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RESUMO

A recente deteccdo de contaminantes emergentes em solos, aguas e efluentes, 0s quais podem apresentar efeitos
adversos aos organismos e ao meio ambiente, vem desencadeando inimeros estudos visando a remogéo e
degradacdo destes contaminantes. As microalgas sdo um tratamento alternativo para remocéo dos contaminantes
e, com a biomassa restante, pode-se produzir subprodutos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
composicao celular de microalgas apds o cultivo em meio sintético contendo diferentes misturas de farmacos. A
Chlorella homosphaera e a Scenedesmus obliquus foram cultivadas em erlenmeyers de 250 ml, alocados em
mesa agitadora com controle de temperatura e fotoperiodo, durante 20 dias. Foram realizados 5 ensaios
adicionados dos farmacos cafeina, acido acetilsalicilico (AAS), diazepam, paracetamol e fluoxetina, juntamente
com 2 ensaios controle. Ao fim dos 20 dias, o cultivo foi centrifugado para separagdo da biomassa e posterior
preparacao do extrato para quantificacdo dos carboidratos e proteinas por métodos espectrofotométricos. A
Chlorella apresentou maior quantificacdo de carboidratos no ensaio contendo diazepam, cafeina e AAS (37%),
em contraste com os ensaios contendo fluoxetina, cafeina e AAS (20,58%) e do ensaio com os 5 farmacos
(20,69%). J& a Scenedesmus possuiu valores expressivos de proteina, sendo que a maior quantificagdo foi
encontrada no ensaio contendo fluoxetina (82,72%) e o menor valor no ensaio com os 5 farmacos (54,85%). O
cultivo na presenca dos farmacos alterou a composi¢éo bioquimica das microalgas, sendo possivel sua aplica¢do
para manufatura de produtos como biocombustiveis, por exemplo. Para uso em outras matrizes, é necessario
investigar a toxicidade da biomassa.
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ABSTRACT

The recent detection of emerging contaminants in soils, waters and effluents, which can have adverse effects on
organisms and the environment, has triggered numerous studies aimed at the removal and degradation of these
contaminants. Microalgae are an alternative treatment for removing contaminants and, with the remaining
biomass, by-products can be produced. The objective of the present work was to evaluate the cellular composition
of microalgae after cultivation in synthetic media containing different mixtures of drugs. Chlorella homosphaera
and Scenedesmus obliquus were grown in 250 ml erlenmeyer flasks, placed on a shaking table with temperature
control and photoperiod, for 20 days. Five experiments were performed with the drugs caffeine, acetylsalicylic
acid (ASA), diazepam, paracetamol and fluoxetine, along with 2 control experiments. At the end of the 20 days,
the culture was centrifuged to separate the biomass and prepare the extract for quantification of carbohydrates
and proteins by spectrophotometric methods. Chlorella showed higher quantification of carbohydrates in the
experiment containing diazepam, caffeine and ASA (37%), in contrast to the experiment containing fluoxetine,
caffeine and ASA (20.58%) and the experiment with the 5 drugs (20.69%). Scenedesmus, on the other hand, had
expressive values of protein, the highest quantification being found in the experiment containing fluoxetine
(82.72%) and the lowest value in the assay with the 5 drugs (54.85%). Cultivation in the presence of drugs altered
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the biochemical composition of microalgae, making it possible to manufacture products such as biofuels, for
example. For use in other matrices, it is necessary to investigate the biomass toxicity.
Keywords: cellular composition, bioremediation, emerging contaminants.

1. INTRODUCAO

Os contaminantes emergentes sdo uma nova classe de compostos que estdo sendo detectados no
ambiente, como farmacos, cosméticos, produtos de higiene pessoal, pesticidas, agrotéxicos, entre
outros, os quais possuem efeitos prejudiciais ao ambiente devido a sua toxicidade (Garcia-Galan et al.,
2018; Bilal et al., 2019). Os farmacos sdo utilizados para tratamento e prevencdo de doencas ha medicina
humana e veterinaria. Entretanto, devido as altas dosagens e automedicacdo, os farmacos ndo séo
totalmente metabolizados pelo organismo e entram nas redes de esgoto via fezes e urina com seus
metabdlitos ainda ativos. Além disso, esses contaminantes podem chegar as estragdes de tratamento
devido a constante descarga de efluentes provenientes de hospitais, veterinarias e indudstrias
farmacéuticas (Tolboom et al., 2019).

