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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a remocdo da cafeina e seus efeitos sobre o crescimento e composicao
quimica de microalgas. As cepas Spirulina platensis e Scenedesmus obliquus foram cultivadas durante 40 dias
em meio contendo 20 (C20) e 40 mg.L! (C40) de cafeina (Etapa 1). A fotodegradacéo da cafeina foi avaliada
durante 20 dias nos meios de cultivo sem a presenca das cepas. Ensaios em aumento de escala (Etapa 2) foram
realizados com S. platensis e cafeina nas mesmas concentragfes. Foi avaliada a composi¢cdo quimica das
biomassas ao final dos cultivos em ambas as etapas. As microalgas apresentaram crescimento em C20 e C40,
sendo S. platensis a cepa mais resistente. Ainda, S. obliquus foi capaz de remover 13,66% da concentracéo inicial
da cafeina em C20. A S. platensis apresentou maior crescimento na Etapa 2 em comparacdo a Etapa 1, o que
resultou na maior eficiéncia de remocdo na segunda etapa (25,64% para C20, 13,33% para C40) do que na
primeira (0,18% para C20, 12,31% para C40). N&o ocorreu fotodegradacdo durante o periodo de 20 dias. A
cafeina induziu o acimulo de proteinas nas biomassas, com valores de até 57% (S. obliquus, C20). Os altos
valores de proteinas possibilitam utilizar as biomassas para a geracdo de biometano e biofertilizantes. As
microalgas foram capazes de crescer em concentragdes elevadas de cafeina, mostrando-se promissoras para a sua
remocao e aproveitamento das biomassas geradas, havendo necessidade de mais estudos a fim de melhorar as
eficiéncias de remocéo durante os processos de biorremediacdo microalgal.

Palavras-chave: contaminantes emergentes; toxicidade; composicdo bioquimica, cinética de crescimento;
biorremediacdo.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the removal of caffeine and its effects on growth and chemical composition of
microalgae. The strains Spirulina platensis and Scenedesmus obliquus were cultivated for 40 days in medium
with 20 (C20) and 40 mg.L* (C40) of caffeine (Stage 1). Caffeine photodegradation was evaluated for 20 days
in microalgae culture media without the presence of strains. Scale-up cultivations (Stage 2) were performed with
S. platensis and caffeine at the same concentrations. The chemical composition of the biomasses was evaluated
at the end of the cultivations in both stages. The microalgae showed ability to grow in C20 and C40, with S.
platensis being the most resistant strain. Furthermore, S. obliquus was able to remove 13.66% of the initial
concentration of caffeine in C20, while S. platensis showed a greater growth in Stage 2 compared to Stage 1,
which resulted in higher removal efficiency in the second stage (25.64% for C20; 13.33% for C40) than in the
first stage (0.18% for C20; 12.31% for C40). There was no photodegradation observed in 20 days. Caffeine
induced the accumulation of proteins in the biomasses, with values up to 57% (S. obliquus, C20). The high values
of proteins demonstrate the possibility of using these biomasses to generate products such as biomethane and
biofertilizers. The microalgae were able to grow in high concentrations of caffeine, showing promising for its
removal and use of the generated biomasses, requiring further studies in order to improve the removal efficiencies
during the microalgal bioremediation processes.

Keywords: emerging contaminants, toxicity, biochemical composition, growth kinetic; bioremediation.
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1. INTRODUCAO

Os contaminantes emergentes (CEs) sdo uma classe de poluentes oriundos de industrias
farmacéuticas, clinicas veterinarias, hospitais e efluentes domésticos, que contemplam farmacos,
cosméticos, pesticidas e horménios sinteticos (Bilal et al., 2019). Os CEs despertaram maior
preocupacao em funcdo dos avangos de técnicas de quantificacdo, a avaliacdo dos seus efeitos nos
diferentes corpos hidricos e os potenciais efeitos maléficos a vida aquatica e humana (Hidayati et al.,
2021; Vieira et al., 2022). A cafeina é um CE pertencente a classe dos farmacos e esta presente em
diversos alimentos e bebidas, como no café, chimarrdo, chas, chocolate e energéticos, alem de fazer
parte da composi¢do de medicamentos analgésicos (Korekar et al., 2020). O consumo diério expressivo
de cafeina devido a automedicacdo faz com que parte da dose ingerida seja excretada com seus
metabdlitos ainda ativos, chegando nas estacdes de tratamento de &guas residuérias (ETARS) (Fekadu
etal., 2019; Vassalle et al., 2020). Nesse sentido, € um dos CEs comumente detectados nas ETARS em
concentragdes na ordem de ng.L?! e pug.L? (Pefia-Guzman et al., 2019). Durante o tratamento de
efluentes, a cafeina apresenta uma alta eficiéncia de remocéao (>95%), porém, devido ao seu consumo
significativo e crescente, a entrada dessa substancia em sistemas hidricos é maior do que a sua
degradacdo (Vieira et al., 2022). Dessa forma, ocorre sua entrada continua no meio ambiente,
apresentando toxicidade a organismos como algas, peixes e crustaceos devido a sua exposicao crénica,
afetando diretamente o meio ambiente (Xiong et al., 2017a; Patel et al., 2019).

