PROGRAMA DE POS-GRADUACAD

C\ B VESTRADOE

| [
EEN

= UNISC

UNIVERSIDADE DE SANTA CRUZ DO SUL

DOUTORADO
m®

TECNOLOGIA
—

AMBIENTAL

AREA DE CONCENTRACAO

Gestao e Tecnologia Ambiental

VALERIA LOUZADA LEAL BUTZKE

EXPLORANDO O POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE Euglena gracilis
COMO ESTRATEGIA PARA INOVACOES NA PRODUCAO DE BIOPRODUTOS
E SOLUCOES AMBIENTAIS SUSTENTAVEIS

Santa Cruz do Sul
Dezembro/2024




Valéria Louzada Leal Butzke

Explorando o potencial biotecnol6gico de Euglena gracilis
como estratégia para inovacdes na producéo de bioprodutos

e solucGes ambientais sustentaveis

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacao
em Tecnologia Ambiental - Doutorado,
Universidade de Santa Cruz do Sul — UNISC,
como requisito parcial para o titulo de Doutora em
Tecnologia Ambiental.

Orientador: Prof. Dr. Valeriano Antonio
Corbellini

Co-orientadora: Prof.2 Dra. Rosana de Cassia de

Souza Schneider

Santa Cruz do Sul
Dezembro/2024



RESUMO

As microalgas, como um grupo de organismos altamente diversos, tém sido amplamente
reconhecidas por suas inimeras aplicacbes, que vado desde o tratamento de efluentes até a
biotecnologia e o desenvolvimento de bioprodutos. No entanto, a vasta biodiversidade dessas
espécies ainda € subexplorada, com poucas sendo investigadas em profundidade, o que limita o
aproveitamento total de seu potencial. Euglena gracilis (Euglenophyceae) é uma espécie com um
impressionante historico evolutivo, refletido em sua resisténcia e adaptabilidade a condicdes
ambientais extremas, além de seu metabolismo sofisticado e versétil, que permite a sintese de uma
ampla gama de biomoléculas bioativas de alto valor agregado, como &cidos graxos poli-
insaturados, aminoacidos, vitaminas (C e E) e biomoléculas exclusivas, como o -1,3-D-glucano
(paramilo) e euglenatideos. Neste contexto, o principal objetivo desta pesquisa foi investigar o
potencial biotecnoldgico de E. gracilis, por meio de sua caracterizagao bioquimica e avaliagdo de
suas atividades bioldgicas, com énfase no potencial antioxidante e bioestimulante, a0 mesmo
tempo em que se explora seu uso em solucdes ambientais sustentaveis, como o tratamento de
efluentes. A metodologia envolveu o cultivo da microalga em condicdes foto e mixotroficas,
utilizando diferentes meios e condigfes de cultivo: BG11 convencional, BG11 modificado
enriquecido com fertilizante mineral NPK (BG11NPK), Meio Efluente Urbano Sintético (MEUS),
além de aguas residuais naturais provenientes de suinocultura diluidas a 25% (P25) e pré-tratadas
com foto-Fenton (PF). Foram avaliados parametros de crescimento e produtividade e a
composicdo bioquimica foi analisada por meio de técnicas convencionais e alternativas, como
cromatografia e espectroscopia FTIR. O potencial antioxidante e bioestimulante foi avaliado
através do indice de germinacdo e ensaios de Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC).
Além disso, foram utilizados métodos padrdo para analise de efluentes, com foco na eficiéncia de
E. gracilis na remocdo de nutrientes das aguas residuais de suinocultura. Os resultados
demonstraram crescimento e produtividade consistentes nos meios alternativos e aguas residuais,
com destaque para sua viabilidade em aguas residuais de suinocultura, promovendo a reducéo de
nutrientes e a producdo de biomassa rica em compostos bioativos, especialmente com atividade
bioestimulante. A utilizagdo de espectroscopia FTIR, combinada com analises multivariadas,
forneceu insights sobre como as condicdes de cultivo influenciam o metabolismo e a capacidade
antioxidante da microalga, permitindo a otimizacéo da produgdo de compostos de interesse. Essa
abordagem se mostrou eficaz para uma avaliagdo preliminar da composicao celular de E. gracilis
de maneira sustentavel, minimizando o uso de reagentes quimicos e reduzindo o tempo de analise.

Os resultados demonstram o potencial da microalga para a producao de bioprodutos de alto valor
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agregado, simultaneamente ao seu uso como ferramenta no tratamento de efluentes. Esse estudo
reflete ndo apenas os beneficios ambientais, como a remocéo de nutrientes de &guas residuais, mas
também os ganhos biotecnologicos, com a producdo de compostos bioativos de interesse
industrial. Este trabalho estabelece as bases para a aplicagdo de E. gracilis em processos

industriais, com impacto na sustentabilidade ambiental.

Palavras-chave: Microalga; Fotoautotrofico; Mixotrofico; Caracterizacdo  bioquimica;

Tratamento de efluente; Antioxidante, Bioestimulante.
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ABSTRACT

Exploring the biotechnological potential of Euglena gracilis as a strategy for innovations

in bioproduct production and sustainable environmental solutions

Microalgae, as a group of highly diverse organisms, have been widely recognized for their
numerous applications, ranging from wastewater treatment to biotechnology and the development
of bioproducts. However, the vast biodiversity of these species remains underexplored, limiting
the full potential of this group. Euglena gracilis (Euglenophyceae) is a species with an impressive
evolutionary history, reflected in its resistance and adaptability to extreme environmental
conditions, as well as its sophisticated and versatile metabolism, which allows for the synthesis of
a wide range of high-value bioactive biomolecules, such as polyunsaturated fatty acids, amino
acids, vitamins (C and E), and exclusive biomolecules, such as B-1,3-D-glucan (paramylon) and
euglenatides. In this context, the main objective of this research was to investigate the
biotechnological potential of E. gracilis through its biochemical characterization and evaluation
of its biological activities, with an emphasis on antioxidant and biostimulant potential, while also
exploring its use in sustainable environmental solutions, such as wastewater treatment. The
methodology involved culturing the microalga under photo- and mixotrophic conditions, using
different media and cultivation conditions: conventional BG11, modified BG11 enriched with
mineral fertilizer NPK (BG11NPK), Synthetic Urban Effluent (SUE), as well as natural
wastewater from pig farming diluted to 25% (P25) and pre-treated with photo-Fenton (PF). Growth
and productivity parameters were assessed, and the biochemical composition was analyzed
through conventional and alternative techniques, such as chromatography and FTIR spectroscopy.
The antioxidant and biostimulant potential were evaluated through germination index and Oxygen
Radical Absorbance Capacity (ORAC) assays. Additionally, standard methods for effluent
analysis were used, focusing on the efficiency of E. gracilis in nutrient removal from piggery
wastewater. The results demonstrated consistent growth and productivity in alternative media and
wastewater, emphasizing its viability in piggery wastewater, promoting nutrient reduction and
producing biomass rich in bioactive compounds, especially with biostimulant activity. FTIR
spectroscopy, combined with multivariate analyses, provided insights into how cultivation
conditions influence the metabolism and antioxidant capacity of the microalga, allowing for the
optimization of the production of target compounds. This approach proved effective for a
preliminary evaluation of the cellular composition of E. gracilis in a sustainable manner,

minimizing the use of chemical reagents and reducing analysis time. The results demonstrate the
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potential of the microalga to produce high-value bioproducts, simultaneously with its use as a tool
in wastewater treatment. This study reflects not only environmental benefits, such as removing
nutrients from wastewater but also biotechnological gains, with the production of bioactive
compounds of industrial interest. This work establishes the foundation for applying E. gracilis in

industrial processes, with an impact on environmental sustainability.

Keywords: Microalga; Photoautotrophic; Mixotrophic; Biochemical characterization; Effluent

treatment; Antioxidant; Biostimulant.
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1 INTRODUCAO

As microalgas compdem um grupo diversificado de microrganismos, com cerca de
1.000.000 de espeécies estimadas, das quais 35.000 apresentam algum registro na literatura, e
algumas centenas exploradas em relacdo a seus aspectos bioquimicos, fisioldgicos e atividades
bioldgicas (Pina-Pérez et al., 2017; Rumin et al., 2020; Sehgal et al., 2019). Essa diversidade de
espécies ainda inexplorada, aliada & notavel capacidade de adaptacdo das microalgas as mais
variadas condi¢@es ambientais, representa uma fonte inesgotavel para a exploracdo de metabdlitos
biologicamente ativos e aplicacbes biotecnologicas. Entre os compostos mais estudados,
destacam-se 0s acidos graxos poli-insaturados, polissacarideos, especialmente os da classe dos -
glucanos, aminodcidos, peptideos e pigmentos, 0s quais tém demonstrado aplicaces promissoras,
especialmente na area farmacéutica, devido a atividades antivirais, antimicrobianas, antioxidantes,
anti-inflamatorias, imunomoduladoras, neuroprotetoras e antiproliferativas (Bilal et al., 2017;
Bule et al., 2018; Hassan et al., 2022; Khan et al., 2018; Khavari et al., 2021; Kiran e Venkata
Mohan, 2021).

