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AVALIACAO DO POTENCIAL DE FICORREMEDIACAO DE FARMACOS BETA-BLOQUEADORES
ATRAVES DA MICROALGA SCENEDESMUS SUBSPICATUS
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RESUMO '

Atualmente, a presenca de contaminantes farmacéuticos em aguas residuarias tem sido cada vez mais
detectada. Devido a complexidade de diversos compostos farmacéuticos os métodos de tratamento
convencionais tém uma baixa taxa de sucesso e sao insuficientes no tratamento desses contaminantes. A
biorremediacao baseada em microalgas € um método pratico, sustentavel, econémico e ambientalmente
amigavel para tratar diversos poluentes. Neste estudo utilizou-se a microalga Scenedesmus subspicatus a fim de
avaliar seu potencial de ficorremediacdo de um mix de farmacos betabloqueadores (propranolol e atenolol)
adicionados ao meio de cultivo. A microalga foi cultivada em meio NPK 3 g L2 com e sem fonte de carbono
inorganico, em incubadora shaker, com fotoperiodo (16:8). Nos experimentos foi realizada a comparacao da
ficorremediacdo com S. subspicatus com condicoes analogas sem microalga, correspondendo ao efeito da
hidrélise e ao efeito da fotdlise das moléculas do mix. A avaliacao da ficorremediacao foi através de analise por
cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em série. As avaliagoes foram
realizadas em triplicatas a cada 7 dias, durante 21 dias. A microalga foi responsavel pela remocao total dos
betabloqueadores avaliados em 14 dias e no periodo avaliado nao foi observada a mesma taxa de remocao na
fotélise ou hidrélise, indicando que o maior agente de remocao foi a microalga. Dessa forma, constata-se que a
ficorremediacao com a S. subspicatus pode se tornar uma alternativa que complementaria os processos
tradicionais de tratamento de efluentes, permitindo a remocao de poluentes emergentes, como os
betabloqueadores analisados.

PALAVRAS-CHAVE: Microalgas. Farmacos. Biorremediacao. Scenedesmus.

EVALUATION OF THE POTENTIAL FOR PHYCOREMEDIATION OF BETA-BLOCKER DRUGS USING
THE MICROALGAE SCENEDESMUS SUBSPICATUS

ABSTRACT '

Currently, the presence of pharmaceutical contaminants in wastewater is increasingly being detected. Due to the
complexity of various pharmaceutical compounds, conventional treatment methods have a low success rate and
are insufficient in addressing these contaminants. Microalgae-based bioremediation is a practical, sustainable,
economical, and environmentally friendly method for treating various pollutants. In this study, the microalga
Scenedesmus subspicatus was used to evaluate its phycoremediation potential for a mix of beta-blocker drugs
(propranolol and atenolol) added to the cultivation medium. The microalga was cultivated in NPK medium 3 g L1
with and without an inorganic carbon source, in a shaker incubator, with a photoperiod (16:8). In the experiments,
a comparison was made of the phycoremediation with S. subspicatus under analogous conditions without
microalgae, corresponding to the effect of hydrolysis and photolysis of the drug mix molecules. The
phycoremediation evaluation was performed through ultra-high performance liquid chromatography/tandem
mass spectrometry. Evaluations were carried out in triplicate every 7 days for 21 days. The microalga was
responsible for the complete removal of the evaluated beta-blockers in 14 days, and the same removal rate was
not observed in photolysis or hydrolysis during the evaluated period, indicating that main agent responsible for
removal was the microalga. Therefore, it is evident that phycoremediation with S. subspicatus can become an
alternative that complements traditional wastewater treatment processes, allowing for the removal of emerging
pollutants, such as the beta-blockers analyzed.
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1 INTRODUCAO

A escassez de agua potavel para a subsisténcia segura dos seres humanos tem despertado preocupacao
de pesquisadores em todo o mundo devido a contaminacao dos recursos hidricos por varios micropoluentes e
contaminantes emergentes, incluindo contaminantes farmacéuticos (Xiong et al., 2018). Os contaminantes
farmacéuticos geralmente sao liberados involuntariamente em aguas superficiais e subterraneas, diretamente
de suas unidades de fabricacdo ou indiretamente por meio de atividades antropogénicas, como descarga de
esgoto, residuos hospitalares e lixiviados de aterros sanitarios. Desta forma, podem se tornar uma ameaca global
devido aos seus efeitos prejudiciais ao ambiente e a salide humana (Kurade et al., 2023). Portanto, o aumento
da poluicdao em corpos d’agua é gerado principalmente pelo lancamento de efluentes nao tratados, parcialmente
ou inadequadamente tratados ao ambiente e muitos farmacos podem nao ser eficientemente removidos em
sistemas de tratamentos convencionais, além de serem biorrefratarios (Gong et al., 2023).