As estacOes de tratamento sdo projetadas para tratar da carga organica patdgena e de parametros
mais simples, como a demanda quimica de oxigénio (DQO), demanda bioquimica de oxigénio (DBO),
fosforo, nitrogénio e sélidos suspensos (Changotra et al., 2019). Porém, para conseguir remover essa
nova classe de contaminantes, etapas adicionais de pos-tratamento sdo necessarias, as quais precisam
de altos investimentos para implantacao por serem tecnologias que ainda ndo sdo acessiveis e, em alguns
casos, possuindo boa eficiéncia apenas em escala laboratorial (Taheran et al., 2016; Chtourou et al.,
2018; Pei et al., 2019).

Estudos demonstram que os farmacos ja foram identificados na escala de ng.L™* a ug.L™ em

solos, aguas superficiais, subterraneas e efluentes (Gottschall et al., 2012; Ashfaq et al., 2017; Ali et al.,
2017). Mesmo que sejam detectados em baixas concentracdes, Bai e Acharya (2016) verificaram que
os farmacos podem persistir no ambiente a longo prazo. Além disso, € importante ressaltar que 0s
contaminantes ndo sdo encontrados individualmente, mas sim em misturas complexas que podem
resultar em efeitos adversos aos organismos aquaticos e microrganismos presentes no ambiente
(Greenham et al., 2019; Pei et al., 2019). Magdaleno et al. (2015) constataram que a mistura binaria de
farmacos como ampicilina e amoxicilina demonstraram efeitos sinergéticos quando presentes em
cultivo com a microalga Pseudokichneriella subcapitata, o que denota que a toxicidade de um composto
individual ndo é suficiente para predizer a toxicidade de misturas em ambientes aquaticos.
Um tratamento alternativo para remocdo dos farmacos presentes em aguas residuais sao as microalgas,
organismos fotossintetizantes e adaptaveis a diferentes condi¢cbes ambientais. A biorremediacdo por
microalgas ja foi apontada como um tratamento que pode alcancar até 100% de eficiéncia de remocao
dependendo da espécie da microalga utilizada e do farmaco presente no meio (Matamoros et al., 2016;
Gentili; Fick, 2017). Ainda, as microalgas ndo necessitam de grandes areas para cultivo, possibilitam a
geracdo de outros produtos ap0s seu cultivo e sdo muito resistentes, sendo assim mais interessantes que
fungos e bactérias (Li et al., 2016).

Uma das principais vantagens da utilizacdo das microalgas é a possibilidade de adaptacao para
crescimento em fontes alternativas de nitrogénio e fosforo, os quais estdo presentes nos efluentes
domésticos e municipais (Gentili; Fick, 2017), além da presenca de diversos tipos de contaminantes
emergentes, juntamente com os farmacos (Gojkovic et al., 2019). Este cenario reforca a importancia do
estudo prévio do comportamento da microalga em um meio com a mistura de farmacos ao se almejar a
sua utilizagdo para tratamento de poluentes. Ainda, as microalgas podem alterar sua composicgéo celular
dependendo das condicdes de crescimento, 0 que é algo interessante de se observar conforme o tipo de
produto que pretende-se obter no fim do processo com a biomassa restante (De Bhowmick et al., 2019).

