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RESUMO - O objetivo do trabalho foi avaliar o crescimento e a composi¢do bioquimica da microalga Scenedesmus
obliquus cultivada na presenga de cafeina. Trés experimentos foram realizados, sendo um ensaio controle com auséncia
de cafeina e outros dois com concentragdes de 20 mg.L* e 40 mg.L™* do contaminante. Os ensaios foram realizados em
mesa agitadora, durante um periodo de 20 dias, tendo um fotoperiodo de 12/12h claro/escuro e o acompanhamento do
crescimento celular foi realizado via densidade éptica a 670 nm. O maior resultado de crescimento microalgal obtido foi
no ensaio controle (0,730 mg.L™?), apresentando diferenca estatistica (p>0,05) frente aos outros ensaios. Os experimentos
contendo 20 e 40 mg.L? de cafeina ndo apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) entre si (0,637 e 0,636 mg.L™,
respectivamente). Além disso, as velocidades especificas maximas de crescimento ndo apresentaram diferencas
estatisticas (p<0,05) entre o controle e os ensaios com adicdo 20 e 40 mg.L? de cafeina (0,071; 0,072; 0,073 d?,
respectivamente). Referente & composi¢do bioquimica da S. obliquus, ndo ocorreu diferenga estatistica nos experimentos
contendo cafeina frente ao controle. O teor de proteinas para o ensaio conduzido com 20 mg.L? de cafeina foi de
42,946%+0,244%; para o ensaio contendo 40 mg.L?' de cafeina, 42,853%+2,640%; e, para 0 ensaio controle,
41,674%=0,477%. Para o teor de carboidratos, o ensaio com 20 mg.L™* apresentou uma média de 13,037%=0,910%; a
média para o ensaio com 40 mg.L* foi de 14,039%z=0,741%; e, para o ensaio controle, 15,682%=+1,149%. Com isso,
conclui-se que a S. obliquus resistiu a concentragGes de cafeina de até 40 mg.L* e apresentou altos teores de proteinas, o
que torna interessante o estudo da producéo de biofertilizantes a partir de sua biomassa.
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1 INTRODUCAO

Os contaminantes emergentes se caracterizam por ser um grupo de poluentes que se encontram presentes no
nosso cotidiano, como em cosméticos, retardadores de chama, pesticidas, horménios sintéticos, desreguladores
enddcrinos, farmacos e etc. (GOGOI et al., 2018; BILAL et al., 2019). Dando um maior enfoque aos farmacos, devido ao
seu uso ser indispensavel nos dias de hoje, estes estdo sendo quantificados nas estacdes de tratamento de &guas residuarias
em concentracdes na ordem de ng.L ! e pg.L! (PENA-GUZMAN et al., 2019, RODRIGUEZ-NARVAEZ et al., 2017).
Isso deve-se por conta de que 0 organismo humano, por algumas vezes, ndo metaboliza a totalidade desses medicamentos,
visto que eventualmente sdo consumidos sem prescricdo médica ou em doses maiores do que a necessaria (REMPEL et
al., 2021).

Um composto que recentemente vem sido estudado é a cafeina. Ela é um agente psicotrépico consumido ha
milhares de anos, pode ser encontrada em mais de 60 espécies de plantas, como no café, mate, chas, guarana, gréos de
cacau, entre outros (WILLSON, 2018). Seu consumo esta cada vez mais decorrente e, desta forma, a quantidade de cafeina
que entra no meio ambiente € maior do que a degradada (LI et al., 2020). Neste sentido, caracteriza-se como um composto
pseudo-persistente, fazendo com que a cafeina e seus metabolitos sejam considerados indicadores de contaminagdo
antropogénica em aguas residuais (DAFOUZ et al., 2018; TAHERAN et al., 2018). Cerca de 10% da cafeina que é
ingerida ndo é metabolizada pelo nosso organismo, logo essa substancia acaba sendo encontrada em corpos de agua
(BELTRAME et al., 2018). Um estudo realizado no Brasil, coletou amostras de agua em trés diferentes pontos na bacia
hidrogréafica do rio dos Sinos e as concentraces do farmaco variaram de 41,67 ng.L a 0,028 mg.L* (PETEFFI et al.,
2018).

A cafeina, mesmo nas baixas concentracdes em que € detectada, pode apresentar toxicidade para organismos
vivos, chamando a atencdo em muitos estudos devido a biocacumulacdo desse farmaco ao longo da cadeia trofica
(PREVISIC et al., 2020). Esse problema ocorre devido a falta de opgdes eficientes de tratamento de &guas residuarias
para os contaminantes emergentes, ja que as estacdes de tratamento de efluentes sdo projetadas para fazer a remogdo da
carga organica e patogénica e de nutrientes como fdsforo e nitrogénio (RIVERA-UTRILLA et al., 2013; TAHERAN et
al., 2018).