Além dessas aplicacGes mais nobres, as microalgas sdo amplamente reconhecidas por seu
potencial na geracdo de bioenergia, com producdo de biodiesel, bioetanol e biogas, e vém
recebendo grande atencdo como uma solucdo promissora para enfrentar simultaneamente 0s
desafios no gerenciamento de aguas residuais e na promocao da agricultura sustentavel (Acién
Fernandez et al., 2018; Alvarez et al., 2021; De Souza et al., 2018). O aproveitamento da biomassa
residual das microalgas, previamente utilizada na remocgdo de nutrientes, tem se mostrado
promissor em aplicacdes como biofertilizantes, bioestimulantes e biopesticidas (Alavianghavanini
et al., 2024; Amaya-Santos et al., 2022; Ferreira et al., 2021; Morillas-Espana et al., 2022). Dessa
forma, as microalgas ganham reconhecimento como componentes-chave no contexto da
bioeconomia circular, contribuindo para a reducdo de residuos e a promoc¢do de praticas
sustentaveis em diferentes setores econdmicos.

Apesar do crescente interesse cientifico, tecnoldgico e comercial, bem como do consenso
sobre a importancia das microalgas nos contextos de sustentabilidade, biorrefinaria e bioeconomia
circular, o grupo ainda permanece subutilizado em comparacdo as algas marinhas e as plantas
terrestres, com pesquisas e patentes focadas predominantemente nas espécies mais conhecidas,
como Chlorella spp., Scenedesmus spp. e Spirulina spp. (Braun e Colla, 2022; Fu et al., 2017;
Murata et al., 2021). Além disso, o grupo ainda enfrenta desafios associados aos custos de cultivo,
escalabilidade de producéo, viabilidade comercial, além de barreiras regulatorias (Araujo et al.,
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2021). Esse cenario reforca a necessidade de explorar e compreender melhor a vasta
biodiversidade e o potencial biotecnoldgico das microalgas, especialmente considerando sua
potencialidade no contexto dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizacao
das NacGes Unidas (ONU). Pesquisadores apontam as microalgas como alternativa inovadora e
estratégica na gestdo sustentavel de recursos hidricos (ODS 6), promoc¢édo de fontes de energia
renovaveis (ODS 7), enfrentamento das mudancas climaticas e seus impactos (ODS 13), além de
contribuir para a seguranca alimentar e apoiar a agricultura sustentavel (ODS 2), entre outras ODS
(Olabi et al., 2023; Oliveira et al., 2022; Singh et al., 2023).

Neste cenéario, Euglena gracilis (Euglenaceae), uma microalga unicelular flagelada de dgua
doce, emerge como um modelo promissor para biotecnologia baseada em microalgas. Desde a
primeira observacao de um representante do género, feita por Antonie van Leeuwenhoek em 1674,
até os dias atuais, E. gracilis tem sido objeto de estudos que, inicialmente focados em morfologia
e taxonomia, evoluiram para investigacdes genéticas, aplicacBes biotecnolégicas e
desenvolvimento de bioprodutos.

Seus versateis modos de nutricdo — fotoautotrofico, heterotrofico e mixotréfico — e sua
notavel resisténcia a condi¢cdes extremas, como alta acidez, radiacdo ionizante e concentracdes
elevadas de nutrientes e metais, conferem a espécie uma rede metabdlica complexa, comparavel a
de organismos multicelulares (Bedard et al., 2024; Ebenezer et al., 2022). Isso possibilita sua
adaptacdo ao cultivo em meios ndo convencionais, como efluentes, o que ndo apenas reduz 0s
custos de producdo, mas também aumenta a viabilidade econ6mica em larga escala. Além disso,
seu diversificado perfil fisiologico e metabdlico permite a sintese e 0 acimulo de uma ampla gama
de metabolitos valiosos, como aminoécidos essenciais, minerais, vitaminas como &cido ascorbico
e a-tocoferol, &cidos graxos eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA), pigmentos,
além da sintese de compostos unicos, como um tipo especifico de -1,3-D-glucano chamado
paramilo, e a molécula bioativa euglenatideo (Aldholmi et al., 2022; Bedard et al., 2024; Gissibl
et al., 2019; Hasan et al., 2017; Kottuparambil et al., 2019). Ainda, E. gracilis possui a vantagem
adicional de ser ndo patogénica, resultando em sua certificagdo como aditivo alimentar geralmente
reconhecido como seguro (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA) em 2017, bem como
na obtencgdo do status de novo alimento na Unido Europeia em 2020 (ESFA, 2023; FDA, 2017),
com empresas como Euglena Co. Ltd. ja explorando sua producdo em larga escala para aditivos
alimentos, com a expansao da producdo para itens ndo alimentares como cosmeticos (Suzuki,
2017).
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Essas descobertas refletem os avancgos de 350 anos de pesquisa, destacando a relevancia
cientifica e biotecnoldgica de E. gracilis como um organismo-chave para o desenvolvimento de
solucgdes inovadoras e sustentaveis

Considerando o exposto, este estudo investiga o crescimento, a produtividade e a
composicdo bioquimica de E. gracilis sob diferentes condigdes e meios de cultivo, incluindo o uso
de efluentes, além das atividades bioldgicas associadas as biomassas produzidas. Com esta
abordagem, busca-se preencher lacunas no conhecimento sobre essa espécie e explorar seu
potencial biotecnoldgico em aplicagdes como biorremediacéo e producédo de bioprodutos. Assim,
pretende-se contribuir para o aprimoramento de processos biotecnoldgicos baseados em
microalgas, tornando-os mais eficientes e sustentaveis, em consonancia com os principios de

biorrefinaria, bioeconomia circular e aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel.

A tese esta organizada em quatro capitulos, que buscam oferecer uma visdo clara e
sequencial do desenvolvimento e contribui¢fes da pesquisa. O Capitulo I abrange a introducao,
a fundamentacéo tedrica e 0s objetivos do estudo, oferecendo uma visdo geral e uma retrospectiva
cientifica do campo da biotecnologia de microalgas, com énfase nos tdpicos centrais abordados
nesta tese, além de apresentar os objetivos delineados para avancar nas fronteiras do conhecimento
sobre a tematica. O Capitulo Il descreve os materiais e métodos utilizados, com destaque para o
processo de aclimatacdo da microalga aos diferentes meios de cultivo empregados, essencial para
0 andamento dos estudos subsequentes. Este capitulo também inclui um fluxograma ilustrativo das
principais etapas metodoldgicas do trabalho. O Capitulo Il é dedicado a apresentacdo dos
resultados e discussdes, apresentando integralmente os artigos produzidos durante a pesquisa.
Cada artigo inclui seus respectivos materiais e métodos, resultados, discussdes e conclusdes. Por
fim, o Capitulo IV apresenta as consideracdes finais, sintetizando as principais conclusdes
alcancadas ao longo do estudo. Sdo também sugeridos trabalhos futuros, apontando possiveis
novas linhas de investigacao derivadas deste estudo, com o objetivo de aprimorar e aprofundar os
conhecimentos na area. Adicionalmente, o capitulo oferece um resumo das atividades realizadas

durante o doutorado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Explorar o potencial biotecnolégico da microalga Euglena gracilis na recuperacdo de
nutrientes e biorremediacdo de efluentes, avaliando sua composi¢do bioquimica e as atividades
bioldgicas associadas, com foco na valoracdo da biomassa para o desenvolvimento de solugdes

ambientais sustentaveis e bioprodutos de valor agregado.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a adaptacdo de E. gracilis em condi¢des fotoautotréficas (meio convencional e
adaptado) e mixotroficas (efluente sintético e aguas residuais), analisando os pardmetros de
crescimento, produtividade e qualidade da biomassa;

2. Avaliar a eficiéncia da microalga em reduzir nitrogénio, fésforo e carbono orgéanico
presentes nas dguas residuais da suinocultura, quando utilizadas como meio de cultivo;

3. Caracterizar sua biomassa por meio da determinacdo do teor de carboidratos (totais e
perfil), lipidios (totais e perfil), proteinas e aminoacidos, utilizando métodos tradicionais de
quimica analitica;

4. Determinar o potencial bioestimulante e antioxidante das biomassas, investigando seus
efeitos semelhantes aos fitormoénios e sua capacidade de protecdo contra o estresse oxidativo;

5. Caracterizar e identificar padrGes na composic¢ao bioquimica da biomassa de E. gracilis
em resposta a variaveis ambientais e nutricionais, utilizando espectroscopia FTIR e a andlise
multivariada dos dados (Analise dos Componentes Principais, PCA) como ferramentas ambiental
e economicamente mais sustentaveis para a otimizacdo dos cultivos e o desenvolvimento de
bioprodutos de valor agregado;

