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Resumo: Este estudo avaliou o efeito do antibiotico trimetoprim (TMP) sobre o crescimento
da microalga Graesiella emersonii. Cultivos foram expostos a concentragdes de 0,5 a 100
mg/L por 7 dias. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas no
crescimento (ANOVA, p > 0,05), indicando elevada tolerancia da espécie ao contaminante.
Os resultados evidenciam seu potencial para aplicagdo em processos de biorremediagdo de
antibidtico em associag@o ao tratamento terciario de efluentes.
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INTRODUCAO

A presenga de contaminantes emergentes em corpos
hidricos tem se tornado uma preocupagdo crescente
nas ultimas décadas, especialmente devido a detecgdo
frequente de antibidticos em efluentes de estagdes de
tratamento de esgoto (ETEs) e industrias
farmacéuticas. As ETEs atuam como importantes
rotas de entrada desses compostos no ambiente
aquatico, uma vez que recebem antibidticos
excretados por humanos e animais e ndo sio
totalmente eficientes na sua remogdo. Mesmo apods
processos fisico-quimicos, biologicos e terciarios,
diversos antibioticos permanecem detectaveis nos
efluentes tratados, em concentragdes que variam de
ng/L a pg/L, frequentemente proximas ou superiores
as concentragdes preditas sem efeito (PNEC). Essa
liberagdo continua pode favorecer a selecdo de
bactérias resistentes e causar efeitos toxicos em
organismos ndo-alvo, evidenciando limitagdes dos
sistemas convencionais de tratamento (Kortesméki et
al., 2020; Tran et al., 2017; Wang et al., 2021).

Estudos de monitoramento em diferentes regides do
mundo confirmam essa persisténcia, com a detecgdo
de multiplos antibidticos em efluentes finais de ETEs.
Em paises europeus, por exemplo, foram identificados
17 antibidticos distintos, incluindo ciprofloxacina,
azitromicina, sulfametoxazol e trimetoprim (TMP),
evidenciando a ampla ocorréncia desses compostos no
ambiente aquatico (Rodriguez-Mozaz et al., 2020).
Além disso, a concentracdo e frequéncia desses
contaminantes variam conforme fatores como
consumo, densidade populacional e eficiéncia dos
sistemas de tratamento, refor¢ando a influéncia de
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aspectos socioecondmicos e tecnoldgicos na dindmica
desses poluentes.

Diante desse cenario, tecnologias alternativas tém sido
investigadas para aprimorar a remogdo de
contaminantes, destacando-se o uso de microalgas.
Microalgas  cloroficeas  apresentam  elevada
capacidade de crescimento e adaptacdo, sendo capazes
de assimilar carbono organico e inorganico, além de
nutrientes como nitrogénio e fosforo. Esse
metabolismo permite reduzir esses compostos ¢ a
demanda quimica de oxigénio (DQO), contribuindo
para a melhoria da qualidade do efluente tratado, com
potencial de menor consumo energético em
comparagao aos processos convencionais. Assim, sua
aplicagdo em sistemas de tratamento de esgoto
desponta como alternativa sustentavel para remogao
de nutrientes e poluentes emergentes (Mohsenpour et
al., 2021).

Entretanto, a presenga de antibidticos pode afetar
negativamente o crescimento e a atividade metabdlica
de microalgas, incluindo cloroficeas como Chlorella e
Scenedesmus. O TMP, amplamente detectado em
ambientes aquaticos, atua na via do acido folico e pode
comprometer processos celulares essenciais. Estudos
indicam que antibidticos podem inibir o crescimento
de microalgas em concentra¢des na faixa de pg/L a
mg.L!, com valores de EC50 frequentemente
inferiores a 1 mg.L"!. Para Raphidocelis subcapitata,
por exemplo, foram reportados ECS50 de
aproximadamente 0,49 mg.L"!' para sulfametoxazol e
0,044 mgL"! para eritromicina, evidenciando alta
sensibilidade desses organismos (Frascaroli et al.,
2024; Zhang et al., 2021). No entanto, a resposta varia
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significativamente entre espécies, e ainda ha escassez
de estudos para microalgas menos exploradas, como
Graesiella emersonii.

Diante disso, o presente estudo tem como objetivo
avaliar o efeito do TMP sobre o crescimento da
microalga G. emersonii, visando compreender sua
tolerancia ao contaminante e seu potencial para
aplicagdo em processos de biorremediagdo.

MATERIAL E METODOS

Cultivo _de Graesiella _emersonii_e delineamento
experimental

A microalga G. emersonii foi previamente cultivada
em meio BOLD sob agitagdo continua (130 rpm), em
frascos Erlenmeyer de 500 mL, contendo 200 mL do
meio, com pH inicial igual a 7,0, sob intensidade
luminosa de 49.5 umols de fotons.m?s?2, a 25°C.
Células em crescimento exponencial foram utilizadas
para inocular frascos de Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 100 mL do mesmo meio, obtendo-se uma
concentragdo de biomassa inicial de 138,2 + 00 mg.L-
1

As concentragdes de TMP testadas foram: 0,5; 1,0;
5,0; 10; 50 e 100 mg/L. O antibiotico foi previamente
dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO) e adicionado
aos cultivos de forma a atingir as concentra¢des
desejadas. Para garantir uniformidade experimental, o
volume de DMSO foi padronizado em todos os
frascos, completando-se com solvente até o volume
correspondente a0 maior volume adicionado de
solugdo de TMP. Dessa forma, o efeito do solvente foi
controlado experimentalmente.