Dentre os principais produtos farmacéuticos, destacam-se os betabloqueadores que sao amplamente
utilizados no tratamento de doencas cardiovasculares. Esses compostos estdao disponiveis nos ambientes
aquaticos e terrestres geralmente na faixa de ng L1 até ug L1, sdo altamente estaveis em condicoes aquosas e
estima-se que suas meias-vidas sao superiores a 1 ano. Estes compostos podem ter efeitos nocivos em diferentes
organismos aquaticos e podem afetar a saide humana (Chabukdhara et al., 2019).

0 propranolol é um beta-bloqueador comum que, devido a sua absorcao incompleta pelo organismo e a
baixa eficiéncia de remocao nos tratamentos convencionais de aguas residuais, € frequentemente detectado em
diversos ambientes aquaticos (Deng et al., 2024). Por outro lado, o atenolol, também é um farmaco beta-
bloqueador amplamente prescrito, que nao é metabolizado pelo corpo humano, resultando em cerca de metade
da dose administrada entrando nas aguas residuais praticamente inalterada (Caudle et al., 2017). Os farmacos
beta-bloqueadores apresentam 2 grupos funcionais caracteristicos, a alcanolamina e anel aromatico. Apesar de
serem farmacos semelhantes, considerando suas propriedades fisico-quimicas, enquanto o propranolol € uma
molécula lipofilica, o atenolol é hidrofilico. Essa diferenca dentro deste grupo de medicamentos resulta em
diferentes propriedades como a solubilidade, que esta diretamente relacionada com sua acao farmacolégica,
processos metabdlicos e toxicidade (Kovacs et al., 2021; Kwiecien et al., 2008).

0 sistema convencional utilizado nas estacoes de tratamento de efluentes (ETE) consistem em processos
de tratamento fisicos, quimicos e biolégicos. Embora estes sistemas sejam utilizados em conjunto ou
separadamente, dependendo dos tipos de poluentes, do nivel de contaminacao e do volume a ser tratado, eles
sao insuficientes e limitados em muitos casos (Sisman-Aydin; Simsek, 2022). Nesse cenario, 0s processos
convencionais de tratamento de efluentes, como lodo ativado por exemplo, atualmente nao sao projetados para
a remocao eficiente de algumas substancias contaminantes, incluindo contaminantes farmacéuticos (Xiong et
al., 2018). Cada vez mais outras alternativas para o tratamento de aguas residuarias vém sendo estudadas, tais
como as tecnologias ambientalmente amigaveis que sao amplamente promovidas para reduzir a poluicao
ambiental. Umas dessas tecnologias ecologicamente corretas que vém chamando atencao € o processo de
ficorremediacao, que utiliza principios da biotecnologia para remediar residuos a partir de algas e microalgas
(Sisman-Aydin; Simsek, 2022).


https://www-sciencedirect.ez127.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0167779917302470#bib0010
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Microalgas sao microrganismos fotoautotréficos unicelulares, de forma de vida livre ou colonial que
crescem usando luz solar, CO2, nitrogénio, fosforo e outros nutrientes encontrados abundantemente em aguas
residuais. Também, sao capazes de remover a maior parte dos poluentes organicos (por exemplo, farmacos,
pesticidas e hidrocarbonetos aromaticos) e inorganicos (por exemplo, nitrogénio, fosforo e metais pesados)
dessas aguas (Pereira et al., 2023).

Essa capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono é conhecida como mixotrofia e é€ importante
para que as células sobrevivam em ambientes com variacoes na disponibilidade de nutrientes. As microalgas
mixotroficas tém essa capacidade de alterar o seu metabolismo, adaptando-se a disponibilidade de fontes de
carbono e nutrientes do ambiente, o que Ihes proporciona grande tolerancia para sobreviver e prosperar em
ambientes extremos. A capacidade das microalgas de crescer mixotroficamente pode ser uma vantagem em
comparacao a outros microrganismos para biorremediacao (Subashchandrabose et al., 2013). Dentre as muitas
espécies de microalgas capazes de crescimento mixotrofico, destaca-se as do género Scenedesmus. Em estudo
utilizando Scenedesmus bijuga, foram avaliados que a concentracao de biomassa foi 5 vezes maior utilizando a
mixotrofia e também obteve-se um crescimento melhor em aguas residuarias em comparacao ao meio de cultivo
convencional (Bhatnagar et al., 2011). Com a Scenedesmus dimosphus em condi¢ées mixotréficas também ha
um efeito positivo na producao de biomassa e de lipidios comparado ao crescimento autotréfico (Ogbonna et al.,
2024). Resultados com a Scenedesmus acuminatus também mostraram potencialidade para producao em meio
mixotrofico, aplicando esta microalga na remediacao de aguas residuarias urbanas (Mubashar et al., 2024).

