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Resumo

Os farmacos utilizados no dia-a-dia sdo cada vez mais detectados em rios e
lagos, alguns compostos tem sua degradagao mais lenta no meio ambiente
e acabam por retornar aos sistemas de tratamento de agua. Em alguns
casos mesmo o tratamento ndo elimina completamente o ativo. Estudos
mostram que o lbuprofeno (IBU) vem sendo observado no tratamento de
aguas residuais, gerando consequéncias ao meio ambiente e a saude
humana. Este projeto teve como objetivo testes preliminares de fungos da
podriddo branca da madeira para serem utilizados na biorremediacédo de
ibuprofeno. Inicialmente, 4 fungos foram cultivados em meio sélido junto a
IBU para a selecdo, dentre eles Pleurotus ostreatus, Trametes sp.,
Pleurotus pulmonarius e Oudemansiella canarii. O fungo Pleurotus
ostreatus teve destaque de crescimento e foi escolhido para cultivo em
meio liquido. observando as atividades das enzimas ligninoliticas e
celuloliticas como lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase.

Introducéo

Os farmacos sao substancias quimicas indispensaveis em nosso
cotidiano, sendo usados ndo em areas da saude, como em areas de cultivo.
Antigamente, pouca importancia se dava as consequéncias dessas
substancias ao meio ambiente. Com o passar do tempo, estudos
relacionados a farmacos no meio ambiente comecaram a crescer e tomar
maior espaco na literatura.

Milhares de diferentes moléculas ativas s&o atualmente usadas no
Brasil e no mundo para tratar ou prevenir doencgas, sendo que centenas de
novas moléculas sdo sintetizadas anualmente para substituir os farmacos
ultrapassados. Uma vez administrados, os farmacos podem ser excretados
na sua forma original ou como metabdlitos ativos, e podem alcancar o meio
ambiente por diversos caminhos (ZUCCATO et al., 2000). Os produtos
farmacéuticos e de cuidado pessoal (PPCPs) sédo preocupacdes dos
cientistas se tornando uma classe reconhecida de poluentes, recebendo
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atencdo consideravel sobre a toxicidade sobre o meio ambiente
(EVGENIDOU et al., 2015). Essas substancias podem atingir o meio
ambiente por diferentes rotas, sendo os efluentes de estacfes de tratamento
de esgoto (ETE’s) a principal delas. O avango das técnicas analiticas, como
a cromatografia liquida de alta eficiéncia, a cromatografia gasosa e o0s
detectores de massas nas Uultimas décadas, contribuiu muito com os
trabalhos de deteccdo destes compostos (IVAN, 2012).Visto isso, a
biorremediacdo torna-se essencial, sendo esta, um processo que utiliza
principalmente microrganismos, plantas, enzimas microbianas ou vegetais
para desintoxicar e degradar contaminantes no ambientes, com a finalidade
de restaurar a saude do ecossistema.

Os fungos sao particularmente adequados para colonizacdo dos
ecossistemas devido sua capacidade de produzir enzimas extracelulares,
como lacases e ligninases, além de ser uma fonte mais barata e acessivel
(GODLEADS et al., 2015). Os fungos da podriddo branca possuem alto
potencial de biorremediagéo, devido a producéo de enzimas extracelulares
especificas que degradam diversos substratos, sendo exemplos disso, a
lacase (E.C. 1.10.3.2), manganés peroxidase (E.C. 1.11.1.13) e lignina
peroxidase (E.C. 1.11.1.14).

Materiais e métodos
Biossorvente e farmaco:

Os fungos foram obtidos na cole¢cdo de culturas do Laboratério de
Bioquimica de Microrganismos e alimentos e o Ibuprofeno na forma liquida,
de uma farmacia local.

Procedimento:

De inicio foi feita uma analise no espectrofotdmetro acerca do pico de
absorbancia do Ibuprofeno liquido da marca Medley o qual resultou em
198nm. Foram selecionados 4 fungos da podriddo branca sendo eles,
Pleurotus ostreatus, Trametes, Pleurotus pulmonarius e Oudemansiella
canarii. Os cultivos foram feitos em placas de petri com meio sélido BDA
junto a Ibuprofeno liquido nas concentracdes 0 (controle), 40, 160, 280 e 400
ML, cada concentragédo em triplicata, totalizando 60 placas de petri. Ademais
foram armazenados em uma estufa com temperatura média de 28°C até
total colonizacdo. Dentre os 4 fungos cultivados, o melhor resultado de
crescimento se mostrou sendo o Pleurotus ostreatus, o qual foi escolhido
como representante para a proxima etapa do procedimento.