6. Demonstrar o alinhamento do estudo com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS).

Os objetivos do estudo alinham-se a linha de pesquisa nimero 4, Microbiologia Aplicada a
Tecnologia Ambiental, do Programa de Po6s-Graduagdo em Tecnologia Ambiental da UNISC,
atendendo aos quatro principais pilares que a orientam:

e Estratégias para biorremediacdo ambiental: O estudo avalia a microalga E. gracilis
no tratamento de aguas residuais da suinocultura, explorando seu potencial biotecnolégico para a

remediacdo de ambientes contaminados. Ao integrar as microalgas ao manejo das areas residuais,
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a pesquisa propde alternativas mais sustentaveis que ndo apenas mitigam os impactos ambientais,
mas também valorizam os recursos utilizados. Assim, busca-se transformar desafios ambientais
em oportunidades de valorizacdo ecologica e econdmica, promovendo tanto a recuperacdo de
ambientes quanto a geracao de ativos a partir de passivos ambientais;

e Bioprospeccao e caracterizagio de microrganismos: O estudo caracteriza a microalga,
aprofundando a compreensdo de sua dindmica metabolica em diferentes meios de cultivo e
condicbes ambientais. Essa abordagem visa identificar novas aplicagdes biotecnoldgicas,
maximizando o aproveitamento desse recurso natural e expandindo suas possibilidades de uso
sustentavel. Além disso, a pesquisa contribui para o avanco das fronteiras do conhecimento
cientifico e aplicado, fortalecendo o campo da biotecnologia de microalgas e diversificando suas
aplicagdes em diferentes contextos;

¢ Desenvolvimento de processos e produtos biotecnoldgicos: A analise da composi¢do
bioquimica da biomassa sob diferentes condi¢bes de cultivo e a investigacdo de atividades
bioestimulantes e antioxidantes, contribuem para o desenvolvimento de bioprodutos e aplicacfes
biotecnologicas.

e Auvaliacdo e otimizacdo de processos biotecnoldgicos: A aplicacdo de ferramentas da
quimica analitica verde, como a espectroscopia FTIR, aliada a métodos inovadores de
processamento de biomassa, como a homogeneizagao de alta presséo para ruptura celular, e ao uso
de analises estatisticas multivariadas, reforca 0 compromisso com praticas mais sustentaveis ao
longo do processo investigativo. Além disso, a pesquisa de meios alternativos de cultivo busca
otimizar processos para a producdo de biomassa enriquecida com moléculas bioativas de alto valor
agregado, consolidando uma abordagem sustentavel e economicamente vidvel para o setor

produtivo.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Euglena gracilis
3.1.1 Histdrico e taxonomia

As primeiras observacOes e registros de microrganismos hoje conhecidos como Euglena
remontam ao século XVII, e foram realizadas pelo holandés Antonie van Leeuwenhoek (Figura
1.1 a), um comerciante de tecidos que, gracgas a sua curiosidade e habilidades autodidatas, realizou
importantes contribuicdes cientificas (Clifford Dobell, 1932). Inspirado pelo trabalho do cientista
inglés Robert Hooke, van Leeuwenhoek desenvolveu lentes artesanais para microscépios simples,
iniciando suas observacgdes bioldgicas. Entre suas observacBes estavam bactérias e protozoarios,
que ele chamou de “animalculos”, consolidando seu reconhecimento como o pai da protozoologia
e da bacteriologia (Clifford Dobell, 1932).

Em 1674, em uma de suas 190 cartas enderecadas a Royal Society de Londres, van
Leeuwenhoek descreveu a presenca de organismos microscopicos encontrados na agua do lago
Berkelse Mere, em Delft, Holanda “Alguns desses animélculos eram esbranquicados e
transparentes; outros tinham escamas verdes e muito brilhantes; outros ainda eram verdes no
meio e brancos nas extremidades [...]. O movimento da maioria desses animalculos na agua era
tdo rapido e variado — para cima, para baixo e ao redor — que era maravilhoso de ver!” (em
traducdo livre, Clifford Dobell, 1932). Essa descrigdo foi associada a espécie Euglena viridis pelo
bidlogo inglés Clifford Dobell, em sua obra Antony van Leeuwenhoek and his "Little Animals"
(1932), dedicada a traducéo e analise das cartas de van Leeuwenhoek.

Observacgdes posteriores ampliaram as descri¢des iniciais, alinhando-se gradualmente as
caracteristicas modernas atribuidas ao género Euglena. Em 1696, o cientista inglés John Harris
relatou organismos microscépicos com formato oval, centro verde intenso, extremidades
transparentes e movimentos rapidos e contrateis (Harris, 1997) (Figura 1.1 b). J4 em 1786, o
naturalista dinamarqués e ilustrador cientifico Otto Friedrich Muller descreveu e ilustrou
organismos com caracteristicas semelhantes, ressaltando sua coloracdo verde, forma corporal
mutavel e movimentos ondulantes e contrateis, aos quais atribuiu 0 nome de Cercaria viridis
(Mdaller, 1786) (Figura 1.1 c).

Foi no ano de 1830, a partir das observagdes do zodlogo e médico aleméo Christian Gottfried
Ehrenberg (Figura 1.1 d), que Euglena recebeu sua denominacdo cientifica atual. O nome deriva
dos termos gregos eu ("bom" ou "belo") e glene ("olho™), em referéncia a estrutura formada por

granulos ricos em carotenoides, localizada em uma das extremidades da célula, que funciona como
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um sensor rudimentar de luz (Zoltner e Field, 2022). Ehrenberg ainda agrupou quatro taxons
previamente descritos — Euglena viridis (= Cercaria viridis Muller), E. sanguinea (= Enchelys
sanguinea Ness e Golgfufs), E. acus (= Vibrio acus Miiller) e E. pleuronectes (= C. pleuronectes
Muiiller) — com duas novas espécies identificadas por ele: E. pyrum e E. longicauda (Zakrys et al.,

2017) (Figura 1.1 e). Esse trabalho formalizou a nomenclatura do género e estabeleceu uma base

taxondmica mais estruturada para o grupo
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Figura 1.1 Historico das primeiras descrigdes do género Euglena. (a) Antonie van Leeuwenhoek
(Fonte: Clifford Dobell, 1932); (b) Relato de John Harris (Fonte: The Royal Society, Harris,
1997); (c) llustragdes de Otto Friedrich Miiller (Fonte: Mdiller, 1786); (d) Christian Gottfried
Ehrenberg (Fonte: Lazarus e Jahn, 1998); e, () Registros de Ehrenberg (Fonte: Microscope

Clarity).
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Desde entdo, Euglena tem sido amplamente estudada, e 0s avangos tecnoldgicos,
especialmente nas técnicas de biologia molecular, revelaram um genoma notavelmente quimérico.

Composto por sequéncias nucleares, plastidiais e mitocondriais, esse genoma € resultado de
multiplos eventos endossimbioticos, envolvendo contribui¢es de um protozoario ancestral, algas
verdes, vermelhas e marrons, e uma proteobactéria (mitocéndria) (Ebenezer et al., 2017; O’ Neill,
2020; Zakry$ et al., 2017). Desta forma, sua arvore filogenética e classificacdo taxondmica tém
sido frequentemente revisadas e reorganizadas para incorporar novas descobertas. Atualmente, o
banco de dados AlgaBase (Guiry e Guiry, 2024) reconhece 178 espécies taxonomicamente validas
no género Euglena, organizadas da seguinte forma: Dominio: Eukaryota; Reino: Protozoa;
Subreino: Eozoa; Infrarreino: Euglenozoa; Filo: Euglenophyta; Subfilo: Euglenida; Infrafilo:
Dipilida; Classe: Euglenophyceae; Subclasse: Euglenophycidae; Ordem: Euglenales; Familia:

Euglenaceae; Subfamilia: Euglenoideae; e, Género: Euglena (Figura 1.2).
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Figura 1.2 Resumo da organizacdo taxondmica do género Euglena. (Fonte: adaptado de Kostygov
et al. (2021). CINZ: Caddigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica. Asterisco (*) indica
géneros polifiléticos.

Entretanto, Euglena, o oitavo género da familia Euglenaceae, permanece classificado como
um grupo polifilético (Kostygov et al., 2021). Isso indica que suas espécies derivam de mdaltiplas
linhagens ancestrais distintas, sem um ancestral comum unico, refletindo assim a complexidade
do seu processo evolutivo.

Essa complexidade evolutiva e taxondémica torna ainda mais necesséria a adocdo de

abordagens modernas e colaborativas para aprofundar o conhecimento sobre o grupo e explorar
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seu potencial biotecnoldgico. Em 2020, por exemplo, um grupo internacional de pesquisadores
fundou a Euglena International Network (EIN), reunindo cientistas, profissionais da industria e
parceiros com o objetivo de impulsionar as pesquisas sobre os euglenoides. Entre as principais
iniciativas do grupo destaca-se o Euglenoid Genomes Project (EGP), que visa sequenciar 0s
genomas de quase 1000 espécies, promovendo uma compreensdo mais ampla da biologia e
evolucdo desses organismos, além de potencializar suas aplicagdes no manejo ecolégico, no
desenvolvimento ambiental e na exploracdo comercial de produtos derivados (Ebenezer et al.,
2022). Vale ressaltar que, embora ndo utilize técnicas moleculares, a presente pesquisa de
doutorado também se alinha a essas abordagens, contribuindo para o avango do conhecimento e
das aplicagdes do grupo Euglena.

E. gracilis se destaca como um dos representantes mais estudados do grupo, sendo muito
popular sua utilizacdo no ensino da biologia e genética de protistas. Além disso, é considerada
uma espécie-modelo em diversas pesquisas cientificas e aplicagdes praticas, consolidando sua
relevancia no campo da biologia e ciéncias aplicadas.