Algumas estratégias podem ser empregadas para as microalgas acumularem o nutriente de
interesse, como no caso do cultivo na auséncia de nitrogénio, que estimula o acimulo de carboidratos e
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lipidios (Pancha et al., 2014). Estudos reportam o uso da biomassa da Spirulina platensis para
enriquecimento de alimentos, tendo em vista que € reconhecida como alimento pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Margarites et al., 2016; Zen et al., 2020; Lafarga et al., 2020). Outras
pesquisas a utilizam também para producdo de biocombustiveis, como Rempel et al. (2019), que
produziram bioetanol proveniente da biomassa de Spirulina platensis, composta por 46% de
carboidratos, e com os residuos da sacarificacdo e fermentagdo, produziram biometano. Ainda, as
mciroalgas possuem compostos como carotendides e clorofilas que podem ser empregadas como
pigmentos na indstria alimenticia (Rodriguez-Concepcion et al., 2018). E importante atentar-se a forma
de cultivo da microalga, ja que se ela for cultivada juntamente com efluentes, por exemplo, a biomassa
restante pode conter toxicidade residual, pois as microalgas possuem um mecanismo de bioacumulacéo
dos nutrientes presentes no meio (Bai; Acharya, 2017). Assim, uma biomassa proveniente de um cultivo
atrelado a efluentes e a bioremediagdo de contaminantes emergentes provavelmente ndo podera ser
utlizada no enriquecimento de alimentos por ndo ser segura para consumo.

Diante desse contexto, objetivou-se avaliar a a composicao celular de microalgas ap6s o cultivo
em meio sintético contendo diferentes misturas de farmacos.

2. METODOLOGIA
2.1 Selegéo das microalgas

Foram utilizadas duas microalgas, Scenedesmus obliquus e Chlorella homosphaera,
pertencentes ao banco de cepas do Laboratério de Bioquimica e Bioprocessos da Universidade de Passo
Fundo (UPF). A Chlorella foi cultivada em meio de cultivo Bristol’s Modificado (MBM) (Watanabe,
1960) e a Scenedesmus em meio BG-11 (Ripka et al., 1979).

2.2 Farmacos

Os farmacos utilizados foram diazepam com pureza de 99% (Pharma nostra), paracetamol com
pureza de 99,46% (Infinity pharma), fluoxetina com pureza de 99,64% (Purifarma), acido
acetilsalicilico (AAS) com pureza de 99,75% (Valde Quimica) e cafeina com pureza de 99,1% (Valde
Quimica). Uma solucdo de etanol 10% (v/v) foi preparada para aumentar a solubilidade do diazepam,
os outros farmacos foram solubilizados em agua destilada. As concentracdes adicionadas ja foram
previamente estudadas pelo grupo de pesquisa do laboratério, sendo escolhidas de acordo com o
crescimento maximo da microalga em cada contaminante individual, que foram 10 mg.L™ de diazepam,
30 mg.L* de paracetamol, 1 mg.L? de fluoxetina, 100 mg.L* de AAS e 100 mg.L™! de cafeina.

2.3 CondigOes experimentais

Os experimentos foram conduzidos em reatores descontinuos por um periodo de 20 dias ou até
que as microalgas atingissem a fase estacionaria ou morte celular. As condi¢des experimentais de
crescimento ocorreram em erlenmeyers de 250 mL com 150 mL de meio de cultivo adequado, colocados
em agitador orbital a 170 rpm, 30 °C e controle da luminosidade realizado com lampadas de LED (1800
lux), com fotoperiodo de 12 h claro/escuro. A concentragio inicial de inoculo foi de 0,20 g.L™.

Foram realizados 7 ensaios em duplicata com cada microalga, sendo o primeiro com o cultivo
da microalga sem os farmacos (Bl), 0 segundo com a solucéo de etanol 10% (BIE), o terceiro com AAS
e cafeina (AC), o quarto com AAS, cafeina e fluoxetina (ACF), o quinto com AAS, cafeina e diazepam
(ACDE), o sexto com AAS, cafeina e paracetamol (ACP) e o ultimo com a adi¢éo de todos os farmacos
(5C), totalizando 41 ensaios.
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2.4 Determinacao dos teores de carboidratos e proteinas

Ap0s o término dos 20 dias, o cultivo foi centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos para
separacao da biomassa, que foi seca em estufa a 50 °C por 24h e passou por processos de ruptura celular
via sonda ultrassdnica. Posteriormente, a biomassa seca foi caracterizada em relagdo aos teores de
carboidratos (Dubois et al., 1956) e proteinas (Lowry et al., 1951).
2.5 Analise dos dados