Com isso, o fungo escolhido foi cultivado em placas de petri apenas
com BDA, deixados até total colonizagdo em uma estufa a 28°C. Depois
disso foram feitos repiques de 2 discos de micélio para o inoculo em
erlenmeyers de 250mL com 100mL de meio mineral (VOGEL, 1956),
contendo glicose (0.5%), extrato de levedura (0,2%) e tampao citrato.

Divididos em 5 categorias, cada uma com diferentes concentragdbes
de lbubrofeno junto ao meio liquido, sendo estas 0 (controle), 16, 64, 112 e
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160uL, cada concentracdo em triplicata. Os erlenmeyers contendo os fungos
foram colocados sob agitacdo em um shaker a 120 rpm e 28°C por 12 dias.
Amostras do liquido foram coletadas para analise de absorbancia, sendo
colocadas em tubos eppendorf e armazenadas no freezer. Os liquidos foram
diluidos em uma proporcdo 1:100 e analisados em um espectrofotdmetro em
cubeta de quartzo e observados os picos de absorbancia referentes a faixa de
198nm.

Resultados e Discussao

Os fungos da podridédo branca secretam varias enzimas extracelulares
para a degradacéo de biomassa, como a lacase (E.C. 1.10.3.2), manganés
peroxidase (E.C. 1.11.1.13) e lignina peroxidase (E.C. 1.11.1.14). Alguns
estudos se mostraram positivos, como o realizado pela Universidade
Autdnoma de Barcelona, sobre compostos ibuprofeno, acido clofibrico e
carbamazepina (ERNEST et al., 2009).

Mediante o cultivo dos 4 fungos em meio solido BDA + Ibuprofeno
liguido, o fungo Oudemansiella canarii ndo apresentou um desenvolvimento
satisfatério em nenhum cenario, enquanto Pleurotus pulmonarius e Trametes
sp., apesar do crescimento em concentragées mais baixas como 40 e 160
ML, ndo se destacaram em concentracdes mais altas. Com isso, o que
apresentou melhor crescimento em todas as
concentracbes (40,160, 280, 400) uL, foi o fungo
Pleurotus ostreatus (Fig. 1) sendo escolhido para o
cultivo em meio liquido.

Os resultados do crescimento do P.
ostreatus em meio liquido estdo apresentados na
Tabela 1. Este teste visa observar a possivel
degradagcdo do Ibuprofeno por enzimas
ligninoliticas do fungo Pleurotus ostreatus, que
resultaria em uma reducdo no pico de absorbancia

Fig 1. Pleurotus ostreatus em meio  J@S amostras ao longo dos dias. Na maior
BDA + Ibuprofeno 400pL concentracdo de lbuprofeno testada (160 pL) foi
onde melhor obteve diminuicdo da absorbancia.
Esse resultado pode ter relagdo com maior producdo de enzimas
ligninoliticas estimuladas pela maior concentracdo de lbuprofeno ou mesmo
devido a absorc¢édo do farmaco pelo fungo.
No entanto € necessario novos experimentos para determinar se o
Ibuprofeno esta sendo degradado efetivamente ou mesmo ocorreu
absorcao.

Tabela 1. Absorbéncia de Ibuprofeno apds cultivo em meio liquido com P. ostreatus.
Média + Desvio padrdao das amostras feitas em triplicatas

Ibuprofeno (uL) Absorbancia (198nm)
Controle 231,60 + 07,98
16 235,06 + 08,32
64 209,44 + 15,85
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112 205,05 + 11,60
160 155,18 + 35,69
Conclusodes

Indmeros fungos tém sido testados como biorremediadores de
PPCPs, entre eles os fungos da podriddo branca. O Ibuprofeno é um
farmaco bastante utilizado, bem como indmeros outros compostos que
podem desencadear efeitos negativos no meio ambiente. Apesar da primeira
etapa em meio solido ter mostrado um possivel potencial de biodegradacéao
do Ibuprofeno por parte do fungo Pleurotus ostreatus, com a inconsisténcia
dos dados da segunda etapa, ndo se pode ter certeza se ocorreu a
degradacgéo.
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