A origem endossimbidtica e a diversidade genética conferem a esse eucarioto unicelular de
vida livre notavel plasticidade fisioldgica e metabdlica, o que possibilita sua ampla distribuicéo
ecoldgica e geogréfica. E. gracilis é reconhecida por sua excepcional resiliéncia a diversos
estressores externos, incluindo condi¢des de crescimento acidas, elevados niveis de nitrogénio e
fosfato, carbono organico e metais pesados, além de condicdes anoxicas e 0xicas, frequentemente
letais para outros organismos aquaticos (Bernard e Guéguen, 2022; Butzke et al., 2024; Ebenezer
et al., 2022; Farjallah et al., 2024; Gissibl et al., 2019; Khatiwada et al., 2020a). Sua distribuicao
geografica abrange nichos aquaticos e terrestres, com predominancia em ambientes de dgua doce
e registros em todos o0s cinco continentes, conforme o banco de dados AlgaBase (Guiry e Guiry,
2024).

Suas caracteristicas morfoldgicas e anatdmicas incluem células cilindricas ou fusiformes,
variando entre 40-100 um de comprimento e 5-15 um de largura, que apresentam como principais
estruturas dois flagelos, um reservatério (vacuolo contratil), um fotorreceptor e um estigma
(eyespot) (Barsanti e Gualtieri, 2020; Kim et al., 1998). Além disso, possui uma peculiar
arquitetura de superficie celular chamada pelicula (pellicle) (Barsanti e Gualtieri, 2020; Kim et al.,

1998). A Figura 1.3 ilustra essas principais estruturas caracteristicas de E. gracilis.
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Figura 1.3 RepresentacGes morfoldgicas e anatdmicas da microalga E. gracilis (a) llustracdo
destacando a morfologia e principais estruturas celulares (Fonte: adaptado de Ebenezer et al.,
2022); (b) Imagem obtida por microscopia 6ptica, evidenciando detalhes estruturais caracteristicos
(Fonte: adaptado de Barsanti e Gualtieri, 2020); e, ¢) Variedade de morfologias celulares (Fonte:
adaptado de Noble et al., 2014).

O aparelho flagelar de E. gracilis € composto por dois flagelos de diferentes comprimentos
e estruturas: um ventral e outro dorsal. O flagelo ventral encontra-se confinado na regido do
reservatorio, enquanto o flagelo dorsal, responsavel pela locomocdo da célula, € o Unico que
emerge do corpo celular e possui comprimento aproximadamente igual ao do corpo celular. Dentro
da membrana do flagelo dorsal, encontra-se o fotorreceptor, uma organela formada por cristais de
proteinas fotorreceptivas (Barsanti e Gualtieri, 2020). O estigma, composto por granulos ricos em
[-caroteno, diatoxantina e diadinoxantina, localiza-se no reservatorio, a frente do fotorreceptor
(Barsanti e Gualtieri, 2020). A organizacdo e dinamica entre essas trés estruturas (flagelo dorsal,
fotorreceptor e estigma) constituem o aparato locomotor da espécie, alterando a orientacdo e a
posicdo da célula no espaco por meio de movimentos helicoidais e rotacdo local (Barsanti e
Gualtieri, 2020).

Outra caracteristica marcante de E. gracilis é a auséncia de parede celular, sendo substituida
por uma complexa estrutura composta pela membrana plasmaética e por estruturas proteicas

flexiveis e elasticas, que surgem no canal flagelar e se estendem até a parte posterior da célula
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(pellicle) (Barsanti e Gualtieri, 2020; Leander e Farmer, 2000). Essas estruturas deslizam umas
sobre as outras, permitindo uma série de deformacdes coordenadas da célula, conhecidas como
movimento euglenoide (Barsanti e Gualtieri, 2020). A pelicula de E. gracilis apresenta uma das
estriacOes mais finas entre as espécies de Euglena, densamente estriada em espiral, possibilitando
movimentos e varia¢Ges na forma da célula, como movimento peristaltico, curvamento, torgéo,
arredondamento e alongamento (Barsanti e Gualtieri, 2020; Kim et al., 1998). Essas mudangas de
forma poder estar associadas ao seu relogio bioldgico, fotossintese, respiracdo, ciclo celular e
fatores ambientais. Por exemplo, E. gracilis assume forma cilindrica durante o periodo de luz e
esférica no final do ciclo escuro. Além disso, fatores como luz, temperatura, pH e concentracao de
cations podem influenciar essas variacdes de forma (Li et al., 2017).

Na&o héa evidéncias consistentes de reproducédo sexuada em Euglena, e a auséncia desse tipo
de reproducao é considerada uma caracteristica propria dos euglenoides (Moestrup e Enevoldsen,
2019). A reproducdo em Euglena ocorre de forma assexuada, predominantemente por fisséo
binéria, na qual a célula se divide longitudinalmente, comecando pela regido do reservatorio,
originando dois individuos-filhos (Lukacova et al., 2023; Moestrup e Enevoldsen, 2019). Ainda,
ha o registro de uma forma atipica de divisao celular em E. gracilis, na qual trés ou mais células
se originam de uma Unica célula, permanecendo conectadas pelas extremidades posteriores e

formando uma estrutura em forma de "estrela” (Lukacova et al., 2023) (Figura 1.4).

Figura 1.4 Formas de reproducdo assexuada em E. gracilis. (a) Divisdo celular normal (seta
vermelha), diviséo celular atipica, com trés células-filhas surgindo de uma célula-mae (seta preta),
e células em fase de ndo divisdo (sem seta); e, (b) Sete células-filhas (seta preta) e oito células-
filhas (setas vermelhas) surgindo de uma célula-mae (Fonte: Lukacova et al., 2023).

Cada uma dessas células apresenta um flagelo visivel na extremidade anterior e um estigma
durante o processo de divisao. Essa divisdo parece ser essencialmente semelhante a fissdo binaria
longitudinal, onde o nimero de nucleos na célula em divisdo corresponde ao nimero de células-
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filhas formadas. Essa divisdo atipica foi registrada quando E. gracilis foi tratada com fenol,
resultando em células viaveis e mdveis (Lukacova et al., 2023). Essas observacfes contribuem
para a ampliacdo das possibilidades de aplicacdo da espécie, como em estudos de toxicidade
ambiental.

A maioria dos euglenozoarios ndo possui plastidios; no entanto, a maior parte dos
euglenideos, incluindo E. gracilis, apresenta cloroplastos complexos, originados de um processo
de endossimbiose secundaria relativamente recente com uma alga verde (Lukacova et al., 2023).
Essa caracteristica, combinada a tracos fagotroficos presumivelmente herdados de seu ancestral
protista, permite que E. gracilis apresente modos de nutricdo caracteristicos tanto de plantas
quanto de animais, abrangendo fotoautotréfico, heterotréfico e, adicionalmente, mixotréfico, que
integra ambos 0s processos (Ebenezer et al., 2017; Ebenezer et al., 2022).

Como em outras microalgas fotossintetizantes, seu principal modo de nutricdo é
fotoautotroéfico, no qual a luz solar e o dioxido de carbono sdo essenciais para produzir energia e
moléculas orgéanicas atraves da fotossintese. No modo mixotrofico, ocorre a utilizagdo tanto de
carbono inorganico quanto de carbono organico para a producao de biomassa e metabolitos, por
meio das vias fotossintética e respiratdria (Verma et al., 2020). Alguns autores sugerem que a
absorcdo de carbono organico do ambiente ocorre via osmose ou até mesmo pela ingestdo de
material organico por fagocitose (Barsanti e Gualtieri, 2020; Ebenezer et al., 2017; Ebenezer et
al., 2022; Lukacova et al., 2023), embora ndo tenha sido encontrado trabalho que evidenciasse
consistentemente essa caracteristica.

Interessantemente, a presenca de plastidios funcionais ndo é crucial para a sobrevivéncia de
E. gracilis. Por exemplo, quando cultivada em uma fonte de carbono organico e no escuro, ela
reduz seus cloroplastos a proplastideos (formas imaturas ou iniciais dos plastidios), os quais, apos
exposicdo a luz, tornam-se cloroplastos fotossinteticamente competentes (Schwartzbach, 2017;
Shao et al., 2019). Esse processo € evidenciado por mutantes branqueados, como a cepa mutante
nédo fotossintetizante E. gracilis WZSL, que perdeu a maior parte, sendo todo, do seu genoma
plastidial, mas ainda cresce de forma estavel em condicdes heterotroficas (Schwartzbach, 2017).
Além disso, quando exposta a radiagdo ultravioleta, substancias quimicas ou antibidticos, E.
gracilis pode perder permanentemente seus cloroplastos, gerando mutantes branqueados capazes
de crescer de forma consistente sob diversas fontes de carbono orgéanico, como glicose, melaco,
etanol e extrato de levedura (Kuhne et al., 2023; Wang et al., 2004; Wang et al., 2018).

Os modos tréficos de cultivo sdo frequentemente estudados em relacdo ao metabolismo e &

produtividade de E. gracilis, especialmente com o objetivo de encontrar meios de cultivo mais
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econdmicos e sustentaveis, capazes de suportar e maximizar a sintese de moléculas de interesse.

Este tdpico constitui um dos principais objetivos desta tese.