Dado o exposto, € evidente a necessidade de tecnologias eficientes no tratamento de CEs em
aguas residuarias. Estratégias estudadas para a remocédo de cafeina de meios contaminados envolvem
0S processos oxidativos avancados (POASs) (Wang et al., 2019), filtracdo por membranas (Lopera et al.,
2019) e processos de adsorcdo (Ravi et al., 2020). Porém, essas tecnologias podem ser impeditivas para
a aplicacdo em larga escala, pois no caso dos POAs ha a possivel geracdo de compostos de degradacdo
mais toxicos e uma baixa eficiéncia de remoc¢ao em baixas concentrac6es de CEs (Teodosiu et al., 2018).
Além disso, nas membranas e nos processos de adsorcdo, ocorre apenas a transferéncia de fase do
contaminante, necessitando o posterior descarte desse material (Rodriguez-Narvaez et al., 2017; Nie et
al., 2020).

A biorremediacdo através do metabolismo microalgal € uma alternativa para 0s processos de
pos-tratamento de &guas residuarias, devido a possibilidade de cultivar esses microrganismos em
ambientes adversos, como nos efluentes industriais e domésticos, o que contribui para a diminuicéo dos
custos de tratamento (Vassalle et al., 2020). As microalgas tém potencial para a remediacdo de aguas
residudrias devido a sua capacidade de eliminar uma ampla variedade de CEs através da bioadsorcéo,
bioacumulacdo e biodegradacdo intra e extracelular (Xiong et al., 2018). O género Scenedesmus €
bastante utilizado em estudos de biorremediacéo (Matamoros et al, 2016; Sutherland and Ralph, 2019),
visto que sdo resistentes a ambientes inospitos, além de possuirem a capacidade de crescer em cultivo
mixotrofico, no qual essas microalgas podem assimilar moléculas organicas como agucares simples,
além de CEs como possiveis nutrientes (Sutherland; Ralph, 2019; Rempel et al., 2021a). Outrossim,
dentro do contexto de biorrefinarias, uma das vantagens da utilizacdo de microalgas para a
biorremediacdo de CEs é a possibilidade da posterior utilizagdo da biomassa microalgal na geracéo de
bioprodutos (Sutherland et al., 2018).

A sintese de bioprodutos a partir da biomassa microalgal estd relacionada & sua composi¢édo
bioquimica, visto que para cada produto € necessario um composto de interesse entre carboidratos,
lipideos e/ou proteinas (Magro et al., 2021). Dentre os produtos que podem ser gerados a partir da
biomassa microalgal, se encontram o bioetanol, biodiesel, biofertilizantes e biogas (Ahmad et al., 2022).
Como a presenca de CEs pode induzir altera¢cBes na composi¢do bioquimica das microalgas devido ao
estresse celular, pode ocorrer o acimulo de diferentes teores de carboidratos, lipideos ou proteinas
(Rempel et al., 2021b).

Neste contexto, objetivou-se avaliar a remocgédo de cafeina via metabolismo microalgal e os
possiveis efeitos do contaminante no crescimento celular e na composicao bioquimica de microalgas.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Microalgas e cafeina

Foram utilizadas as microalgas Spirulina platensis e Scenedesmus obliquus do banco de cepas
do Laboratorio de Bioquimica e Bioprocessos da Universidade de Passo Fundo (UPF). Para o cultivo
de S. platensis, foi utilizado o meio padrdo Zarrouk diluido a 50% (Zarrouk, 1956) e para S. obliquus,
foi utilizado o meio padrédo BG-11 (Ripka et al., 1979).