A tecnologia de remediacao baseada em microalgas mostra eficiéncia promissora na remocao de
contaminantes farmacéuticos e, portanto, tem sido amplamente investigada. A microalga Scenedesmus obliquus
ja foi utilizada para ficorremediacao de substancias antifingicas (Hamed et al., 2022). S. obliquus e S. acutus
para remocao do medicamento diclofenaco, obtendo o resultado de 91,1 e 88,7% de remocao, respectivamente
(Sanchez-Sandoval et al., 2022). Outro estudo utilizando uma populacdo mista de espécies de algas verdes
selvagens de agua doce, cultivadas em aguas residuarias urbanas, também avaliaram a reducao de poluentes
farmacéuticos. Foram avaliadas altas taxas de reducao nos seguintes farmacos betabloqueadores: atenolol
(99%), bisopropol (97%) e metoprolol (99%) (Gentili; Fick, 2017).

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi observar a acao, em escala laboratorial, da microalga
Scenedesmus subspicatus a fim de avaliar seu potencial de ficorremediacao de farmacos betabloqueadores,

propranolol e atenolol, adicionados ao meio de cultivo.

2 MATERIAIS E METODOS

Para este estudo, utilizou-se uma cepa registrada no Sisgen (A256CC3) da microalga S. subspicatus (Figura
1), mantida em meio NPK (12:18:18) da marca YaraMila™ Complex (Tabela 1) na concentracao de 3 g L-1. Para
os experimentos foi utilizado um mix de farmacos (Propranolol e Atenolol), os padrées analiticos foram adquiridos
da Sigma-Aldrich® (Steinheim, Alemanha). A solucao de 10 mg L1 dos analitos foi preparada a partir de solucoes
estoque individuais a 1000 mg L de cada farmaco em acetonitrila. Este mix foi utilizado para todos os ensaios

de ficorremediacao.
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Figura 1. Fotografia microscdopica da microalga de Scenedesmus subspicatus durante os cultivos

Fonte: Autor, 2023

Tabela 1. Composigao dos nutrientes do fertilizante NPK YaraMila™ Complex utilizado para o meio de cultivo.

Nutrientes Concentragao (%)
Nitrogénio total 12
Nitrogénio nitrico

Nitrogénio amoniacal 7
Pentoxido de fosforo (P20s) 11
Oxido de potassio (K20) 18
Oxido de magnésio (MgO0) 2,7
Trioxido de enxofre (SO3) 20
Boro (B) 0,015
Ferro (F) 0,20
Zinco (Zn) 0,02
Manganés (Mn) 0,02

Fonte: Autor, 2023

Os cultivos foram realizados em incubadora shaker com agitacao orbital (140 rpm) adaptada com
lampadas de LED brancas (13,7 ymol m=2 s'1) para fotoperiodo (Figura 2) e temperatura controlada de 23-25 °C.
Foram utilizados uma concentracdo de 30% de inéculo de microalgas, com densidade optica de 0,6 de
absorbancia no comprimento de onda de 680 nm. Para cada condicao estudada foi utilizado 30 mL de cultivo em

recipientes de vidro de 50 mL e o pH do meio foi inicialmente medido.
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Figura 2. Cultivos em fotobiorreatores em incubadora tipo shaker.

Fonte: Autor, 2023

Ao realizar o experimento consideraram-se trés condi¢coes: a degradacao dos farmacos por ficorremediacao
(acao da microalga), por fotélise (agao da luz) e por hidrélise (acdo da agua). Desse modo, foram considerados
trés grupos controles e um grupo teste (ficorremediacao) conforme a Tabela 2. O grupo Controle 1 foi definido
para acompanhar o crescimento da microalga na mesma condicao de ficorremediacao e avaliar se houve
interferéncia no crescimento da microalga provocado pela presenca de farmacos no meio de cultivo. Os grupos
Controle 2 e 3, presenca e auséncia de luz, foram definidos para avaliar outros possiveis mecanismos de remoc¢ao
de farmacos, ou seja, hidrélise ou fotdlise. A fim de avaliar se o aporte de carbono inorganico no meio influencia
na remocao dos farmacos também foi realizado a ficorremediacdo com adicao de 0,5 g L de bicarbonato de
sodio.