3.1.3 Compostos bioativos e suas aplicacdes biotecnoldgicas

A notavel plasticidade fisiologica e metabdlica de E. gracilis, reflexo de seu processo
evolutivo, torna essa microalga uma fonte promissora de compostos bioativos, que incluem &cidos
graxos saturados, mono- e poli-insaturados, aminoacidos, vitaminas (como as vitaminas C e E),
além de biomoléculas exclusivas das espécies de Euglena, como o B-1,3-D-glucano (paramilo) e
outras moléculas bioativas, como a euglenatideo (Aldholmi et al., 2022; Bedard et al., 2024;
Gissibl et al., 2019; Hasan et al., 2017; Kottuparambil et al., 2019).

O conteudo de carboidratos em E. gracilis, que varia de 8,8% a 66,5% (Alves et al., 2023;
Yan et al., 2023), inclui monossacarideos como Xxilose, manose, ramnose, glicose, fucose e
galactose, os quais estdo presentes na superficie celular (Bedard et al., 2024). No entanto, o
carboidrato de particular interesse ¢ um polimero de alto peso molecular, composto por um B-1,3-
D-glucano, encontrado associado aos pirenoides nos cloroplastos ou disperso no citoplasma
(Barsanti e Gualtieri, 2020; Barsanti et al., 2011; Monfils et al., 2011) (Figura 1.5).

Figura 1.5 Paramilo de E. gracilis. a) Célula completamente preenchida com granulos de paramilo;
b) Granulos isolados; c¢) Micrografia eletrénica de varredura de um granulo mostrando a estrutura
altamente ordenada de camadas concéntricas; e, d) Estrutura molecular (Fonte: Barsanti et al.,
2011).

Programa de P6s-graduacao em Tecnologia Ambiental | Doutorado
25



Chamado de paramilo, esse polissacarideo cristalino é a principal reserva energética da
microalga, representando até 95% da massa celular quando cultivada na presenga de fontes
adequadas de carbono (Barsanti e Gualtieri, 2020; Barsanti et al., 2011). O paramilo tem ganhado
crescente interesse devido as suas propriedades bioldgicas, como acdo antimicrobiana contra
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, além de protecdo em leses hepéticas e de pele,
atividade anti-inflamatdria e imunomodulatéria (Barsanti e Gualtieri, 2019; Sugiyama et al., 2010;
Sugiyama et al., 2009; Suzuki et al., 2018). Além disso, tem sido sugerida sua fungdo como
elicitador, alterando as reacdes fisioldgicas e 0s niveis hormonais nas plantas, o que melhora sua
resisténcia a estresses bioticos e abioticos (Naaz et al., 2024).

O conteudo lipidico varia de 6,8% a 29,5% (Alves et al., 2023; Wu et al., 2021; Yan et al.,
2023). Especialmente sob condicBes anaerdbicas, E. gracilis sintetiza compostos formados por
acidos graxos saturados com cadeias de 10 a 18 carbonos, sugerindo seu potencial como candidato
para biocombustiveis (Inui et al., 1983; Kim et al., 2023; Tucci et al., 2010). Em 2021, a empresa
Euglena Co., Ltd. anunciou o primeiro voo de um jato que utilizou um combustivel renovavel
chamado SUSTEO (“Sustainable Qil”), derivado de 6leos de cozinha usados e de lipidios extraidos
de Euglena. O uso desse biocombustivel estd sendo expandido gradualmente para 6nibus, balsas
e avides no Japdo (Euglena Co., Ltd., 2024). J4 em condi¢des aerdbicas, E. gracilis é reconhecida
por apresentar um perfil de acidos graxos ricos em Omega-3, especialmente acido docosa-
hexaendico (DHA) e acido eicosapentaenoico (EPA), moléculas amplamente reconhecidas pela
atividade antioxidante (Banskota et al., 2019; Conde et al., 2021).

A espécie também € conhecida por produzir uma biomassa com significativo teor proteico,
variando de 23,3% a 53%, e contemplando todos 0s nove aminoécidos essenciais (Alves et al.,
2023; Wu et al., 2021; Yan et al., 2023). Os aminoacidos derivados de microalgas, além de seu
potencial antioxidante, tém sido identificados como a principal categoria associada as propriedades
bioestimulantes de plantas (Kapoore et al., 2021; Santini et al., 2021; Terriente-Palacios et al.,
2022).

E. gracilis € um dos poucos microrganismos capazes de acumular vitaminas e moléculas
como acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E) e B-caroteno. Essas moléculas, que
fazem parte do metabolismo secundario da microalga, sdo responsaveis por proteger 0s
cloroplastos e outras estruturas fotossintéticas dos danos causados por espécies reativas de
oxigénio. Alem disso, elas constituem rotas bioguimicas e sdo precursores de outras moléculas
importantes a microalga. Vitaminas sdo amplamente utilizadas na prevencdo de vérias doencas e

promoc&o da satde humana. A vitamina C, por exemplo, desempenha um papel vital na prevencao
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do escorbuto, sendo especialmente importante, ja que 0s humanos nao conseguem produzi-la

diretamente (Gallie, 2013). O B-caroteno atua como agente antioxidante, sendo importante para a

manutencdo da salde ocular, regulacdo do sistema imunoldgico e integridade da pele, além de

também ser precursor da vitamina A (retinol) (Huang et al., 2023). A vitamina E também apresenta

um efeito antioxidante e € vital para reduzir o risco de doencas cardiovasculares, diabetes, além

de ter propriedades anti-inflamatorias e auxiliar na prevencdo da doenca de Alzheimer (Saldeen e

Saldeen

, 2005).

Recentemente, em culturas de E. gracilis mantidas em meio sintético e sob condicGes

controladas, como exposicao a luz, limitagdo de nitrogénio e adi¢do de acido glutdmico, foram

descritas cinco novas biomoléculas, denominadas euglenatideos A-E (Aldholmi, 2020) (Figura

1.6).
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Figura 1.6 Estruturas quimicas e configuracdes propostas para os euglenatideos A-E (Fonte:
adaptado de Aldholmi, 2020).
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Esses metabolitos apresentaram semelhangas estruturais com compostos isolados do
nematoide Caenorhabditis elegans (Aldholmi, 2020); no entanto, devido a caracteristicas distintas,
como a presenca de pelo menos um residuo de asparagina (Asn) e residuos de aminoacidos
incomuns — incluindo acido f-aminoisobutirico (BAIBA), acido -amino-2,5-diidroxi-7-metoxi-
8,10,12-eicosatrienoico  (gracilina  — Gra), acido [-amino-5-hidroxi-7-metoxi-8,10,12-
eicosatrienoico (DeoxyGra), 4,5-diidroxinorvalina (Dnv) e 4,5-diidroxinorleucina (Dnl) —, os
euglenatideos sdo, até entdo, descritos como exclusivos de E. gracilis. Por se tratar de uma
descoberta recente, a funcao especifica dos euglenatideos ainda ndo foi completamente elucidada.
No entanto, peptideos estruturalmente semelhantes jA demonstraram importantes atividades
bioldgicas, como citotoxicidade contra células de cancer de mama, atividade antifdngica contra
Aspergillus sp. e acdo anti-helmintica (Aldholmi, 2020; Aldholmi et al., 2022). Esses achados
reforcam o potencial de E. gracilis como uma fonte promissora de novos produtos naturais,
ampliando suas aplicacdes em biotecnologia e abrindo caminhos para o desenvolvimento de novas
solugdes terapéuticas e industriais.

Pesquisas sobre as propriedades de E. gracilis ndo sdo recentes, tendo iniciado na década
de 1970 e gerando, desde entdo, um crescente interesse comercial por esta microalga (Suzuki,
2017). Em 2005, Euglena Co., Ltd., localizada na ilha de Ishigaki, Japdo, tornou-se a primeira
empresa a explorar a producdo em larga escala de E. gracilis, inicialmente para bioprodutos
alimenticios e, mais recentemente, para o desenvolvimento de cosméticos. A Euglena Co., Ltd. se
destaca como lider na producdo e comercializacdo de bioprodutos a base dessa microalga,
utilizando uma estratégia conhecida como “5Fs of Biomass”, que descreve cinco formas de
utilizacdo da biomassa, classificadas por ordem de valor comercial (do maior para 0 menor):
alimentos, fibras, racdo animal, fertilizantes e combustivel (‘5Fs’ do inglés Food, Fiber, Feed,
Fertilizer e Fuel) (Suzuki, 2017) (Figura 1.7). Essa abordagem visa maximizar o valor dos

produtos derivados de Euglena.
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Figura 1.7 Estratégia "5Fs of Biomass", indicando as cinco utiliza¢bes principais da biomassa de
Euglena: alimentos (food), fibras (fiber), racdo animal (feed), fertilizante (fertilizer) e combustivel
(fuel) (Fonte: adaptado de Suzuki, 2017).

Os avancgos cientificos em torno de E. gracilis levaram a sua certificacdo como aditivo
alimentar "Generally Recognized as Safe" (GRAS) pela Food and Drug Administration (2017) dos
Estados Unidos em 2017. Além disso, em 2023, a microalga recebeu o status de "novel food" na
Unido Europeia, conforme o Regulamento 2015/2283, com aprovacao da Autoridade Europeia
para a Seguranca Alimentar (ESFA, 2023). Esse reconhecimento e regulamentacédo internacional
possibilitaram a diversificagdo de produtos comerciais derivados de E. gracilis. A Euglena Co.,
Ltd. lidera a producédo e comercializacdo desses produtos, incorporando o pé de E. gracilis em
uma ampla variedade de alimentos e bebidas.