A cafeina utilizada nos cultivos com pureza de 99,1% foi obtida do fornecedor Valde Quimica®.
As concentracdes de cafeina (20 e 40 mg.L™) foram escolhidas a partir de estudos preliminares do grupo
de pesquisa do Laboratério de Bioquimica e Bioprocessos da UPF.

2.2 Condicdes experimentais

Foram realizadas duas etapas de cultivos microalgais, sendo elas em escala laboratorial (Etapa
1) e no aumento de escala (Etapa 2). Durante a Etapa 1, as microalgas S. platensis e S. obliquus foram
cultivadas durante 40 dias na presenca de 20 (C20) e 40 (C40) mg.L™* de cafeina, a fim de avaliar os
efeitos do contaminante no crescimento microalgal, nas eficiéncias de remocdo de cafeina pelas
microalgas e na influéncia da cafeina na composicao bioquimica dessas biomassas. Além disso, foi
realizado um ensaio Controle com a auséncia do contaminante no meio de cultivo. Foi avaliada,
também, a fotodegradacao da cafeina nos respectivos meios de S. platensis e S. obliquus ao longo de 20
dias. Durante a Etapa 2, cultivou-se a microalga S. platensis em maiores escalas, também na presenca
de 20 e 40 mg.L* de cafeina, mais o ensaio Controle, até a fase estacionaria de crescimento.

Os experimentos da Etapa 1 foram conduzidos ao longo de 40 dias em biorreatores descontinuos
com volume util de 150 mL, mantidos em mesa agitadora (170 rpm), fotoperiodo claro/escuro de 12:12
h e luminosidade de 1800 lux fornecida por lampadas LED, com temperatura controlada a 30+2 °C.
Para os ensaios microalgais foi utilizada uma concentragdo inicial dos indculos de 0,2 g.L™*. Os ensaios
de fotodegradagdo com os respectivos meios de cada microalga foram conduzidos ao longo de 20 dias
em biorreatores descontinuos com volume util de 200 mL. Todos os ensaios foram conduzidos em
duplicata.

Durante a Etapa 2, a S. platensis foi cultivada em biorreatores do tipo raceway com volume util
de 10 L. Esses biorreatores foram alocados em estufa de hidroponia com temperatura entre 20 e 30 °C,
luminosidade natural e agitacdo por bombas de aeragdo submersa com vazdo de 220 L.h2.

2.3 Determinacéo da concentracao celular

As concentragdes celulares dos cultivos de S. platensis e S. obliquus foram avaliadas a cada 48
h, em triplicata, por espectrofotdmetro a 670 nm, com base nas curvas padrées de biomassa seca para
S. platensis (y = 0,6941x - 0,00371, R2=0,9929) e S. obliquus (y = 0,3279x - 0,0093, R2 =0,9917). Ao
final dos cultivos, foram avaliadas a concentragdo maxima de biomassa (Xmax, g.L ) e a velocidade
especifica maxima de crescimento (pumax, db).

2.4 Determinacéo da concentracao de cafeina
As amostragens para a avaliagdo da remocdo de cafeina foram realizadas a cada 5 dias e
analisadas em triplicata por espectrofotometria com base na curva de calibracdo do CE em cada meio

de cultivo (y = 19,735x + 0,4356, R?2 = 0,9998 em Zarrouk 50% e y = 19,237x - 0,1293, R2 = 10,9997 em
BG-11), em comprimento de onda de 273 nm.
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2.5 Colheita e caracterizacéo bioquimica das biomassas

A colheita das biomassas foi realizada a partir da centrifugacéo dos cultivos a 3500 rpm durante
10 minutos. As biomassas foram secas em estufa com circulagdo de ar a 50 °C por 24 h e congeladas a
-4 °C até utilizacdo. Apds, foi realizada a ruptura celular das biomassas atraves de sonda ultrassénica
em poténcia maxima, com 10 ciclos intercalados de 1 minuto de sonicacdo e 1 minuto de repouso. As
biomassas obtidas na Etapa 1 foram caracterizadas quanto ao teor de carboidratos (Dubois et al., 1956)
e proteinas (Lowry et al., 1951). Para as biomassas obtidas nos cultivos da Etapa 2, foi realizada a
caracterizacdo da biomassa em carboidratos (Dubois et al., 1956), proteinas (Lowry et al., 1951),
lipideos (Colla et al., 2004) e cinzas (Instituto Adolfo Lutz, 1985).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Determinacao da concentragao celular