As amostragens para avaliagoes foram realizadas em triplicatas a cada 7 dias, durante 21 dias. A avaliacao
do crescimento dos grupos Controle 1 e Teste foram realizadas a partir da densidade celular utilizando camara
de Neubauer e microscopio 6ptico (modelo BA410 Elite da Motic).

A avaliacao da ficorremediacao foi através de analise por cromatografia liquida de ultra- alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas em série (UHPLC-MS/MS, do inglés ultra-high performance liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry, Xevo TQ-XS, Waters). As amostras das triplicatas nos
tempos 0, 7, 14 e 21 dias de cultivo foram coletadas e preservadas para serem analisadas no Laboratoério de
Analise de Residuos de Pesticidas (LARP), da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). O estudo foi realizado
em triplicatas e os resultados cromatograficos foram expressos como porcentagem (ug L1) dos farmacos

presentes no meio e relatados como Média + DP.
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Tabela 2. Resumo das condigbes experimentais para avaliar a ficorremediacdao com S. subspicatus, fotélise e
hidrélise do mix de farmacos (Propranolol + Atenolol).

Fotoperiodo ) Farmacos (ug L?)
HCOs Inéculo  Meio NPK
Grupo Claro:escuro
(gL1) (mL) (mL) Propanolol Atenolol
(horas)
0,5
Controle 1 - Microalga 0 (16:8) 9 21 0 0
0,5 40 150
Controle 2 - Fotdlise (16:8) 0 30
0 10 70
0,5 40 150
Controle 3 - Hidrélise (24:0) 0 30
0 10 70
_ 0,5 40 150
Teste - Ficorremediagao (16:8) 9 21
0 10 70

Fonte: Autor, 2023

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro conjunto de experimentos, com adicao de bicarbonato de sadio, as analises realizadas por
cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia demonstraram remocao total de ambos os farmacos através da acao
da microalga. Para o atenolol houve remocao pelas trés acoes (fotdlise, hidrélise e ficorremediacao), porém com
a microalga a remoc¢ao ocorreu mais rapidamente obtendo remocao total do farmaco em 7 dias. Para o
propranolol, houve remocao somente através da ficorremediacao, tendo uma reducao de 81% aos 7 dias e
remocao total apos 14 dias.

No segundo conjunto, ocorreu remocao de ambos os farmacos por ficorremediacao somente apoés 14 dias.
Obtendo uma taxa de reducao de 79% e 84% no sétimo dia para o atenolol e propranolol respectivamente. Nos
experimentos controle para avaliar a acao da luz e da agua nao ocorreu remocao total em nenhum dos farmacos
analisados.

Os graficos das Figuras 3 e 4 demonstram a concentracao detectada dos farmacos correlacionando com
os dias de cultivo para o meio com e sem aporte de carbono inorganico, respectivamente. Desse modo, é possivel
observar que apos 7 dias de cultivo o experimento Teste (com a microalga) obteve reducao na concentracao dos
farmacos e ap6s 14 dias resultou na remocao total.

Ao comparar os dois conjuntos de experimentos, é possivel observar que para o atenolol houve influéncia
da adicao da fonte de carbono inorganico no meio de cultivo, conforme observado na Figura 3A, para a hidrélise
e fotélise deste farmaco. Observa-se que a microalga efetivamente remove os dois farmacos, no entanto,
inicialmente com a presenca de carbono inorganico as condicoes também sao propicias a outro mecanismo que
pode estar associado a presenca de OH-no meio, uma vez que esta alcalino. Ademais, o atenolol no meio sem

aporte de carbono inorganico nao foi removido por hidrélise ou fotolise.
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Figura 3. Resultados analiticos relacionados a remocgéao de atenolol (A) e propranolol (B) com adigéo de carbono
inorganico (NaHCO3) no meio de cultivo considerando a triplicata do experimento, também analisados em
triplicata.
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Figura 4. Resultados analiticos relacionados a remocgéao de atenolol (A) e propranolol (B) sem adi¢ao de carbono
inorganico considerando a triplicata do experimento, também analisados em triplicata.
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Fonte: Autor, 2023

0 bicarbonato de s6dio € um sal de carater alcalino e em solugao possui um pH ligeiramente alto devido a
presenca de ions OH- conforme a Equacéo 1. O pH alcalino € um dos fatores que pode influenciar na degradacao
de moléculas organicas e no crescimento microbiano. Alguns estudos ja mostram que o atenolol é mais suscetivel
a degradacao em comparacao a outros farmacos beta-bloqueadores, como o propranolol e o acebutolol. Dos

quais, o propranolol € normalmente descrito entre os medicamentos estaveis nao suscetiveis a alteragoes por
variacoes de pH (Krzek et al., 2006).

