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Introducéo

Durante muito tempo, o trabalho realizado nas inddstrias
tem gerado inimeras substancias téxicas para 0 meio
ambiente em razdo do aparecimento de diversos produtos
para necessidade humana. Devido a isso, rejeitos gasosos,
liquidos e solidos sdo gerados constantemente e sdo na
maioria das vezes descartados em corpos d’agua sem ao
menos passar por um tratamento adequado, contribuindo
para a contaminacdo do ambiente (FREIRE et al., 2000).
Substancias quimicas novas e ndo regulamentadas como
0s contaminantes emergentes também sdo despejadas
diariamente das residéncias em corpos aquaticos,
aumentando a poluicdo e diminuindo a diversidade
ambiental (SODRE et al., 2007).

O langamento de contaminantes emergentes em corpos de
agua como os antibidticos e seus produtos de degradag&o,
podem ser prejudiciais ao meio ambiente. Estes
compostos ndo sdo metabolizados totalmente pelo
organismo humano e sdo excretados do corpo
principalmente pelas fezes e urinas. Nas estacBes de
tratamento de esgoto os antibidticos geralmente nao sdo
devidamente tratados, uma vez que estas ndo Ssdo
projetadas para remogdo de contaminantes emergentes,
fazendo com que seu descarte indevido promova o
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana e seus
genes relacionados (Zhu et al., 2019).

Antibiéticos como o Sulfametoxazol (SMX) e
Trimetoprim (TMP) vém sendo amplamente utilizados
no tratamento de doengas humanas e veterinarias e
consequentemente acabam sendo descartados de forma
indevida pelas ETE 's. Em efluentes de &guas residuais
advindos do tratamento secundario das ETE ’s foram
medidas concentraces de SMX e TMP variando de 2-
1830 ng/L e 308-791 ng/L, respectivamente (LUBLINER
et al., 2010). Esse problema tornou-se uma preocupacao
de saude emergente em todo 0 mundo e estratégias sao
necessarias para amenizar esses possiveis impactos no
meio ambiente, como a utilizacdo de culturas de
microalgas (Wang et al., 2016).

As microalgas absorvem a maioria dos nutrientes
presentes em aguas residuais, agricolas e industriais

como nitrogénio, fosfato e carbonos organicos (Wang et
al., 2016). Diversos estudos constataram a eficiéncia de
certas espécies de algas de &gua doce, para a remogéo de
compostos desreguladores endédcrinos como o bisfenol A,
além de descreverem o uso de microalgas para a remogao
de diferentes tipos de contaminantes emergentes como 0s
antibidticos (Gattullo et al., 2012; Wang et al., 2016).
Dessa forma, antes de avaliar a capacidade de microalgas
em degradar os antibioticos considerados contaminantes
emergentes, € preciso, inicialmente, verificar a
concentragdo a partir da qual estes antibidticos inibem o
crescimento da microalga. E este é justamente o objetivo
deste trabalho. Conhecendo-se a concentracéo inibitdria,
na continuagdo deste trabalho, pretende-se adotar
concentragdes subinibitorias em testes de degradacao dos
contaminantes emergentes em contato com as microalgas
com potencial de degrada-las.

Metodologia

Para a avaliacdo do efeito inibitorio dos antibioticos
Sulfametoxazol (SMX) e Trimetoprim (TMP) foi
utilizado como in6culo a microalga Monoraphidium
contortum (CCMA-UFSCar 698) que foi isolada em area
de mangue do Nucleo Picinguaba do Parque Estadual da
Serra do mar (Ubatuba/SP).

Foram realizados quatro cultivos em frascos de
Erlenmeyer, variando-se as  concentragdes de
antibioticos, e as posteriores analises estatisticas dos
dados experimentais foram feitas por analise de variancia
(ANOVA) empregando-se 0 programa Minitab 17.

As microalgas foram mantidas em frascos de Erlenmeyer
contendo aproximadamente 300 mL de meio Bold padréo
(UTEX, 2010). Para o preparo do indculo, uma pequena
parte da suspensdo celular foi adicionada a outros frascos
de Erlenmeyer, contendo o mesmo meio de cultura
estéril. Os frascos foram agitados (150 RPM) sob
intensidade luminosa de aproximadamente 40 pmol
fotons m2s~1, temperatura de 25°C e pH inicial em torno
de 7,0.