A auséncia de parede celular tem sido apontada como uma vantagem adicional para o
desenvolvimento desses bioprodutos, facilitando a digestibilidade dos derivados. Estudos indicam
gue o consumo do po de Euglena, originado de seus bioprodutos comerciais, apresenta respostas
relacionadas ao fortalecimento da fungdo imunoldgica e & melhora da saude intestinal humana
(Nakashima et al., 2021; Park et al., 2023). Ademais, bioprodutos comerciais de E. gracilis
demonstram potencial como suplementos proteicos nas dietas de ruminantes, promovendo a

melhoria da fermentagdo no ramen (Aemiro et al., 2017).
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3.1.4 Outras aplicacdes

Além da sintese de biomoléculas bioativas, as caracteristicas genéticas e a plasticidade
metabolica de E. gracilis estendem sua aplicacdo para bioensaios ecotoxicoldgicos, estudos de
agentes mutagénicos e antimutagénicos, bem como na biorremediacdo de ambientes
contaminados. Tais aplicacdes conferem valor & sua biomassa viva e integra, expandindo
significativamente o leque de possibilidades para seu uso em diferentes contextos cientificos e
industriais.

No monitoramento ambiental, E. gracilis destaca-se em bioensaios ecotoxicologicos devido
ao seu modo de reproducdo, sensibilidade e rapida resposta a estressores ambientais, como
poluentes. Essas propriedades a tornam uma ferramenta eficaz para avaliar a qualidade de aguas
superficiais e subterraneas, bem como para investigar a toxicidade de diversos compostos,
incluindo metais pesados, pesticidas, herbicidas e outras substancias naturais ou sintéticas
(Khatiwada et al., 2020b; Lukacova et al., 2023).

Outra importante aplicagdo da microalga esta relacionada a estudos de agentes mutagénicos
e antimutagénicos. O genoma plastidial de E. gracilis € altamente sensivel a fatores fisicos, como
radiacdo ultravioleta e calor, e quimicos, como antibacterianos. Sob exposicao a esses estressores,
observa-se a perda seletiva de genes plastidiais e a inibicdo da fotossintese, embora seu
crescimento celular e viabilidade permanegam inalterados, especialmente na presenca de carbono
organico disponivel (Schwartzbach, 2017; Shao et al., 2019). Essa peculiaridade posiciona E.
gracilis como uma ferramenta valiosa para a triagem de compostos naturais e sintéticos de
caracteristicas mutagénicas e antimutagénicas (Lukacova et al., 2023).

No ambito da biorremediacéo, o uso de microalgas em processos de tratamento de efluentes
residuais ja esta bem estabelecido, com diversas espécies demonstrando eficiéncia em escalas
industriais. Estudos laboratoriais vém demonstrando o potencial de E. gracilis para a remocéo de
nutrientes. Kuroda et al. (2018) observaram uma reducdo de até 55% no carbono organico
dissolvido em &guas residuais tratadas com essa microalga. Kim et al. (2021) reportaram remo¢des
de demanda quimica de oxigénio (DQO) variando entre 23-39% em aguas residuais do
processamento de tomate. Nezbrytska et al. (2022) demonstraram remocdes de 63% de amonio e
96-100% de fosfato em aguas residuais sintéticas domésticas utilizando a cepa E. gracilis Klebs
HPDP-114. Adicionalmente, Mahapatra et al. (2013) relataram remoc¢6es de 98% de amonio e
85% de fosfato ao cultivarem uma cepa selvagem de Euglena sp. em aguas residuais domésticas.

Além da remocdo de nutrientes e poluentes orgéanicos, estudos vém sendo conduzidos

demonstrando que E. gracilis apresenta mecanismos eficientes para a remediacdo de metais
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pesados. E. gracilis demonstrou tolerancia a Pb**, Cd*" e Hg?*, com destaque para sua elevada
tolerancia ao Cd?*, sendo classificada como uma hiper-acumuladora desse metal (Khatiwada et al.,
2020a). Foi observado ainda um aumento na abundancia de proteinas contendo tiol, glutationa e
y-glutamilcisteina durante a exposicdo a esses metais, sugerindo que essa espécie é capaz de
orquestrar protecéo celular contra ions metalicos por meio de quelantes. Isso ndo s6 contribui para
a descontaminacédo de ambientes, mas também representa a possibilidade da recuperagéo de metais
de interesse industrial.

Desta forma, o uso de aguas residuais no cultivo de E. gracilis insere-se na bioeconomia
circular, transformando residuos em biomassa rica em compostos valiosos e bioativos. Essa
abordagem sustentavel reduz custos, amplia o potencial econdmico da biomassa e promove uma
cadeia produtiva mais competitiva e eficiente.

Ainda, a potencialidade de E. gracilis tem sido explorada até mesmo em missdes espaciais.
Em dezembro de 2018, o Centro Aeroespacial Alemdo (DLR) langou o satélite Eu:CROPIS
(Euglena and Combined Regenerative Organic-Food Production in Space), com o objetivo de
desenvolver um sistema autossustentavel de suporte a vida no espaco, capaz de reciclar residuos
bioldgicos para cultivar alimentos frescos. Esse sistema ndo so beneficiaria astronautas em missdes
de longa duracdo, mas também pessoas em habitats terrestres extremos. O satélite foi equipado
com duas estufas, cada uma contendo um sistema simbidtico composto por bactérias em um
biofiltro, E. gracilis, urina sintética e sementes de tomate. A microalga foi avaliada em dois
aspectos principais: primeiro, sua capacidade de fornecer oxigénio, especialmente enquanto as
plantas ainda ndo realizavam fotossintese; e, em segundo lugar, sua habilidade em desintoxicar o
sistema, quebrando os altos niveis de amdnia provenientes da urina, protegendo o ambiente e
convertendo o excesso de amoénia em formas de nitrogénio assimilaveis pelas plantas. O
experimento, realizado sob condices de gravidade lunar e marciana, visava preparar o terreno
para o fornecimento de alimentos a astronautas em missdes espaciais de longa duracdo. A missdo
Eu:CROPIS foi concluida em dezembro de 2019, e a microalga manteve-se ativa sob condicBes
de gravidade lunar e marciana (Hauslage et al., 2018).

A Figura 1.8 resume as principais aplicacGes e potencialidades industriais j& descritas para

E. gracilis.
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Figura 1.8 llustracdo das principais aplicac6es e potencialidades atribuidas a E. gracilis.

3.2 Microalgas e os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)

Os Obijetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizacdo das Nagdes Unidas
(ONU) formam uma agenda global composta por 17 metas interconectadas, com o propdsito de
promover um desenvolvimento equilibrado nas esferas social, econémica e ambiental. Esses
objetivos abordam questdes urgentes, como a erradicacdo da pobreza, a reducgéo das desigualdades,
a promocao de praticas de consumo e producdo sustentaveis, a agdo contra as mudancas climaticas
e a preservacao dos ecossistemas (Organizacdo das Nagdes Unidas no Brasil, 2024).

As microalgas se destacam em diversas frentes, sendo relevantes (1) do ponto de vista
ecoldgico, por sua funcdo como produtoras primarias de energia e suas elevadas taxas de
fotossintese, contribuindo para a fixacdo de CO- e a mitigacdo dos gases de efeito estufa, além de

sua importancia na cadeia trofica; (1) na manutencdo e melhoria da qualidade ambiental,
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aplicando-se em processos de biorremediacao e tratamento de aguas residuais; e (111) no potencial
biotecnoldgico, com sua biomassa servindo como matéria-prima para o desenvolvimento de
bioprodutos e aplicacdes industriais.

Observa-se uma tendéncia crescente de pesquisas que associam as microalgas aos ODS,
sendo frequentemente apontadas por diversos estudiosos como uma estratégia promissora para
contribuir, direta ou indiretamente, para o alcance dessas metas (Bourgougnon et al., 2021; Harada
et al., 2020; Olabi et al., 2023; Oliveira et al., 2022; Singh et al., 2023) (Figura 1.9).
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Figura 1.9 Representacdo do vinculo entre as pesquisas e as aplicagdes baseadas em microalgas
com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) (Fonte: adaptado de Singh et al., 2023).

Neste contexto, ao investigar o cultivo de E. gracilis em meios alternativos e naturais, o
tratamento de efluentes e a recuperacdo de biomassa para aplicacfes bioldgicas, este trabalho visa
ndo apenas expandir o conhecimento sobre a biotecnologia de microalgas, mas também promover
solugdes inovadoras que se mantenham alinhadas aos ODS.