HCO3 (ag) + H20 () = H2C03 (ag) + OH- (aq) Kb=21x10+4 1)

O propranolol geralmente apresenta degradacao acentuada em pH > 10 (Phan et al., 2022). A resisténcia
deste farmaco ocorre provavelmente devido as ligacoes insaturadas que formam o anel naftaleno (Figura 5B).
Por conta disso, o propranolol pode ser considerado um dos beta-bloqueadores de maior impacto ambiental
(Colpani et al., 2022). O que pode explicar sua inalteracao de comportamento ao comparar os dois grupos de

experimentos, os quais s6 ocorreu a remocao através da acao da microalga.
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O atenolol possui dois sitios reativos, um anel aromatico e um grupo amina (Figura 5A). O pH da solucao
(~7,6) afeta a reacao do grupo amina, embora nao afete a reacao do anel aromatico. Ademais, segundo Bhatia
et al. (2017), a reacao de degradacao do atenolol sofre a influéncia do pH da solu¢ao, obtendo maior degradacao
entre pH 6-8.

Figura 5. Estrutura molecular do atenolol (A) e propranolol (B)

CHa B)

/-']‘-is /\]/\ /©/Y “ A

Atenolol
Fonte: Autor, 2023

Mesmo o propranolol possuindo certa resisténcia a degradacao, a microalga apresentou um excelente
desempenho na remocao de ambos os farmacos beta-bloqueadores. Em 14 dias nao havia mais ambos os
farmacos no meio de cultivo.

Com relacao ao crescimento da microalga, em ambos experimentos, com e sem aporte de HCO3z ho meio,
observou-se que a microalga teve uma taxa maior de crescimento no meio sem mix de farmacos. No meio com
aporte de HCOz a taxa reduziu 83,16% em niimero de células por mL e no meio sem HCOs houve uma reducao
de 14% em células por mL no cultivo com a adi¢ao do mix de farmacos. Ademais, a influéncia no crescimento foi
maior no meio com maior concentragao de farmacos.

Mesmo havendo influéncia no crescimento, houve a remocao dos farmacos, no entanto, os resultados nao
evidenciaram os caminhos preferenciais na ficorremediacao. Estudos anteriores sobre diversos poluentes
organicos e diferentes microalgas em condicoes de remocao de efluentes domésticos, escoamento agricola e
industriais, mostraram mecanismos de bioadsorcao, bioacumulacao e biodegradacao (Angulo et al., 2018; Gupta
et al., 2017; Kalra et al., 2021; Kumar et al., 2018; Leong et al., 2021; Mustafa et al., 2021; Roccaro, 2018;
Sutherland; Ralph, 2019). Como neste trabalho foram testadas condicoes que permitem o modo mixotroéfico, a
assimilacao de carbono dos farmacos pode ter ocorrido ou a remocao pode ter sido realizada por um processo de
adsorcao seguido de separacao da biomassa (Singh et al., 2021). Em estudos futuros é recomendado a analise
dos farmacos residuais na biomassa separada.

Estes resultados sao mais um indicativo de que as microalgas representam uma promissora alternativa
aos métodos convencionais de tratamento de aguas residuais. Seu potencial para a remediacao de aguas
contaminadas vem sendo cada vez mais reconhecido, pois sao capazes de adsorver, absorver ou metabolizar uma

ampla gama de poluentes, podendo ser também um processo de polimento dos métodos convencionais.
4 CONCLUSAO

A microalga S. subspicatus foi efetiva para a ficorremediacao de farmacos beta-bloqueadores, pois através

da sua acao foi possivel remover completamente os farmacos propranolol e atenolol do meio liquido apés duas


https://www-sciencedirect.ez127.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/aromatic-structure

Revista Jovens Pesquisadores ISSN 2237 048X, DOI: 10.17058/rjp.v14i2.19364 _

semanas de cultivo, apresentando uma eficiéncia de remocao maior do que os controles que viabilizaram uma
condicao de fotélise ou hidrdlise destes farmacos. E importante destacar que, mesmo com a presenca de
bicarbonato no meio de cultivo, que nao apenas serve como fonte de carbono inorganico para a microalga, mas
também altera o pH do meio, a microalga demonstrou uma taxa de remocao mais elevada para ambos os

farmacos.
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