A biorremediacdo por microalgas surge como uma alternativa de poés-tratamento, ja que as mesmas tém a
capacidade de alternar seu metabolismo entre autotrofico, heterotrofico e mixotrofico, podendo ser cultivadas em
ambientes indspitos (XIONG et al., 2018). As microalgas mixotréficas tém a possibilidade de metabolizar os
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contaminantes emergentes por trés mecanismos: a bioadsor¢do, bioacumulacéo e/ou biodegradacédo (XIONG et al. )&
Entretanto, a presenga desses compostos pode ocasionar na inibi¢cdo de crescimento ou morte celular de organish
aquaticos, seja por exposicio cronica ou aguda (ZARELLI et al., 2014), demandando estudos referentes a toxicidade d
contaminantes emergentes para as microalgas. Ademais, a presenca dessas substancias pode ocasionar numa situagéo de
estresse celular a estes microrganismos, podendo induzir alteracbes na sua composicdo bioquimica (proteinas,
carboidratos, lipideos, etc.). Também deve ser estudada a presenca de tracos destes contaminantes ou de seus compostos
de degradacédo na biomassa microalgal ap6s os cultivos, visto que pode acarretar na inviabilizacdo de processos posteriores
para a sua utilizacdo (VIANCELLI et al., 2020).

Dentro desse contexto, o objetivo do trabalho foi analisar o crescimento celular da microalga Scenedesmus
obliquus em meio contendo duas concentracGes de cafeina e verificar a sua composicao bioquimica em relacdo aos teores
de proteinas e carboidratos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Cultivos microalgais

A microalga Scenedesmus obliquus foi obtida no banco de cepas do Laboratério de Bioquimica e Bioprocessos
da Universidade de Passo Fundo. O in6culo foi cultivado utilizando meio padrdo BG-11 (RIPKA et al., 1979) na
concentragdo de 100%. O principio ativo de cafeina com grau de pureza de 99,1% foi adquirido em farmécias de
manipulago.

Para a realizacdo dos ensaios, foram utilizados biorreatores de 300 mL com volume atil de 150 mL, com
concentracdo celular inicial de 0,2 g.L! e as concentracdes de cafeina foram 20 mg.L* e 40 mg.L™. Assim, foram
realizados 3 ensaios em triplicata: 1) Controle, contendo apenas S. obliquus e meio de cultivo padrdo; 2) 20 mg.L* de
cafeina, S. obliquus e meio de cultivo padréo; 3) 40 mg.L de cafeina, S. obliquus e meio de cultivo padréo.

Os cultivos foram mantidos em mesa agitadora a 170 rpm, temperatura controlada entre 25 e 30 °C, com
fotoperiodo 12h/12h (claro/escuro) e luminosidade de 1800 lux fornecida por lampadas de LED durante um periodo de
20 dias ou até entrarem em fase estacionaria ou morte celular.

2.2 Avaliacao dos cultivos microalgais

O crescimento celular das microalgas foi acompanhado a cada 24 horas por método espectrofotométrico, em
comprimento de onda de 670 nm com base em uma curva padrdo de biomassa seca de S. obliquus. Ao final dos cultivos,
foram avaliados os pardmetros de concentragdo final de biomassa (Xr g.L™?) e velocidade especifica maxima de
crescimento (umax.), calculada através da equacdo 1.

1 X
Hmax (@) = 3o Int

)

Sendo X; e X respectivamente, a concentragdo inicial e final de biomassa microalgal e At o intervalo de duragdo
da fase log.

2.3 Separacao da biomassa microalgal

Ao final dos cultivos a biomassa foi separada do meio de cultivo pelo método de centrifugacdo a 3500 rpm
durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e a fracdo solida foi seca em estufa com circulagéo de ar a 50 °C por
um periodo de 24 horas.

2.4 Caracterizagdo da biomassa microalgal

A ruptura celular foi realizada através de sonda ultrassonica, com 5 ciclos de 1 minuto de sonicagdo cada. A
partir disso a biomassa foi caracterizada, em triplicata, quanto ao teor total de carboidratos pelo método de Dubois et al.
(1956) e proteinas por Lowry et al. (1951), a fim de avaliar se a presenca de cafeina apresentou influéncia sobre a
composicao bioquimica de S. obliquus em relagdo ao ensaio controle.

2.5 Andlise estatistica
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Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e avaliacdo das médias pelo teste de" N
O grau de significancia adotado foi de 95% (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A Tabela 1 apresenta o crescimento celular e a velocidade méaxima de crescimento da microalga Scenedesmus

obliquus.
Tabela 1 - Velocidades méximas de crescimento e concentragcdes microalgais.

Ensaios Mmax (d) R? [X]max (mg.L™Y)
Controle 0,071+0,0012 0,985 0,730+0,0122
20 mg.L! 0,072+0,0042 0,989 0,637+0,015°
40 mg.L? 0,073%0,0062 0,993 0,6360,019°

Em cada coluna, as médias seguidas de letras iguais ndo mostram diferenca significativa ao nivel de confianca
de 95% pelo teste de Tukey. (médiatdesvio padrao).

