76 0 0 0

Legenda: LIP (lipase), EST1 (esterase), EPH (epoxi-hidrolases), BMVO (monooxigenases).

Fonte: Autora (2025).
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APENDICE D - Espectros de fragmentacdo de massas para o ibuprofeno e para
os isdmeros identificados

Figura 50 — Espectro de RMN de 'H do ibuprofeno comercial em 400 MHz, CDCl3
com TMSO 0,1%, com 8 scans (Bruker® AVANCE ).
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Fonte: Autora (2025).
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Figura 51 — Espectro de RMN de 3C do ibuprofeno comercial em 100 MHz, CDCl3,

(Bruker® AVANCE ).
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Fonte: Autora (2025).
Figura 52 — Espectro de fragmentacdo de massas do composto 1 (2-hidroxi-

ibuprofeno) produzido por Geotrichum sp._ FAR003, em modo negativo de ionizagao.
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Fonte: Autora (2025).
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Figura 53 — Espectro de fragmentacdo de massas do composto 3 (ndo identificado)
produzido por Geotrichum sp._ FAR003, em modo negativo de ionizagao.
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Fonte: Autora (2025).
Figura 54 — Espectro de fragmentacdo de massas do composto 4 (3-hidroxi-

ibuprofeno) produzido por Geotrichum sp._FAR003, em modo negativo de ionizagéo.
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Fonte: Autora (2025).
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Figura 55

Espectro de fragmentacdo de massas do composto 1 (2-hidroxi-

ibuprofeno) produzido por Talaromyces sp._ FAR012, em modo negativo de ionizagao.
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Espectro de fragmentacdo de massas do composto 2 (1-hidroxi-

ibuprofeno) produzido por Talaromyces sp._ FAR012, em modo negativo de ionizagao.
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Figura 57 — Espectro de fragmentacdo de massas do composto 3 (n&do identificado)
produzido por Talaromyces sp._ FAR012, em modo negativo de ionizagao.
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Fonte: Autora (2025).

Figura 58 — Espectro de fragmentacdao de massas do composto 4 (3-hidroxi-
ibuprofeno) produzido por Talaromyces sp._ FAR012, em modo negativo de ionizagao.
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Figura 59 — Espectro de fragmentacdo de massas do composto 5 (n&o identificado)
produzido por Talaromyces sp._ FAR012, em modo negativo de ionizagao.
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APENDICE E - Avaliac&do do desenvolvimento de Lactuca sativa

Tabela 21 - Comprimento médio, biomassa da raiz e percentual de inibicdo de
Lactuca sativa exposta a diferentes concentracdes de ibuprofeno.

Ibuprofeno

Comprimento
Dose (mg-LY) daraiz (+ EPM)

% de inibicao

Biomassa seca
daraiz (+ EPM)

% de inibicao

0.0 39.81 + 0.59 100% 0.0029 + 0.0005 100%
0.1 35.47 + 0.96 89% 0.0020 + 0.0006 69%
0.2 34.19 + 1.09 86% 0.0025 + 0.0006 86%
0.3 33.62 +1.05 84% 0.0018 + 0.0005 60%
0.4 37.61+1.16 94% 0.0023 + 0.0005 7%
0.5 38.60 + 0.75 97% 0.0028 + 0.0005 94%
1 34.79 + 1.07 87% 0.0023 + 0.0005 80%
2 33.26 + 1.74 84% 0.0018 + 0.0008 60%
4 19.97 +0.75 50% 0.0013 + 0.0005 43%
8 17.52 + 0.89 44% 0.0005 + 0.0003 17%
16 16.00 + 0.83 40% 0.0015 + 0.0003 51%
32 13.71 + 0.65 34% 0.0010 + 0.0000 34%
64 10.33 + 0.37 26% 0.0010 + 0.0000 34%
100 7.44 + 0.33 19% 0.0003 + 0.0003 9%

Legenda: + EPM - mais ou menos o erro padrdo da média.

Fonte: Autora (2025).
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Tabela 22 — Comprimento médio, biomassa da parte aérea e percentual de inibigdo
de Lactuca sativa exposta a diferentes doses de ibuprofeno.

Comprimento de

Biomassa seca

Ibuprofeno_ parte aérea % de inibicdo de parte aérea . °_/o_d%
Dose (mg. L™?) + EPM (mm) + EPM inibicédo

0 12.62 + 0.19 100% 0.0048 + 0.0004 100%

0.1 9.02 +0.19 2% 0.0048 + 0.0009 99%

0.2 8.00 + 0.18 63% 0.0048 + 0.0003 99%

0.3 6.86 + 0.26 54% 0.0038 + 0.0003 78%

0.4 7.37 +0.20 58% 0.0033 + 0.0005 68%

0.5 9.72 + 0.30 7% 0.0046 + 0.0006 96%

1 11.40 + 0.27 90% 0.0043 + 0.0005 89%

2 10.16 + 0.40 80% 0.0040 + 0.0004 83%

4 8.79+0.35 70% 0.0040 + 0.0006 83%

8 9.36 + 0.35 74% 0.0025 + 0.0005 52%

16 7.97 + 0.24 63% 0.0028 + 0.0004 57%

32 7.09 + 0.26 56% 0.0030 + 0.0009 63%

64 6.07 + 0.21 48% 0.0025 + 0.0003 52%

100 5.05 + 0.37 40% 0.0025 + 0.0006 52%

Legenda: + EPM - mais ou menos o erro padrao da média.

Fonte: Autora (2025).
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