Dois controles foram incluidos: (i) controle negativo
contendo apenas meio BOLD sem adicdo de DMSO
ou antibidtico; e (ii) controle contendo DMSO, sem
adi¢do de TMP, permitindo avaliar possiveis efeitos
do solvente sobre o crescimento da microalga.

O experimento foi conduzido por 7 dias sob agitagdo
constante (130 rpm), intensidade luminosa de 49.5
umols de fétons.m?.s?, a 25°C. Os ensaios foram
conduzidos em triplicatas.

Monitoramento do crescimento e pH

O crescimento microalgal foi monitorado por
espectrofotometria a 550 nm, sendo realizadas trés
leituras independentes por amostra e calculada a
média. Os valores de absorbancia foram convertidos
em concentragdo de biomassa através de uma curva de
calibragdo previamente estabelecida, correlacionando
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valores de absorbancia (550nm) com concentracdo de
biomassa (mg.L"!, massa seca).

A relagdo linear obtida foi descrita pela equagdo 1

y = 471,11x — 16,739 (R* = 0,9981) (1)

onde y representa a concentragdo de biomassa (mg.L-
1) e x a absorbancia medida a 550nm.

O pH dos cultivos também foi medido ao longo do
experimento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento da microalga G. emersonii foi
acompanhado ao longo de 7 dias de cultivo, sendo
avaliado por meio da concentracdo de biomassa
(mg.L"), estimada a partir da absorbancia a 550 nm
utilizando a curva de calibragdo previamente
estabelecida. A evolucdo da biomassa nos diferentes
tratamentos esta apresentada na Figura 1.

Curva de crescimento de Graesietla emersanii sob diferentes cancentragiies de trimetoprim

{TMP)
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Figura 1. Curvas de crescimento de Graesiella
emersonii ao longo de 7 dias de cultivo, expressa em
concentragdo de biomassa (mg.L™!), sob diferentes
concentragdes de TMP e controles (BOLD e DMSO).

De modo geral, observou-se aumento progressivo da
concentragdo de biomassa em todos os tratamentos ao
longo do periodo experimental. As curvas de
crescimento apresentaram comportamento semelhante
entre os diferentes niveis de concentracdo de TMP e
os controles, sem evidéncia visual de inibigdo do
crescimento mesmo nas maiores concentragdes
testadas.

Tabela 1. Concentracdo média de biomassa (+desvio
padrdo) de Graesiella emersonii ao final do periodo
experimental (7 dias) sob diferentes concentragdes de
TMP.
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|Tratament0 ||Bi0massa (mg.L")|
[Controle (BOLD)|[540,7 (166,65 |
[Controle (DMSO)|[512,3 (89,72) |
0,5 mg-L 1594.6 (108,53) |
[l mg-L 6372 (81,80) |
5 mg-L! l631,6 (81,80) |
[10 mg-L! 6279 77.14) ]
50 mgL! 682,1 (101,94) |
[100 mg'L! l645,0 (4,58) |

Ao final dos 7 dias de cultivo, os valores de biomassa
variaram entre aproximadamente 512 ¢ 682 mg.L!
entre os tratamentos. O controle em meio BOLD
apresentou biomassa final de 540,7 mg.L"!, enquanto
o controle com DMSO apresentou 512,3 mg.L"!. Nos
tratamentos com TMP, os valores variaram de 594,6
mg.L"! (0,5 mg.L!) a 682,1 mg.L"! (50 mg.L"), ndo
sendo observada tendéncia de redugdo do crescimento
com o aumento da concentra¢do do antibiotico.

A analise estatistica dos dados, realizada por ANOVA
(one-way), ndo indicou diferencas significativas entre
os tratamentos (p > 0,05). A taxa especifica de
crescimento (u) de G. emersonii variou entre
aproximadamente 0,12 e 0,25 dia™!, apresentando
comportamento semelhante entre os cultivos contendo
TMP e os controles, sem tendéncia de redugdo com o
aumento da concentragao do antibidtico.

Apesar da auséncia de diferencas estatisticamente
significativas, os resultados evidenciam elevada
tolerancia da microalga ao TMP. Estudos prévios com
Raphidocelis subcapitata reportam valores de EC50
na faixa de 0,044 a 0,49 mg. L' apoés 96 h de
exposi¢do, indicando efeitos inibitérios em
concentragdes relativamente baixas (Frascaroli et al.,
2024). Além disso, ensaios com misturas de
antibioticos, incluindo TMP, geralmente avaliam
concentracdes na ordem de pg.L! (até 0,1 mg.L!), nas
quais ja sdo observadas respostas fisiologicas nas
microalgas (Zhang et al., 2021). Em contraste, no
presente estudo, ndo foi observada inibig¢ao
significativa do crescimento mesmo em concentragdes
de até 100 mg.L!, valor substancialmente superior aos
reportados na literatura para outras espécies de
microalgas verdes.

Esse comportamento reforga a robustez fisiologica da
espécie frente a presenca de contaminantes
emergentes e destaca seu potencial para aplicacdo em
biorremediagdo de antibidticos acoplada a sistemas de
tratamento terciario de efluentes, contribuindo
também para a remocdo simultidnea de nutrientes,
mitigando processos de eutrofizagdo, reduzindo
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impactos ambientais associados a presenga de
antibidticos em corpos hidricos.

CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que Graesiella
emersonii apresenta elevada tolerancia ao antibidtico
trimetoprim, mantendo crescimento mesmo em
concentragdes de até 100 mg.L'. Esses resultados
evidenciam o potencial da espécie para aplicagdo em
sistemas de tratamento de efluentes contendo
contaminantes emergentes, refor¢cando sua relevancia
em estratégias sustentaveis de biorremediagao.
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