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Resumo: Avaliou-se o efeito inibitorio do 17f3-estradiol (E2) no crescimento da Euglena gracilis (UTEX 753)
em meio TAP, testando-se concentracdes de 0,5 a 50 mg.L ™', ao longo de 11 dias. Resultados mostraram
auséncia de inibicdo, com aumento de biomassa e velocidade de crescimento ainda nas duas maiores
concentragdes de E2 (25 ¢ 50 mg.L™') comparados ao controle. Conclui-se que a espécie ¢ altamente resistente
ao E2, com potencial para biorremediagdo em associagdo ao tratamento terciario de efluente.
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INTRODUCAO

A dispersdo de contaminantes emergentes, como o
horménio  17B-estradiol ~ (E2), traz  riscos
ecotoxicologicos devido ao seu potencial de
desregulacdo endocrina. A deteccdo constante deste
estrogénio em efluentes tratados, como em Ternes et
al. (1999) que detectou concentragdes de 0,021 a 0,04
pg L', justifica a necessidade de avaliar a
sensibilidade de microrganismos fotossintetizantes
frente a sua persisténcia ambiental (Montagner et al.,
2017). A microalga Euglena gracilis destaca-se por
sua versatilidade metabolica (Pinto et al., 2014; Haig
et al., 2016), porém, existem lacunas literarias sobre
a resposta direta desta espécic ao estresse
estrogénico, sendo frequentemente utilizada apenas
como bioindicador de toxicidade em estudos
comportamentais (Lihanova et al, 2023).

Essa caréncia de dados fundamenta a investigacdo de
sua resisténcia fisiologica para fundamentar futuras
aplicagdes em sistemas de tratamento terciario de
efluentes (Rempel et al., 2021). Com isso, o objetivo
deste estudo ¢ realizar uma avaliacdo ecotoxicologica
do estrogénio E2 sobre o crescimento da E. gracilis.

Formula-se a hipotese de que a microalga apresentara
elevada tolerdncia ao contaminante, mantendo sua
cinética de crescimento estdvel mesmo em altas
dosagens, devido a sua robustez metabdlica.

MATERIAL E METODOS

A Euglena gracilis (cepa UTEX 753) foi cultivada
em Meio TAP com suas culturas mantidas em frascos
de Erlenmeyer sob iluminacdo artificial continua de
60 pmol fétons-m2-s™!, temperatura controlada de
25°C, pH inicial igual a 7,0 e agitacdo constante de
130 r.p.m. (Bresaola et al., 2019). O monitoramento
do crescimento foi realizado via densidade optica
(DOssonm), correlacionada a biomassa seca (mg-L™)
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por meio de uma curva de calibragdo linear seguindo
a metodologia de Nielsen e Hansen (2019).

Os ensaios foram conduzidos em sistema de batelada
simples por um periodo de 11 dias utilizando frascos
de Erlenmeyer de 250 mL com 100 mL de meio
TAP, com delineamento experimental expondo a E.
gracilis a concentragdes crescentes de 17f-estradiol
(E2) a partir de solugdes concentradas desse
horménio em acetona (Liu et al, 2018). As
concentragdes testadas foram 0,5; 1,0; 5,0; 10; 25; ¢
50 mg-L™'. Foram utilizados também controles sem
suplementa¢do (Controle TAP) e controles de
solvente (Controle TAP + Acetona), todos em
triplicata.

A velocidade especifica de crescimento (u) foi
calculada de acordo com a equagéo (1):

_InX2 — InX1

t2—tl M)

Onde, X1 e X2 representam as concentragdes de
biomassa nos tempos t1 e t2, respectivamente (Sepi¢
et al., 2003).

A normalidade e a homogeneidade dos dados foram
analisadas, respectivamente, pelos testes de Ryan-
Joiner (Similar ao Shapiro Wilk) e Teste de
Igualdade de Variancia (ANOVA) com intervalos de
95% de confianga Bonferroni para os Desvios Padrado
e com Método de Bartlett para determinar o valor p.
Considerando-se normalidade e homogeneidade dos
dados, estes foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA One-way), seguida do teste de Tukey,
adotando-se o nivel de confianca de 95%.