A pesquisa contribui para o ODS 2, ""Fome Zero e Agricultura Sustentavel™, ao fornecer
uma base para o desenvolvimento de praticas agricolas sustentaveis, integrando microalgas como
bioestimulantes em sistemas agricolas. Além disso, sendo uma biomassa rica em proteinas,
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aminoéacidos essenciais e outros compostos, a pesquisa busca fornecer uma base cientifica para o
desenvolvimento de suplementos alimentares capazes de substituir fontes de proteina animal,
contribuindo assim para o fortalecimento da seguranca alimentar. Conectando-se ao ODS 6,
"*Agua Potavel e Saneamento"", a proposta do uso de microalgas no tratamento de efluentes n&o
apenas melhora a qualidade da 4gua, mas também contribui para a gestao sustentavel dos recursos
hidricos. O uso de microalgas no tratamento de efluentes também esté relacionado ao ODS 11,
""Cidades e Comunidades Sustentaveis™, que visa tornar as cidades mais inclusivas, seguras,
resilientes e sustentaveis. Essa aplicacdo possibilita a reutilizacdo de dguas residuais urbanas como
alternativa para o cultivo de biomassa, promovendo solu¢des sustentaveis para 0 manejo de
recursos hidricos urbanos. No ambito do ODS 12, ""Consumo e Producdo Responsaveis', o
estudo busca contribuir para o desenvolvimento e diversificacdo de bioprodutos por meio de uma
gestdo mais sustentdvel dos recursos naturais. O ODS 12 também trata do “manejo
ambientalmente responsavel de produtos quimicos e residuos; da reducdo significativa de
poluentes no ar, na dgua e no solo; reducdo na geracdo de residuos por meio da prevencao,
reciclagem e reuso”’. Neste sentido, adocdo de tecnologias analiticas, como a espectroscopia FTIR,
reforca 0 compromisso com processos investigativos que priorizam a reducao de residuos de forma
significativa e sustentavel. Além disso, pesquisas com microalgas de modo geral alinham-se ao
ODS 13, ""Ac¢édo Contra a Mudanca Global do Clima™, ao reconhecer o papel das microalgas
na captura de CO: e na mitigagao de gases de efeito estufa. Ela também contribui para o ODS 14,
"Vida na Agua', ao promover a protecio e o uso sustentavel de ecossistemas aquéticos, e para o
ODS 15, "Vida Terrestre", incentivando praticas que favorecem a preservacdo de ecossistemas
terrestres e a biodiversidade.

3.3 Oportunidades na exploracéo biotecnoldgica de E. gracilis

Diante do exposto, é inegavel o vasto potencial biotecnol6gico de E. gracilis. No entanto,
ainda existem lacunas que podem ser mais bem exploradas para maximizar as aplicacdes dessa
biomassa, sendo essas lacunas o ponto de partida para o desenvolvimento da presente tese.

Para ilustrar esse panorama, realizou-se uma busca na base de dados Scopus utilizando os
termos "microalgae” OR "microalga™ AND "biostimulant™ AND "agriculture”. Foram encontrados
66 documentos, com um aumento significativo no nimero de publicacdes a partir de 2022. Ao
incluir os termos "Chlorella™ OR "Arthrospira”, foram identificados 23 documentos, com destaque

para o crescimento expressivo das publicacfes: de 1 em 2022, para 7 em 2023 e 9 em 2024.
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Contudo, ao refinar a pesquisa especificamente para Euglena, apenas 5 documentos foram
encontrados, evidenciando que esse campo ainda esta em estagio inicial de exploracdo cientifica.

Entretanto, esses estudos concentram-se predominantemente no paramilo. Por exemplo,
Scartazza et al. (2017) demonstraram os efeitos dose-dependentes do paramilo no conteddo
hormonal da seiva do xilema, no desempenho fotossintético e na tolerancia a desidratacdo de
tomates (Solanum lycopersicum). Barsanti et al. (2019) investigaram o impacto do paramilo
purificado de E. gracilis na resisténcia a seca e na qualidade dos frutos, confirmando sua eficacia
como bioestimulante ao aumentar a capacidade adaptativa das plantas a estresses abidticos. Mais
recentemente, Naaz et al. (2024) destacou as “maravilhas do paramilo” em um capitulo de livro,
evidenciando sua aplicagdo como bioestimulante para melhorar a resisténcia das plantas a
condicdes adversas, como salinidade, seca, deficiéncia de nutrientes e altas temperaturas. Os
outros dois estudos ndo abordam diretamente a aplicacdo como bioestimulante, explorando temas
como o tratamento de aguas residuais e o papel de E. gracilis no contexto dos ODS (Harada et al.,
2020; Lu et al., 2024). Além disso, fora da base Scopus, foram identificadas patentes relacionadas
ao uso de E. gracilis ou paramilo como bioestimulantes para o crescimento e protecao de plantas
(Fuerst, 2018; Levine et al., 2018). Um estudo também investigou os efeitos bioestimulantes de
Euglena sp. cultivada em soro de leite microfiltrado na germinacéo de sementes de agrido (Foglio
et al., 2022). Contudo, esses documentos ndao aprofundam os possiveis mecanismos de acao,
reforcando a necessidade de maior investigacéo cientifica.

Esses dados demonstram o crescente interesse no uso de microalgas como bioprodutos
agricolas. Contudo, enquanto espécies como Chlorella e Arthrospira recebem ampla atencéo,
ainda existe uma lacuna em estudos que explorem outras biomassas, particularmente E. gracilis.

O presente trabalho, ao integrar a obtencdo de bioprodutos a partir de biomassa cultivada em
aguas residuais, representa uma oportunidade de agregar valor aos recursos utilizados. Essa
abordagem esta alinhada aos principios da bioeconomia circular, que busca maximizar o uso de
recursos bioldgicos, promover a reutilizacao de residuos e criar sistemas produtivos mais eficientes
e sustentaveis. No contexto da agricultura, isso implica ndo apenas em reduzir a dependéncia de
insumos quimicos tradicionais, mas também em adotar praticas que fechem ciclos de matéria e
energia, tornando o setor mais resiliente e adaptado as demandas ambientais.

No contexto brasileiro, essa perspectiva ganha ainda mais relevancia com a criagdo do
Programa Nacional de Bioinsumos (PNB), instituido pelo Decreto n° 10.375, de 26 de maio de
2020 (Brasil, 2020). O PNB representa um marco importante na promogéo e regulamentacéo do

uso de bioinsumos — produtos bioldgicos derivados de organismos vivos, como microalgas,

Programa de P6s-graduacao em Tecnologia Ambiental | Doutorado
35



fungos, bactérias, entre outros. O objetivo do programa € substituir 0os insumos quimicos
tradicionais, fomentando uma agricultura mais sustentavel e alinhada a sistemas agricolas de baixo
impacto ambiental. Portanto, aprofundar o conhecimento sobre as propriedades de E. gracilis e
superar os desafios relacionados a sua producéo e aplicacdo pode abrir caminhos para préaticas
agricolas inovadoras e sustentaveis, atendendo as demandas globais e nacionais por uma
agricultura mais verde.

Ao integrar o tratamento de efluentes a geracdo de biomassa com potencial para aplicacdes
biotecnologicas, buscamos promover a reutilizacdo de recursos e a valorizacdo de subprodutos,
alinhando-nos as exigéncias de sustentabilidade ambiental e econémica. No entanto, para que essa
abordagem seja plenamente eficiente e sustentavel, é fundamental que as técnicas e metodologias
utilizadas durante a analise da biomassa também reflitam os mesmos principios ecoldgicos e de
baixo impacto. Neste sentido, a escolha de ferramentas analiticas adequadas se torna crucial para
garantir que o processo como um todo seja ambientalmente responsavel e eficaz. Neste contexto,
esta tese propde a espectroscopia no infravermelho (FTIR) como uma técnica analitica verde,
destacando sua aplicacdo na caracterizacdo da biomassa de E. gracilis. A espectroscopia FTIR
oferece andlises rapidas, precisas e ndo destrutivas, permitindo a obtencdo de informac6es
detalhadas sobre a composi¢do quimica e as propriedades da biomassa antes da aplicacdo de
métodos tradicionais, frequentemente mais complexos ou dispendiosos. Essa abordagem ndo sé
otimiza o uso de recursos, reduzindo custos com reagentes, energia € insumos, mas também
minimiza o impacto ambiental ao evitar a geracdo de residuos desnecessarios. Mais do que uma
ferramenta prética, esta pesquisa propde uma reflexdo mais ampla sobre como a sustentabilidade
pode ser incorporada ndo s6 nas aplicacdes de microalgas, mas também nos métodos cientificos
utilizados para estuda-las. Ao adotar técnicas como a FTIR, promovemos uma pratica cientifica
que alia inovacdo tecnoldgica a responsabilidade ambiental, essencial para o avanco de uma

ciéncia comprometida com a bioeconomia circular e o desenvolvimento sustentavel.
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Materiais e métodos




4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Microalga

A microalga Euglena gracilis (Euglenaceae), originalmente coletada e isolada de uma lagoa
localizada na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Rio Grande do Sul, Brasil (29° 43'
16.88"S - 53° 42' 55.71"W), foi gentilmente fornecida pelo Laboratorio de Ficologia da mesma
Universidade (Figura 2.1).

200pum

Figura 2.1 Imagens microscopicas da microalga E. gracilis obtidas através de (a) microscopia
Optica com aumento de 400x; e, (b) microscopia de contraste de interferéncia diferencial (DIC).