A Figura 1 apresenta as curvas de crescimento das microalgas S. obliquus (a) e S. platensis (b)
referentes aos ensaios da Etapa 1 e S. platensis (c) referente a Etapa 2. A Tabela 1 apresenta os valores
de velocidade especifica maxima e a concentracdo maxima de biomassa de S. platensis e S. obliquus
nessas mesmas condicdes, tanto em escala laboratorial quanto no aumento de escala.
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Figura 1: Curvas de crescimento das microalgas

e Controle: Ensaios sem adicdo de cafeina; A C20: Ensaios com adicdo de 20 mg.L™ de cafeina; m C40: Ensaios com
adicdo de 40 mg.L* de cafeina. (A)- Scenedesmus obliquus em escala laboratorial; (B)-Spirulina platensis em escala
laboratorial; e (C)- Spirulina platensis no aumento de escala.
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O género Scenedesmus € estudado devido a sua resisténcia em ambientes indspitos. Entretanto,
0s ensaios C20 e C40 apresentaram declinio na concentracao celular a partir do 36° dia de cultivo (Figura
1a). Em comparacdo ao ensaio Controle e aos cultivos com S. platensis (Figura 1b), a S. obliquus
demonstrou menor resisténcia ao contaminante a longo prazo. A cafeina pode inibir o crescimento de
microalgas dos géneros Scenedesmus e Raphidocelis, como observado em estudos anteriores (Tousova
etal., 2018; Sousa et al., 2021). Isso corrobora com os resultados obtidos para os cultivos de S. obliquus,
visto que em comparacgdo ao ensaio Controle, C20 e C40 apresentaram declinio na concentragéo celular
nos tempos finais de cultivo (dia 36 ao 40).

Tabela 1: Velocidades especificas maximas de crescimento e concentra¢des finais de biomassa
Escala laboratorial

Ensaios Scenedesmus obliquus Spirulina platensis
Hmax (d). Xt (g.L 1) Mmax (d). Xt (9.L7)
Controle 0,069+0,0009° 0,8342+0,0607%  0,095+0,0004%  0,8987+0,0612?
C20 0,074+0,0089° 0,7422+0,0076°  0,088+0,0055%  0,9412+0,0219°
C40 0,080+0,0039% 0,5085+0,0031°¢ 0,081+0,0031* 0,8941+0,07322
Aumento de escala
Controle 0,349+0,0069*  2,4781+0,1005%
C20 0,193+0,0257°  2,1909+0,2081?
C40 0,223+0,0069°  2,136620,0422°

---: experimentos com Scenedesmus obliquus ndo foram realizados no aumento de escala. Resultados expressos pela
médiatdesvio padrdo. Letras iguais na mesma coluna (em cada etapa) ndo apresentam diferenca significativa frente ao teste
de Tukey (p>0,05).

Como apresentado na Tabela 1, os ensaios de S. obliquus com cafeina (C20 e C40) apresentaram
Xf menores em comparacdo ao Controle (p<0,05). O ensaio C40 obteve a menor Xf (0,5085+0,0031
g.LY) seguido de C20 (0,7422+0,0076), demonstrando que conforme o aumento na concentragio de
cafeina o efeito tdxico no crescimento de S. obliquus nos tempos finais foi maior. Segundo Zarrelli et
al. (2014), a cafeina ndo demonstra toxicidade para espécies aquaticas em exposi¢do aguda, sendo
necessarias elevadas concentragdes do contaminante para surtir efeitos significativos (>150 mg.L™Y).
Entretanto, os autores avaliaram a toxicidade sobre o crescimento microalgal apenas durante a fase
exponencial e o estudo toxicolégico apenas em uma fase de crescimento pode resultar na
superestimacdo ou subestimacdo dos efeitos (Chaithawiwat et al., 2016). Os efeitos toxicoldgicos
podem ser diferentes durante as fases finais do cultivo quando ha menor concentracdo de nutrientes.
Isso torna a cafeina potencialmente mais toxica a microalga em comparacdo as fases iniciais de
crescimento, quando hé o crescimento celular exponencial em um meio nutricional mais concentrado.
Verifica-se que ndo ocorreu diferenca estatistica nos resultados de umax. para S. obliquus, reforgando a
hipotese de que a cafeina ndo apresentou toxicidade durante o periodo exponencial de crescimento.