E o crescimento da E. gracilis foi monitorado por
meio de densidade Optica a 550nm, sendo
estabelecida uma curva de calibracdo linear para a
conversao em biomassa seca (mg.L™'), representada
pela equagao (2) conforme ilustrado na Figura 1.
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mg.L™' (50 mg.L™"), enquanto a velocidade especifica
de crescimento situou-se na faixa de 0,187+0,0100
dia?' a 0,190+£0,0092 dia™!. A aplicacdo do teste
ANOVA One-way resultou em um valor p=0,003
para a média da concentragdo de biomassa, com o
método de Tukey indicando diferenca entre as duas
maiores concentragdes de E2 (25 e 50 mg.L™) e o
controle TAP. Para p, o valor de p foi de 0,002,
indicando  diferenca entre as trés maiores
concentragdes de E2 (10, 25 e 50 mgL™") e o
controle TAP.
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y = 421,18x — 8,5957 )

Onde y representa concentragdo de biomassa
(mg.L™") e x representa a absorbancia (550nm)
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. As curvas de crescimento representadas no grafico da
Figura 2 demonstram a permanéncia da fase
logaritmica de crescimento em todos os tratamentos.
O aspecto visual das culturas no 11° dia confirma
essa permanéncia de crescimento através da sua
coloragdo esverdeada escura em todas as
concentragdes de E2 testadas, incluindo a dosagem
maxima de 50 mg.L™', conforme apresentado na

[Biomassa] (mg/L)

Figura 1. Grafico da curva padrdo de calibrag@o para
Euglena gracilis no meio TAP.

RESULTADOS E DISCUSSAO Figura 3.
Curva de Crescimento - E. grocilis (Meio TAP)
O No teste de efeito inibitério conduzido em meio - l
TAP durante 11 dias sob concentragdes de 0,5 a 50,0 1
mg.L' de E2, o controle (meio TAP) registrou -
concentragdo média de Dbiomassa (X;;) de

(mgf1)
£ £
-
—

414,8458,2 mg. L' e wvelocidade especifica de
crescimento (p) de 0,158+0,0131 dia™’. No controle
suplementado com o solvente acetona, os valores
foram de 529,4456,2 mg.L™' (Xi1) e 0,181+0,0098
dia™! (u), conforme detalhado na Tabela 1.

Concentragio Média de Biom.
g g
-
e L
p——

Tabela 1. Média da Concentracdo de Biomassa no ° . . ;
(X11) e Velocidade Especifica de Crescimento (u) da fmonmpen B

E. gracilis no Teste de Efeito Inibitério com Figura 2. Grafico da taxa maxima de crescimento da

diferentes concentragdes de E2 em comparagdo com
controles (Meio TAP e Meio TAP + Acetona) -

E. gracilis em meio TAP no Teste de Efeito
Inibitério do E2 sobre esta microalga.

Todos em mg.L .

Concentragoes X11 (desv. Pad) p (desv. Pad)
de E2 (mg.L™}) (mg.L™) (dia ")
Controle (TAP)  414,8 + 58,2B¢ 0,158 +0,0131®
Controle (TAP) 59 4, 56048 18] + 0,00084
+ (Acetona)

0,5 399,3 + 30,0€ 0,155 + 0,00678
1,0 473,7+49,14BC 0,171 + 0,0094AB
5,0 487,8 +72,848C 0,173 £ 0,01314B
10 564,1 + 60,148 0,187 + 0,01004
25 5744 + 30,34 0,188 + 0,0047A
50 582,3 + 57,74 0,190 + 0,00924

O aumento da absorbéncia no terceiro dia do ensaio ¢
justificado pela presenca de bactérias em cultivo ndo
axénico. Sedo que, a interacdo simbiotica entre a
microalga e a microbiota bacteriana ndo impede o
desenvolvimento celular, conforme discutido em
Toyama et al. (2018) e Toyama et al. (2019). Esse
fendmeno ¢ esperado uma vez que cultura de
Euglena gracilis ndo ¢ axénica.

*Médias com letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente, de
acordo com teste de Tukey (95% de Confianga).