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos foram submetidos a anélise
estatistica de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de comparacdo de médias de Tukey, a 95% de
significancia.
3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Teor de carboidratos e proteinas de cada microalga ap6s 20 dias de cultivo
Chlorella homosphaera

Ensaios Carboidratos (%) Proteinas (%)
BI 29,448+0,255" 39,941+0,000°
BIE 32,923+0,535 27,492+3,876°
AC 35,716+1,989 25,482+3,4642
ACF 20,584+0,5012 41,503+1,334°
ACDE 37,001+4,244° 27,728+0,000?
ACP 21,739+1,4432 66,255+0,000°
5C 20,694+2 6312 43,243+2,463°
Scenedesmus obliquus
Ensaios Carboidratos (%) Proteinas (%)
BI 7,321+1,0662 73,202+8,036%
BIE 9,729+2,1912 68,897+3,688%
AC 8,160+0,8682 59,747+2,180%
ACF 8,307+0,2382 82,722+0,000P
ACDE 7,266+0,8282 61,291+4,737%
ACP 6,605+1,0182 73,964+17,417%
5C 8,412+1,193? 54,848+5,713?

BI: branco + indculo; BIE: branco + indculo + etanol; AC: &cido acetilsalicilico + cafeina; ACF: acido acetilsalicilico +
cafeina + fluoxetina; ACDE: acido acetilsalicilico + cafeina + diazepam + etanol; ACP: acido acetilsalicilico + cafeina +
paracetamol; 5C: 5 contaminantes. Valores seguidos de letras iguais na coluna para cada microalga ndo apresentam diferenca
significativa entre si num intervalo de confianga de 95% pelo teste de Tukey. (médiatdesvio padrao).

A maior porcentagem obtida para carboidratos pela microalga Chlorella foi no ensaio ACDE
(37%) e, para proteinas, no ensaio ACP (66,25%) em comparagdo com o Bl (29,45 e 39,94%). A
composigdo quimica de cada microalga é muito variavel, inclusive entre 0 mesmo género e espécie,
pois depende das condig¢des de cultivo, mas geralmente é composta grande parte por proteinas, depois
carboidratos, lipideos e cinzas (Hu, 2013; Li et al., 2019). Paraa Chlorella sp., os valores de carboidratos
variam normalmente entre 12 a 17% e proteina entre 51 a 58% (Mata et al., 2010; Cai et al., 2013).

As microalgas podem alterar suas reservas energéticas em situacdes de estresse causadas por
substancias toxicas (Markou et al., 2012). Os resultados de carboidratos para a Chlorella apresentaram
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valores maiores dos que normalmente sdo encontrados na microalga inata, provavelmente devido ao
meio conter varios farmacos e ao tempo de exposicdo da microalga a esses poluentes (lummato et al.,
2019). Ainda, dentre os fatores mais comuns para alteracdo do conteido de carboidratos esta a
falta/limitacdo de nutrientes (Dragone et al., 2011), o que pode ter ocorrido nos ensaios.

O contetdo proteico da Chlorella nos ensaios AC, ACDE e BIE ndo possuiu diferenca
significativa (p>0,05), apresentando as menores porcentagens, em torno de 25 a 27%. Entretanto, esses
mesmos ensaios obtiveram valores maiores para carboidratos (32 a 37%). 1sso pode ter ocorrido porque
nesses ensaios a microalga consumiu maiores concentragdes de carbono organico provenientes do AAS,
cafeina e etanol, o qual levou a preferéncia da acumulacdo dos carboidratos. Surkatti e Al-Zuhair (2018)
observaram que a Chlorella sp. sofreu um decréscimo de proteinas @ medida que a concentracdo de p-
cresol, um composto organico, aumentou no meio, sendo que o0 contrario ocorreu para a acumulacgéo de
lipidios.