Os quatro cultivos foram realizados em triplicata para
cada uma das concentragdes de SMX e TMP, sendo estas,
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0,5 mg/L (C4q), 1,0 mg/L (C42), 5,0 mg/L (C,3), 10,0
mg/L (C44), 100,0 mg/L (C45) € 200,0 mg/L (C,¢), além
do controle (C4), onde ndo houve adicdo de SMX e
TMP. Foram utilizados 12 frascos de Erlenmeyer com
capacidade de 500 mL em um tempo de 10 dias. O
primeiro e o segundo cultivo foram realizados com o
antibiotico SMX, sendo que o primeiro apresentou as
seguintes concentracBes Cu4, C45 € Cue € 0 Segundo
apresentou Cyq, C4p € Cyu3. O terceiro e quarto
experimentos foram realizados com o antibiotico TMP,
onde o terceiro apresentou concentragdes C4q, 4z € Cy3
e 0 quarto Cuy4, C45 € Cyq6. Ambos 0s cultivos contaram
com Cyo Sendo responsével pelo controle como ja
mencionado anteriormente. O meio de cultura utilizado
foi o BBM - Bold's Basal Medium (meio Bold)
esterilizado.

Vale ressaltar que antes de cada procedimento foram
executadas as etapas basicas e iguais para cada cultivo,
sendo elas: preparo do meio padrdo Bold e preparo do
in6culo, detalhadas a seguir.

Preparo do Meio Bold: Para o preparo do in6culo e para
o cultivo controle foi utilizado o meio Bold (UTEX,
2010), meio padrdo para o crescimento da microalga.
Inicialmente, foi autoclavado o meio contendo as
solucbes estoques de sais e a solugdo de metais (PIV).
Apos o esfriamento da solucéo, adicionou-se, em camara
de fluxo laminar, o Mix de vitaminas mL. L™ por meio
de um filtro de 0,22 pm.

Preparo do inéculo: O preparo do in6culo foi realizado
em frascos de Erlenmeyer de 500 mL, previamente
autoclavados, contendo aproximadamente 300 mL de
meio BOLD, e com inoculagdo de até 10% deste volume
de suspensdo celular. Estes foram deixados em agitacdo
(150 rpm) e sob a incidéncia de luz por cerca de uma
semana, de forma a se obter biomassa suficiente para se
atingir a concentragdo inicial desejada no cultivo (50
mg/L) também realizado em frascos de Erlenmeyers.

Quantificacdo da biomassa: Para avaliar se o inoculo
apresenta concentragdo adequada para a montagem do
cultivo, foi feita a quantificacio da biomassa por meio de
espectrofotometria a 550 nm (BECKER, 1994). Os dados
foram convertidos em concentracdo celular por meio da
curva de calibracdo da Monoraphidium contortum que
apos regressdo linear resultou na equacédo abaixo:

X =0,5933 X Abs550 — 0,0568 (1)

A linearizacdo da curva obtida é apresentada na Equacao
1, na qual X representa a concentragdo celular

emmg.L™! e a Abs refere-se aos valores experimentais
obtidos (absorbancia em 550nm).

Cultivo em meio padrdo Bold: Para a realizagcdo do
primeiro cultivo foram preparados 1,2 litros de meio Bold
estéril e com vitamina, conforme metodologia
apresentada em preparo do Meio Bold. Para o preparo do
indculo, empregou-se a metodologia detalhada na
quantificacdo da biomassa, obtendo-se o valor de 14,5
mg L™ como concentrago inicial. Apos a centrifugacéo
da biomassa e a ressuspensdo em meio Bold, os 1,2 litros
foram divididos igualmente entre os 12 frascos
Erlenmeyer, resultando 100 mL em cada um. Foram
adicionadas em seguida, as concentragdes de antibiético
em cada frasco de Erlenmeyer, com excecao do controle
conforme descrito anteriormente, obtendo-se um pH
inicial de 6,5. Foi realizado o mesmo procedimento
descrito anteriormente para 0s outros trés cultivos
encontrando-se concentragdes iniciais em torno de 30 -
50 mg L~! e pH inicial em faixas de 6,5 - 7.