A Figura 1 apresenta a concentracdo de biomassa microalgal dos trés experimentos durante o tempo de 20 dias.

Figura 1 — Concentracdo de biomassa microalgal ao longo do tempo de cultivo.
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De acordo com a Tabela 1 e a Figura 1, a microalga Scenedesmus obliquus conseguiu resistir as duas
concentragdes de cafeina analisadas. O ensaio que obteve um maior crescimento microalgal foi o ensaio controle, que
ndo continha farmaco, enquanto os ensaios conduzidos com 20 e 40 mg.L n4o apresentaram diferenca estatistica entre
si, todavia, demonstraram um crescimento inferior ao ensaio controle. Segundo Tousova et al., (2018) isso pode ter
ocorrido devido a cafeina ser um possivel inibidor de crescimento microalgal, ja que em seu estudo a cafeina inibiu o
crescimento de algas em efluente de estagdes de aguas residuarias.

Além disso, todos os resultados de velocidade especifica maxima foram estatisticamente iguais, o que nos mostra
que a cafeina ndo apresentou um teor de toxicidade elevado para a S. obliquus no periodo de tempo avaliado (20 dias).
Essa reducdo na concentracdo celular dos ensaios que continham a cafeina comparados ao ensaio controle, segundo Zarelli
etal. (2014), pode ser explicada pela exposic¢ao aguda a altas doses de cafeina, 0 que ocasiona na inibigéo do crescimento
de organismos aquaticos como microalgas.

Embora tenha sido notada uma reducdo na concentracdo celular da S. obliquus quando exposta a cafeina, a
microalga apresentou potencial para ser utilizada no tratamento e/ou pds-tratamento de &guas residuarias, visto que nao
ocorreu morte celular na presenca de altas concentracdes desse contaminante (até 40 mg.L™). Para efeitos de comparagio,
as concentracBes de cafeina encontradas em efluentes estio na ordem de ng e pg.L't (PENA-GUZMAN et al., 2019).
Entretanto, sdo necessarios estudos que avaliem os niveis tolerdveis de outros compostos que possam estar presentes
nestes efluentes, como antibidticos, que sdo compostos ja conhecidos por apresentarem inibicdo no crescimento
microalgal (LENG et al., 2020). Além disso, nem todos os contaminantes bioacumulados na célula da microalga, quando
este € 0 mecanismo de biorremediagao, sofrem degradacao e desta forma substancias toxicas podem permanecer na sua
biomassa, afetando processos posteriores na sua aplica¢do (NIE et al., 2020).
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Tabela 2 — Concentracfes de proteinas e carboidratos na biomassa microalgal.

Amostras PTN (%) CHO (%)

Controle 41,67410,4772 15,682+1,1492
20 mg.L™! 42,946+0,2442 13,037+0,910?
40 mg.L? 42,853+2,640° 14,039+0,7412

Em cada coluna, as médias seguidas de letras iguais ndo mostram diferenca significativa ao nivel de confianca
de 95% pelo teste de Tukey.

De acordo com a Tabela 2, a presenga de cafeina nao alterou a composicao bioquimica de carboidratos e proteinas
da Scenedesmus obliquus, visto que todos os ensaios realizados ndo apresentaram diferenca estatistica entre si. Afify et
al. (2018) relataram que a microalga Scenedesmus possui cerca de 40% de proteinas, corroborando com o encontrado
para nosso ensaio controle. Além disso, Rempel et al. (2021) testaram 7 concentracBes de cafeina variando de 1 a 100
mg. L e concluiram que os ensaios conduzidos na presenca deste contaminante ndo apresentaram diferenca estatistica
quanto ao teor de carboidratos quando comparados ao ensaio controle.

Nesse sentido, observa-se que a S. obliquus apresentou um elevado teor proteico, podendo ser utilizada para a
producdo de racdo animal e fertilizantes. Todavia, como ela foi cultiva em um meio contendo um composto
potencialmente toxico, pode haver resquicios do fA&rmaco na biomassa resultante. Desta forma sdo necessarios estudos
que englobem qual o mecanismo de biorremediac¢ao pode ocorrer na presenca de cafeina e se ha tracos do contaminante
na biomassa microalgal ap6s o término dos cultivos, para assim decidir qual o melhor caminho para a utilizagdo dessa
biomassa.

4 CONCLUSAO

O cultivo de Scenedesmus obliquus com até 40 mg.L™* de cafeina ndo ocasionou morte celular, embora tenha
atuado como um possivel inibidor de crescimento. Além disso, o cultivo na presenca do farmaco ndo apresentou alteracéo
na composicgao bioguimica de proteinas e carboidratos na biomassa microalgal ao final dos cultivos. Desta forma observa-
se que a microalga S. obliquus possui potencial para ser utilizada como biorremediadoras do contaminante em questéo
visto que resistiu & altas concentragdes de cafeina, e a biomassa resultante pode ser utilizada para a producdo de
biocombustiveis, como o biometano dado o seu alto teor proteico.
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