Diversos poluentes podem induzir o estresse oxidativo em organismos, o qual ocorre quando a
formacdo de espécies reativas de oxigénio supera as defesas antioxidantes, causando dano em lipidios,
proteinas e DNA (lummato et al., 2019). Entretanto, o ensaio ACP apresentou a maior porcentagem de
proteinas (66,7%). A falta de alguns nutrientes no meio pode resultar na acumulagéo de nutrientes de
reserva da microalga. A limitacdo de nitrogénio causa uma mudanca na rota fotossintética de carbono,
ou seja, a via metabdlica de sintese da proteina altera-se para a via de sintese de lipideos ou carboidratos,
ocorrendo a acumulacéo destes (Hu, 2013). Como no ensaio houve uma maior acumulacao de proteinas,
pode-se inferir que, no meio, poderia haver uma maior concentracdo de nitrogénio, ao inveés da falta do
mesmo.

Para a S. obliquus, em condic¢des normais de cultivo, os teores de carboidratos variam de 10 a
17% (Mata et al., 2010; Cai et al., 2013). Nos ensaios, a Scenedesmus apresentou teores de carboidratos
similares em comparagéo com sua forma inata, sendo que os percentuais ficaram entre 6,6 e 9,7%, sem
diferenca significativa entre si (p>0,05). No estudo de Nayak et al. (2016), os autores avaliaram o
crescimento da Scenedesmus em efluente doméstico e obtiveram um teor de carboidratos em torno de
10%, parecido com os encontrados neste trabalho.

No estudo realizado por Afify et al. (2018), a microalga S. obliquus cultivada em meio padrao
obteve um percentual de 40,7% de proteina. Outras pesquisas reportam porcentagens ainda maiores, em
torno de 56% (Bruton et al., 2009; Cai et al., 2013). O ensaio ACF obteve o maior teor de proteina
(82,72%), ja os ensaios 5C e AC foram os que obtiveram os menores percentuais (54,8% e 59,74%),
em contraste com o0 BI, que apresentou uma porcentagem mediana (73,2%). Esses altos valores de
proteina encontrados nos ensaios podem ser devido a um mecanismo de defesa ao meio toxico que a
Scenedesmus desenvolveu durante o cultivo, acumulando a proteina como um nutriente de reserva.

Para ocorrer acumulacdo de proteinas, pode-se alterar a concentracdo de nitrato no meio,
intesidade da luz e/ou concentracdo de CO> (Manirafasha et al., 2016), além do tempo certo da colheita.
A microalga comeca a acumular carboidratos ou lipideos quando o nitrogénio fica em falta no meio,
por isso que 0 momento certo para interromper o cultivo é antes do conteudo de nitrogénio ficar
deficiente, caso o objetivo for acumular proteina (Ho et al., 2012; Tan et al., 2019). Neste estudo, ndo
houve alteragdo nas concentracdes de substrato, logo, ndo ocorreu restricdes nutricionais, por i1Sso que
a alteracdo nos carboidratos ndo foi observada para a Scenedesmus.

Os carboidratos e proteinas possuem dois papéis principais na microalga, que sao na estruturacao
da parede celular e na reserva de energia. Os carboidratos, proteinas e lipidios atuam como componentes
de reserva e permitem que a microalga reajuste seu crescimento em condigdes anormais, como ocorridos
neste estudo, em que as microalgas estavam em um ambiente atipico e, por esse motivo, apresentaram
maiores teores de carboidratos nos ensaios contendo compostos toxicos (Markou et al., 2012; Tan et al.,
2019). Essa biomassa rica em carboidratos, no caso da Chlorella, e rica em proteinas, no caso da
Scenedesmus, poderia ser utilizada para enriquecimento de produtos alimenticios. Entretanto, como as
microalgas foram cultivadas em meio contendo farmacos, é necessario investigar se esses compostos
toxicos foram acumulados pelas células microalgais, pois sabe-se que a bioacumulagcdo é um dos
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mecanismos no qual a microalga remove os contaminantes do meio. O mais seguro seria empregar essa
biomassa em outros subprodutos, como biocombustiveis, por exemplo.

4. CONCLUSOES

O cultivo das microalgas em meio sintético alterou sua composicao celular quando comparada
com 0s ensaios que nao continham a adicdo de farmacos, o que levanta uma possibilidade de tratamento
de aguas residuais contendo esses compostos e posterior uso da biomassa restante para produzir outros
produtos e, assim, promover um contexto sustentavel e incentivar o desenvolvimento de uma
biorrefinaria microalgal.
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