O crescimento foi entdo monitorado por meio das
medicOes de absorbancia e de pH de amostras retiradas
em dias alternados, durante todo o periodo de cultivo e no
mesmo hordrio do dia em que se iniciou.

Resultados e discussao

Apb6s o término das medicBes de pH e absorbancia
durante os 10 dias, foi possivel relacionar todos os dados
coletados em um gréfico para que facilitasse a analise e
compreensdo dos resultados. Primeiramente foram
realizados os cultivos com o antibiético SMX, e o
crescimento de ambos em funcdo do tempo sédo
representados na Figura 1 abaixo:

Figura 1: Crescimento da microalga M. contortum com
SMX - primeiro cultivo (a) e segundo cultivo (b)

()
M.contortum com sulfametoxazol

800,00
700,00
600,00
500,00
400,00
300,00
200,00
100,00

0,00

-100,00 O 5 10
Tempo (dias)

—©—Controle
—8—-10mg/L
—&A— 100 mg/L
—&@— 200 gm/L

X (mg/L)



V Simpdsio de Iniciacao Cientifica

2022

Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo no Brasil

(b)

M.contortum com
sulfametoxazol

1200,00
1000,00
% 800,00 —©— Controle
g 600,00
; 400,00 —8-0,5mg/L
200,00 —A—1mg/L
0,00 ——5mg/L
0 5 10

Tempo (dias)

Ao analisar a Figura 1 (a), pode-se observar que houve
inibicdo da microalga M. contortum pelo antibiotico
SMX, visto que, ao analisar o controle (C,,) nota-se um

crescimento celular de 639 % gue é relativamente maior

comparado as outras concentraces. No segundo dia de
cultivo percebe-se que a Cy4¢ inibiu consideravelmente o
crescimento celular comparado as outras concentragdes
que se mantiveram constantes em torno de 120 %. Nos

dias posteriores 0 crescimento em ambas as
concentracbes de SMX comecaram a se distinguir
demonstrando efeito inibitério sobre o crescimento da
microalga. Com isso, foi realizado um novo cultivo

sabendo que concentracdes de 10 % de SMX ja inibiam

o crescimento celular da M. contortum. Dessa forma,
foram empregadas concentragfes abaixo da C,, NO
segundo cultivo, com o objetivo de encontrar uma
concentragdo na qual a microalga ndo fosse inibida.

Ao analisar o crescimento da microalga na Figura 1 (b)
com as respectivas concentracdes, pode-se notar que C4,
e (43 Iinibiram o crescimento da microalga em
comparagdo a C4; que praticamente acompanhou Cgp.
Dessa forma, uma analise estatistica foi realizada para a
melhor compreenséo dos dados coletados.

A anélise estatistica realizada permite inferir que as
diferentes condic¢des experimentais de cada concentracéo
de SMX tém influéncia estatisticamente significativa no
crescimento da microalga em questéo.

Tabela 1 - Valores de [SMX] e (X4,) para o segundo
cultivo
[SMX] (mg.L™1)* X109 (mg.L™1)*

0,0 1079,4 + 52,24
0,5 1088,6 + 31,34
1,0 659,0 + 210,08
50 586,83 + 78,35

* Médias com letras iguais nao diferem entre si estatisticamente

De fato, na andlise de variancia ANOVA, obteve-se um
baixo valor do nivel descritivo: p = 0,001. Considera-se
(X10) nas analises que equivalem a concentracdo de
biomassa no décimo dia de cultivo. Dessa forma, pode-se
definir que a concentragdo de 0,5 % de SMX néo tem

influéncia no crescimento da M. contortum, uma vez que
pela analise estatistica C4, € C44 Ndo diferem entre si.
Os resultados encontrados sdo consistentes com trabalhos
realizados anteriormente, que mostram que o antibidtico
SMX pode ser considerado tdxico para as microalgas,
isso porque, seu mecanismo de ac¢do age danificando
estruturas celulares e organelas ao perturbar a homeostase
do controle de espécies reativas de oxigénio e transducao
de energia, logo, concentragGes altas de antibidtico
podem realmente inibir o crescimento destas (Eguchi et
al., 2004; Isidori et al., 2005).