A adicdo de cafeina nos cultivos de S. platensis ndo apresentou toxicidade a microalga na Etapa
1 (Figura 1a), visto que ndo foi observada diferenca significativa em Xf e pmax. entre os cultivos
Controle, C20 e C40 durante os 40 dias de cultivo (Tabela 1). Segundo Pollack et al. (2009), algumas
espécies aquaticas s@o mais resistentes aos efeitos toxicos da cafeina. Os autores mostraram que
diferentes concentragBes do contaminante (30, 50 e 75 mg.L ™) foram inibitdrias ao crescimento de
microalgas endossimbiontes de corais (Symbiodinium goreau, Symbiodinium microadriaticum,
Symbiodinium sp, respectivamente).

Entretanto, através dos valores de pmax obtidos nos cultivos de S. platensis na Etapa 2 (Tabela
1), nota-se que a adic¢do da cafeina apresentou influéncia no desenvolvimento da microalga nos tempos
iniciais (0-7). Destaca-se 0 ensaio C20, o qual apresentou fase de adaptacdo entre 0 e 7 dias,
possivelmente devido & presenca de cafeina, o que ocasionou em uma menor velocidade especifica de
crescimento. Ao final dos cultivos, ndo foi observada diferenca estatistica para Xf entre Controle, C20
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e C40, mostrando que a microalga foi capaz de se desenvolver na presenca de cafeina, embora em taxas
de crescimento mais baixas. Assim, pode-se levantar a hipdtese de a cafeina atuar como fonte de carbono
organico nos meios de cultivo, visto que as microalgas podem ser cultivadas de maneira mixotréfica
(Xiong et al., 2018; Maryjoseph; Ketheesan, 2020). A assimilacdo da cafeina pode ocorrer através do
processo de desmetilacdo, propiciando o crescimento microbiano (Korekar et al., 2018).

Observa-se que no ensaio Controle da Etapa 2 de S. platensis (Figura 1c) a fase de declinio
celular ocorreu a partir do 18° dia. Isso pode estar relacionado com a reducdo nutricional no meio de
cultivo @ medida que os nutrientes sdo consumidos ao longo do crescimento das microalgas. Ainda, o
declinio celular pode ocorrer devido a elevada concentracdo de biomassa. A partir de uma determinada
densidade celular, ha a possibilidade do autossombreamento quando as células se sobrepdem umas as
outras afetando a distribuicdo uniforme de luz e ocasionando morte celular (Temnov et al., 2021;
Thulasidharan et al., 2021).

Os resultados dos cultivos da S. platensis observado nas Etapas 1 e 2 mostram um maior
crescimento microalgal no aumento de escala (Figura 1c) em comparacao a escala laboratorial (Figura
19). Isso pode ter relagdo com a intensidade luminosa, uma vez que os cultivos laboratoriais de S.
platensis (Etapa 1) foram iluminados artificialmente, com uma incidéncia luminosa de 1800 lux. Ja
durante o aumento de escala, foi utilizada iluminacdo natural em estufa de hidroponia, ndo havendo
controle sobre a incidéncia luminosa ou fotoperiodo. As radiacGes solares médias nos dias nos quais 0s
ensaios foram realizados estao apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Radiacdo solar média nas datas de realizacdo dos ensaios do aumento de escala

Ensaios Periodo Luminosidade

Controle 30/03/2021 a 15/04/2021 24613
C20 16/04/2021 a 14/05/2021 34725
C40 26/02/2021 a 19/03/2021 39130

Luminosidade média considerando as transmissividades da tela anti-granizo (82%) e plastico filme (80%) presentes na estufa
de hidroponia. Fontes: Magro (2016) e Instituto Nacional de Metereologia do Brasil (2021).

Em ambientes naturais, as intensidades luminosas e fotoperiodos sdo afetadas em decorréncia
da sazonalidade, o que influencia os processos fotossintéticos e, consequentemente, 0 crescimento
microalgal (Siddiki et al., 2022). Verifica-se que os ensaios C20 e C40 apresentaram crescimento
durante um periodo maior (>25 dias) com menores pmax do que o ensaio Controle (18 dias), embora
expostos a luminosidade média maior. Esse fator, associado a possivel diminuicdo ou falta de nutrientes
apos 0 18° dia, pode ocasionar no stress celular dos cultivos microalgais e, dessa forma, a microalga é
instigada a excrecdo de enzimas especificas para a biotransformacéo da cafeina (Xiong et al., 2018).
Assim, pode-se inferir que nos cultivos C20 e C40 da Etapa 2, a S. platensis p6de assimilar a cafeina
como fonte nutricional, estendendo seu crescimento durante periodos maiores que o ensaio Controle.