Nas unidades experimentais suplementadas com o
hormonio, a concentracdo de biomassa final variou
entre 564,1+60,1 mg.L™* (10 mg.L™!) e 582,3+£57,7
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Figura 3. A até F= Aspecto visual no 11° dia do Teste
de Efeito Inibitorio do E2 sobre a E. gracilis em meio
TAP com diferentes concentragdes do contaminante.
Frasco' = Controle (TAP); Frasco* = Controle (TAP)
+ Acetona. Frasco’ = 0,5 mg-L'; Frasco'® =
mg-L™'; Frasco!®=5mg-L'; Frasco !°= 10 mg-L";
Frasco!® =25 mg-L™; Frasco?* = 50 mg L.
A Comparando estes resultados com dados da
literatura, ¢ possivel observar uma divergéncia em
relagdo ao comportamento de microalgas verdes do
grupo Chlorophyta, ja que em Huang et al. (2019),
por exemplo, foi registrado que em concentragdes de
E2 entre 1,0 e 2,0 mg.L™! ja ocorre a inibigdo do
crescimento da Chlorella sp.

Possiveis efeitos de E2 que podem inibir crescimento
de microalgas estdo relacionados ao acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) em suas células,
como por exemplo o superdxido (O2¢7), o peroxido
de hidrogénio (H20:) e o oxigénio singlete ('O2)
(Czarny et al., 2019).

E segundo Haig et al. (2016), houve inibi¢do do
crescimento da E. gracilis em concentragdes de 101
ng.L™' de estrogénio, onde 12 ng.L™" dessa
concentragdo eram de E2. Em consequéncia disso,
era esperado algum efeito inibitério a partir das
concentragdes intermediarias do teste de efeito
inibitdrio realizado no presente estudo.

Pinto et al. (2014) por sua vez, em concentragdes
bem maiores (5,0 g.L ") de E2, verificou que este
horménio afetou a locomogdo celular da microalga
até a superficie do meio em ~45-50%. em apenas
24h e ~60-65% em 7 dias.

Diferente dos efeitos inibitorios por espécies reativas
de oxigénio descritos por Czarny et al. (2019) e
apesar dos resultados apresentados por Haig et al.
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(2016), o grafico da Figura 2 demonstra a
manutencdo da biomassa por 11 dias. Estes dados
confirmam a tolerancia fisioldgica e a resisténcia da
espécie a exposicao prolongada do horménio.

Uma avaliagdo ecotoxicologica que este trabalho
permite fazer quanto ao E2 sobre a E. gracilis é que
este microrganismo aparentemente possui elevada
resisténcia a este hormdnio, cumprindo o objetivo de
verificar sua sensibilidade para dosagens crescentes.

E em um contexto amplo do tema, esses resultados
conferem a E. gracilis um papel importante como
organismo tolerante para aplicagdes em sistemas de
biorremediacdo, uma vez que sua estabilidade
fisiolégica € preservada em concentragdes muito
superiores as ambientalmente detectadas em
efluentes.

Com isso, a utilizacdo da E. gracilis em sistemas de
tratamento terciario de efluentes apresenta elevado
potencial como estratégia complementar de
biorremediagdo, atuando  simultaneamente na
remoc¢ao de contaminantes emergentes e na etapa de
desinfecgdo biologica do efluente (Haig et al., 2016).
Adicionalmente, seu cultivo pode promover a
assimilag¢@o de nutrientes, como nitrogénio e fosforo,
contribuindo para a mitigacdo de processos de
eutrofizacdo e para a gera¢do de biomassa de valor
agregado, em consondncia com os principios da
economia circular e sustentabilidade (Brandao et al.,
2023).

CONCLUSAO

Neste trabalho, avaliou-se a agdo inibitéria do 173-
estradiol (E2) sobre a Euglena gracilis, confirmando
que o organismo possui elevada resisténcia
fisioldgica quanto ao contaminante. Confirmou-se a
auséncia de inibi¢do mesmo na concentracdo de 50
mg.L™!, sendo esta uma concentragdo muito superior
aos detectados em efluentes reais, com manutencao
da fase logaritmica de crescimento, mesmo nas
maiores concentragdes de E2 (25 e 50 mg.L™), o que
abre uma margem otimista para sua aplicagdo em
trabalhos de biorremediacdo e uma possivel futura
aplicacdo em tratamentos terciarios de efluentes.
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