Por fim, foram realizados os dois ultimos cultivos com o
antibiético TMP. Ambos apresentaram baixa eficiéncia
nos dados obtidos, uma vez que ao realizar a analise de
variancia ANOVA obteve-se um alto valor do nivel
descritivo, p > 0,05.

Tabela 2 - Valores de [TMP] e (X10) para o primeiro
cultivo

[TMP] (mg.L™1)* X10 (mg.L™1)*

0,0 1054,0 + 212,04
0,5 977,9 + 105,44
1,0 1126,3 + 93,74
5,0 1002,4 + 57,14

* Médias com letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente

Tabela 3 - Valores de [TMP] e (X4,) para o segundo
cultivo
[TMP] (mg.L™1)* X0 (mg.L™1)*
0,0 1240,0 + 190,04

10,0 1440,4 + 124,84
100,0 1145,8 + 149,34
200,0 1026,0 + 248,04

* Médias com letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente

Com isso, pode-se certificar que as concentracfes de
TMP presentes no primeiro e no segundo cultivo nédo
afetam o crescimento da microalga em questdo.
Entretanto, segundo estudos realizados por Eguchi et al.
(2004), o TMP apresentou efeito inibitdrio sobre uma
outra  microalga,  Selenastrum  capricornutum,
comprovando seu efeito toxicologico sobre as Clorofitas.
Um dos motivos pelo qual o TMP n&o inibiu o
crescimento da M. contortum no trabalho em questdo,
pode estar relacionado a baixa solubilidade deste
antibidtico em agua. Pois como citado na metodologia,
foi realizada a dissolucdo deste em agua destilada. Ao
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consultar a literatura, foi constatado que no trabalho
realizado por Isidori et al. (2005) foi utilizada uma
solugdo de dimetilsulfoxido (DMSO) para dissolver
diversos antibidticos. Logo, pesquisas futuras serdo
realizadas para a compreensdo da solubilidade do TMP
em um solvente antes de adiciond-lo em um meio de
cultura, e assim reavaliar seu efeito inibitorio sobre a
microalga M. contortum.

Conclusodes

O objetivo deste trabalho foi avaliar a concentracdo
inibitéria dos antibiodticos considerados contaminantes
emergentes (SMX E TMP) sobre o crescimento da
microalga M. contortum. Com isso, verificou-se que o
antibiético SMX apresentou efeito inibitorio a partir de
concentracdes na faixa de 1 mg. L~ e a concentracéo de
0,5mg.L™1 ndo apresentou diferenca em relacdo ao
ensaio controle, ou seja, ndo apresentaram carater toxico
sobre a microalga. Além disso, os resultados encontrados
condizem com a literatura, onde aponta o Sulfametoxazol
como sendo potencialmente téxico para as microalgas em
altas concentracdes. No entanto, o antibiético TMP nao
apresentou efeito inibitério mesmo em cultivos com uma
concentragdo de até 200 mg.L™1, o que ndo esta de
acordo com a literatura, visto que este antibi6tico afetou
0 crescimento da microalga verde Selenastrum
capricornutum. Problemas relacionados a dissolugao
deste antibidtico podem ser justificados como possivel
causa da ndo inibigéo, sendo que o TMP apresenta baixa
solubilidade em agua e os experimentos foram realizados
utilizando-se &gua destilada como solvente.

Dessa forma, novos ensaios deverdo ser realizados com o
foco em garantir a dissolug&o correta do antibiético TMP
e assim identificar as concentragbes que apresentam
efeito inibitorio deste antibidtico sobre a M. contortum
para que, assim, pesquisas futuras possam ser feitas
visando a compreensdo da capacidade desta microalga
em degradar tais antibiéticos de aguas residuais.
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