3.2 Determinacdo da concentracéo de cafeina nos cultivos

Os resultados de quantificagdo de cafeina nos cultivos C20 e C40 de S. platensis e S. obliquus
da escala laboratorial estéo apresentados na Figura 2. No aumento de escala, a microalga S. platensis
foi cultivada até atingir a fase estacionaria e os dados de quantificagdo de cafeina nesses cultivos estéo
apresentados na Figura 3.

A Figura 2 mostra que ap6s 40 dias de incubag&o, S. obliquus apresentou eficiéncias de remogéo
de cafeina de 10,67% e 13,66% em C20 e C40, respectivamente. Para a S. platensis cultivada em escala
laboratorial, as eficiéncias de remogéo foram 0,18% em C20 e 12,31% em C40. Esses resultados estéo
de acordo com o relatado por Matamoros et al. (2016), no qual as microalgas Chlorella sp. e
Scenedesmus sp. apresentaram eficiéncia de remocdo de cafeina de 17%. Os autores sugerem a
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biodegradacdo como via de remocdo do CE, apresentando as microalgas como potencializadoras da
biorremediagéo.
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Figura 3: Quantificacao de cafeina nos cultivos de Spirulina platensis no aumento de escala

A C20: Ensaio com adigéo de 20 mg.L™* de cafeina; = C40: Ensaio com adigéo de 40 mg.L de cafeina. Resultados
expressos pela médiatdesvio padréo.

A eficiéncia de remocao de cafeina nos cultivos de S. platensis foi mais elevada no aumento de
escala (Figura 3), no qual C20 apresentou uma eficiéncia de remocéo de 25,64% e C40 de 13,33%. Isso
pode ter relagdo com a concentragdo de biomassa, visto que, em comparagao aos cultivos laboratoriais,
o crescimento microalgal foi mais acentuado. Em estudo de Gojkovic et al. (2019), a remocéo de CEs
farmacéuticos por diferentes cepas de microalgas aumentou proporcionalmente a concentracéao final de
biomassa dos cultivos. Isso pode ocorrer pela maior demanda de nutrientes conforme o crescimento

20



Revista CIATEC — UPF, vol.14 (3), p.p.14-29, 2022

celular das microalgas, 0 que aumenta a possibilidade de remoc¢é&o das moléculas de CEs. No presente
trabalho, os ensaios com maior concentragdo final de biomassa também apresentaram uma remocéo de
cafeina mais elevada. Isso corrobora com a afirmacdo de que maiores concentracdes de biomassa
favorecem a assimilacdo de cafeina devido a maior demanda por nutrientes (Gojkovic et al., 2019).

Dentre os processos de biorremediacdo microalgal, a bioadsorcdo é o processo menos viavel
pela estabilidade da cafeina em solucdes aquosas (log Kow de -0,07 a 0,16) e sua ndo-ionizagdo em
4gua, apresentando baixa afinidade com a célula microalgal (Svorc, 2013; Mojiri et al., 2021).
Entretanto, as microalgas podem remover a cafeina atraves da bioacumulacdo e posterior biodegradacao
intracelular ou pela excre¢édo de complexos enzimaticos (biodegradacao extracelular) (Matamoros et al.,
2016; Xiong et al., 2018).

3.3 Ensaios de fotodegradacgédo

A Figura 4 traz os dados de fotodegradacgéo de cafeina na presenca dos meios de cultivo Zarrouk
50% e BG-11, realizados nas mesmas condi¢6es luminosas dos cultivos microalgais.
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Figura 4: Ensaios de fotodegradagdo de cafeina nos meios de cultivo

Os ensaios de fotodegradacgéo tiveram duracdo de 20 dias, pois a partir do 15° dia houve um
aumento da turbidez nos meios dos biorreatores, o que acabava influenciando as leituras em
espectrofotbmetro. Esse aumento de turbidez pode estar relacionado a oxidacao dos sais presentes nos
meios de cultivo Zarrouk 50% e BG-11.

Alguns agentes fotossensibilizadores, isto €, que induzem a fotodegradacéo através da formacéo
de espécies reativas de oxigénio, incluem nitratos, carbonatos e sais de ferro (Liu et al., 2021). Todos
esses compostos sdo encontrados nos meios de cultivo de S. platensis e S. obliquus. Entretanto, nos
ensaios realizados na presengca dos meios de cultivo de ambas as microalgas, nédo foi observada
fotodegradagdo da cafeina em 20 dias sob iluminagdo de LED e luminosidade de 1800 lux. Esses
resultados estdo de acordo com o exposto por Gojkovic et al. (2019), que observaram uma remocao via
fotodegradacgéo entre 0 e 10% para a cafeina. Zhang et al. (2013) afirmam que a cafeina apresenta
fot6lise sob uma taxa muito baixa no meio ambiente. Ainda, Matamoros et al. (2016), em estudo que
avaliou mecanismos de remocdao de CEs por microalgas, ndo observaram fotodegradacéo para a cafeina
e, segundo os autores, a cafeina ndo é fotodegradavel.
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3.4 Caracterizacdo da biomassa microalgal

A Tabela 3 apresenta os resultados de carboidratos e proteinas presentes nas biomassas de S.
obliquus e S. platensis durante os cultivos da Etapa 1.

Tabela 3: Caracterizacdo bioquimica das biomassas microalgais em base imida (escala laboratorial)

Ensaios Scenedesmus obliquus Spirulina platensis
Carboidratos (%) Proteinas (%) Carboidratos (%)  Proteinas (%)
Controle 13,40+0,45" 47,12+0,91° 14,54+0,49° 36,43+0,77°
C20 16,15+0,832 57,77+0,38? 13,73+0,49% 41,36+0,95?
C40 14,09+0,40° 46,96+0,23" 12,05+0,6° 29,34+<0,01°

Resultados expressos em médiatdesvio padréo. Letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa frente
ao teste de Tukey (p>0,05).

No aumento de escala (Etapa 2), a biomassa colhida foi submetida a caracterizacdo quanto ao
teor de carboidratos, lipideos, proteinas e cinzas. A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para a
biomassa de S. platensis para os ensaios Controle, C20 e C40.

Tabela 4: Caracterizagdo bioquimica da biomassa de S. platensis em base seca (aumento de escala)

Ensaios Carboidratos (%) Proteinas (%) Lipideos (%) Cinzas (%)
Controle 17,33+0,41° 39,56+0,37" 2,35+0,40° 21,53+0,66"
C20 11,72+0,29° 41,25+1,59? 5,42+0,03? 22,78+0,01°
C40 21,32+0,582 34,35+0,32° 1,88+0,33° 31,71+0,572

Resultados expressos em médiatdesvio padréo. Letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa frente
ao teste de Tukey (p>0,05).

Grande parte das microalgas sdo fontes de proteinas, embora alteracdes nos cultivos possam
induzir alteragdes na sua composicdo bioquimica através do acumulo lipidico ou de carboidratos
(Margarites, 2014). Pode-se observar que em ambas as microalgas o acimulo de proteinas foi elevado
em comparacao ao teor de carboidratos intracelulares. Os cultivos C20 apresentaram o maior acimulo
de proteinas para ambas as microalgas, com diferenca estatistica frente aos ensaios Controle e C40.
Especificamente para S. obliquus, ndo houve diferenca estatistica na porcentagem de proteinas entre
Controle e C40 (p>0,05). O mesmo ocorre para a porcentagem de carboidratos para essa microalga. Ja
para S. platensis o contetdo proteico foi significativamente diferente entre todos os cultivos, com C20
apresentando os maiores valores, seguido de, respectivamente, Controle e C40. De modo geral, a
presenca de 20 mg.L™ de cafeina no cultivo C20 de S. obliquus favoreceu a sintese de carboidratos, o
que nao foi observado para a maior concentracdo do contaminante em C40. Além disso, os teores de
proteinas de S. obliquus foram semelhantes aos obtidos por Rempel et al. (2021b) ao cultivar essa
microalga na presenca de 30 e 50 mg.L™ de cafeina.

Em relacdo aos cultivos com S. platensis, conforme o aumento da concentracdo de cafeina,
ocorreu a diminuicdo dos teores de carboidratos das biomassas em escala laboratorial (Tabela 3).
Todavia, no aumento de escala (Tabela 4), o cultivo C40 apresentou o maior teor de carboidratos,
enquanto C20 apresentou o maior teor lipidico entre as biomassas (p<0,05). Isso pode ter acontecido
devido ao estresse celular ocasionado pela intensidade luminosa, em conjunto com a presenca de cafeina
nos cultivos e a reducdo nutricional nos tempos finais de cultivo (acima de 18 dias). Como a microalga
ndo esta adaptada ao meio com esse contaminante, ha uma inducdo na formacdo de compostos de
armazenamento como os carboidratos (Debnath et al., 2021). Assim, esses microrganismos adaptam seu
metabolismo as diferentes condigdes ambientais, favorecendo a sintese de compostos de
armazenamento energético como carboidratos e lipideos (Margarites, 2014; Rempel et al., 2021b).

Quanto ao teor de cinzas apresentado pelos ensaios Controle, C20 e C40 da S. platensis na Etapa
2, verifica-se valores acima de 20% para todos os cultivos. Segundo Sossella et al. (2020), o teor de
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cinzas para biomassa de S. platensis é de aproximadamente 10%. Com isso, pode-se inferir que os altos
teores de cinzas obtidos podem ser devido as fragdes residuais de nutrientes presentes no meio de cultivo
na forma de sais, 0s quais podem ser carregados ap0s a separacdo da biomassa e quantificados na forma
de cinzas (Sossella et al., 2020).

O nitrogénio é um macronutriente essencial para o desenvolvimento de microalgas, regulando
suas atividades metabolicas e favorecendo a sintese de proteinas (Yakoob et al., 2021). Como o acimulo
de proteinas para as biomassas de ambas as microalgas foi elevado, pode-se inferir que ndo ocorreu a
falta desse macronutriente nos meios de cultivo. Dessa forma, como os teores de proteinas nas
biomassas de ambas as microalgas foram elevados para todos os cultivos, pode-se sugerir a aplicagédo
desta biomassa para a geracgao de biocombustiveis como o biometano ou na sintese de biofertilizantes,
apos a avaliacdo da necessidade de um pré-tratamento devido a possivel presenca de cafeina nas
biomassas (Rempel et al., 2021b).

4. CONCLUSAO

As microalgas S. platensis e S. obliquus apresentaram capacidade de crescimento em um meio
contendo elevadas concentragdes de cafeina (20 e 40 mg.L™) ao longo de até 40 dias. As concentracdes
finais de biomassa e velocidades especificas maximas de crescimento obtidas evidenciaram a
capacidade das microalgas de se adaptarem a presenca do contaminante. Pode-se destacar os ensaios
com a S. platensis devido ao elevado crescimento da microalga nos cultivos tanto em escala laboratorial
(Xmax = 0,9412+0,0219 g.L™! para C20) quanto no aumento de escala (Xmax = 2,4781+0,1005 g.L* para
Controle).

As eficiéncias de remogdo de cafeina apresentadas pelas microalgas foram de até 25% e os
ensaios em que a microalga apresentou maior crescimento celular obtiveram as maiores remocdes,
demonstrando a capacidade das cepas em utilizar a cafeina como fonte de nutrientes. Néo foi observada
fotodegradacédo, o que corrobora com a literatura de que a cafeina ndo é fotodegradavel.

Para os ensaios de caracterizacdo da composicao quimica, verificou-se que a presenca de cafeina
induziu o acimulo de proteinas em ambas as etapas. Destaca-se 0 ensaio C20 de S. obliquus (Etapa 1)
que apresentou teor de proteinas de 57,77+0,38%. O elevado acumulo de proteinas nas biomassa torna-
se interessante para aplicacbes como a geracdo de biometano ou biofertilizantes, embora sejam
necessarios estudos devido a possivel presenca de cafeina nessas biomassas.

O uso das microalgas S. platensis e S. obliquus mostra-se relevante para a remocao de cafeina
em efluentes contaminados, visto que apresentaram resisténcia as concentracdes bastante elevadas em
comparac¢do as encontradas no meio ambiente, além da capacidade de remover o contaminante ao longo
dos cultivos. Além disso, a remogdo de cafeina por microalgas gera biomassas com potencial para a
geracdo de outros produtos, podendo auxiliar para a viabilidade desse processo, mas havendo a
necessidade de outros estudos a fim de melhorar as eficiéncias de remogé&o.
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