Este isolado apresenta certificado de acesso ao patrimdnio genético brasileiro, emitido pelo
Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e Conhecimento Tradicional Associado
(SisGen), sob o nimero A863DC8. A confirmacdo de sua identificacdo foi realizada por
sequenciamento genético da regido 18S do rDNA, em colaboracdo com o Laboratorio
Colaborativo Green Ocean Technologies and Products (GreenCoLab), em Faro, Portugal (Figura
2.2).
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Tree scale: 0.1 ————

AB679269 Rapaza viridis
LC430237 Eutreptiella eupharyngea
KY883384 Peranema trichophorum
PCU84731 Petalomonas cantuscygni
AF152104 Euglena acus
AF445459 Euglena tripteris
EU624027 Euglena proxima
FJ719616 Euglena anabaena
EU750714 Euglena caudata
AY523033 Euglena stellata
KX889634 Euglena adhaerens
KX889649 Euglena mutabilis
AY523036 Euglena viridis
‘FJ719614.1_Euglena_tristella’
KX889647 Euglena deses
'KX889638.1_Euglena_deses’
‘AJ532424.1_Euglena_pisciformis’
‘AF115279.2_Euglena_agilis'
'‘AF112871.2_Astasia_longa'
‘AF283304.1_Euglena_longa’
‘AF112873.2_Euglena_gracilis'
‘EU263909.1_Euglena_gracilis’
EGR2-4_Euglena_gracilis
'EGRRGSS_Euglena_gracilis'
‘M12677.1_Euglena_gracilis’

Figura 2.2 Arvore filogenética construida pelo método de Méaxima Verossimilhanga (MV), onde
o0 isolado EGR aparece em cluster junto com E. gracilis.

Os ensaios foram conduzidos no Parque Cientifico e Tecnoldgico da Universidade de Santa
Cruz do Sul - Centro de Exceléncia em Produtos e Processos Oleoquimicos e Biotecnologicos
(TecnoUnisc - CEPPOB), Rio Grande do Sul, Brasil, e no Laboratério Nacional de Energia e

Geologia - Unidade de Bioenergia e Biorrefinaria (LNEG - UBB), Lisboa, Portugal.

4.2 Meios e condicdes de cultivo

Ao longo desta tese, E. gracilis foi cultivada e avaliada sob oito diferentes condicgdes
experimentais, utilizando meios de cultivo sintéticos e naturais.

Antes da conducdo dos ensaios, culturas-estoque foram mantidas em condigdes
padronizadas para garantir a viabilidade e a salde metabolica das células. Essas culturas foram
mantidas em condic¢des fotoautotroficas, em meio BG11 convencional, 21-23 °C, sob iluminacéo
branca-fluorescente a 10 E m™ s e agitacdo suave (60 rpm), sendo subcultivadas a cada duas
semanas para garantir uma populacéo metabolicamente ativa e saudavel. Para atender a preferéncia
da E. gracilis por ambientes &cidos (Olaveson e Nalewajko, 2000), o pH das culturas-estoque foi

ajustado para pH 4,5 utilizando uma solugdo aquosa de acido fosforico a 1% (HsPO.).
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4.2.1 Meios de cultivo sintéticos

Os experimentos iniciais, que resultaram no artigo 1, foram conduzidos com o cultivo de E.
gracilis em condi¢des fotoautotroficas e mixotréficas, empregando trés formulagdes distintas de
meios sintéticos: (i) meio BG11 convencional (BG11) (Rippka et al., 1979), (ii) meio BG11
adaptado e enriquecido com fertilizante mineral NPK (BG11NPK) (Gross, 2019), ambos
destinados a apoiar o metabolismo fotoautotréfico, e (iii) o Meio Efluente Urbano Sintético
(MEUS) (Ribeiro et al., 2022), formulado para favorecer o metabolismo mixotrofico. A

composicao detalhada desses meios € apresentada na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 Composicdo dos meios de cultivo sintéticos BG11, BG11NPK e MEUS (mg L™).

Componente BG11 BG1INPK MEUS

Nitrato de Sédio (NaNOs3) 1500 -- --
Fosfato de Potassio dibasico (K:HPO4) 30 -- --
Sulfato de Magnésio (MgS0Q..7H,0) 75 - 3
Cloreto de Célcio (CaCl,.2H,0) 35 - 5
Carbonato de Sadio (Na>COs) 20 -- --
Na;EDTA 1 - -
Fertilizante mineral NPK” -- 480 -
Acido citrico 0,006 --
Citrato férrico de aménia 0,006 -
Acido borico (HsBOs) 2,86 --
Cloreto de Manganés (11) (MnCl,.4H,0) 1,81 --
Sulfato de Zinco (ZnS04,7H,0) 0,222 --
Molibdato de s6dio (Na;M004.2H,0) 0,39 -
Sulfato de Cobre (CuSO,5H,0) 0,079 --
Nitrato de cobalto (Co(NO3)2.6H,0) 0,0494 -

Cloridrato de tiamina 100 pg -
Solucgéo de vitaminas™ | Cloridrato de piridoxina 100 pg --

Cianocobalamina 5ug --
Fosfato de Potassio monobéasico (KHPO..H,0) -- 112
Ureia (NH2CONH,) - 30
Cloreto de Sodio (NaCl) - 8
Bicarbonato de S6dio (NaHCOs) - 15
Cloreto de Cobre (CuCI2.2H20) -- 0,05
Caseina Peptona -- 320
Glicose (Csleoe) - 250
Extrato de Carne -- 220

BG11: meio BG11 convencional; BG11NPK: meio BG11 adaptado com fertilizante mineral NPK; e,
MEUS: meio efluente urbano sintético. “Fertilizante mineral NPK contendo nitrogénio, fésforo e potassio
nas concentracoes de 12%, 11% e 18%, respectivamente (Yara Iberian S.A., Spain). ““Solucéo de vitaminas
obtida do medicamento Citoneurin® 5000.

Os componentes de cada meio foram dissolvidos em dgua deionizada (dH-0) e esterilizados
em autoclave (15 minutos, 121 °C, a 1 atm). Para prevenir contaminacdes fungicas no MEUS,

favorecidas pela presencga de carbono, preparou-se uma solucdo-estoque de fluconazol a 1500 mg
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L' em agua destilada (dH20). A solug¢ao foi esterilizada por filtragdo e adicionada as culturas para
concentragdo final de 5 mg L' (Luche, 2020).

Essa etapa experimental foi realizada em frascos de vidro estéreis de 50 mL de capacidade,
com um volume de trabalho de 30 mL, organizados em aliquotas individuais para cada dia de
coleta (triplicatas; Figura 2.3). O indculo foi ajustado para uma densidade éptica inicial de 0,2 de
absorvancia (680 nm) e pH inicial de 4,5. Os experimentos foram monitorados durante 14 dias,

com coletas realizadas sistematicamente a cada dois dias.

Figura 2.3 Cultivos de E. gracilis nos meios sintéticos BG11, BG11NPK e MEUS, incluindo (a)
preparo das aliquotas; (b) incubacéo; e, (c-f) coletas para monitoramento.
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4.2.2 Efluentes naturais

O estudo ainda avaliou a adaptacdo e a produtividade de E. gracilis em meios de cultivo
naturais (efluentes), também investigando a eficiéncia da microalga na remocéo de nutrientes —
nitrogénio, fosforo e carbono organico — e na reducdo da coloracdo. Adicionalmente, foi
explorado o potencial de aproveitamento da biomassa gerada em aplicacGes bioldgicas, com énfase
em seu uso como bioestimulante do crescimento vegetal (artigo 2). Essa etapa foi conduzida na
Unidade de Bioenergia e Biorrefinaria do Laboratério Nacional de Energia e Geologia (LNEG-
UBB), Lisboa, Portugal, durante o periodo de doutorado-sanduiche (PDSE 01/2022).

Em virtude das pesquisas realizadas pelo grupo de pesquisa parceiro, empregou-se agua
residuéria de suinocultura (ARS) como substrato natural para o cultivo de E. gracilis. A ARS
utilizada foi coletada em uma lagoa de estabilizacdo localizada na Valorgado, uma fazenda de
suinos situada na Herdade do Pessegueiro, em Gloria do Ribatejo, Portugal. Esse efluente é
composto pela fracdo liquida dos dejetos suinos, formada a partir de uma mistura de fezes de
suinos com a agua utilizada para higienizacdo das instalaces, apds a separacdo primaria do
material sélido.

No entanto, sabe-se que ARS apresenta elevados niveis de amonia, de solidos suspensos, e
elevada turbidez, fatores que representam desafios para o cultivo de microalgas. Assim, com
frequéncia, empregam-se estratégias baseadas na diluicéo dos efluentes, com o objetivo de reduzir
as concentracdes de nutrientes toxicos a niveis nao inibitérios e de aumentar a disponibilidade de
luz para as microalgas. Além disso, a integracdo com outros processos de pré-tratamento também
é utilizada como estratégia para minimizar a toxicidade dos efluentes e garantir o crescimento ideal
das microalgas. Neste sentido, o presente estudo utilizou duas formulagdes de ARS no cultivo de
E. gracilis: (i) 25% de ARS bruta diluida em 75% de 4gua de torneira (v:v), designada neste estudo
como P25; e (ii) ARS bruta pré-tratada pelo processo oxidativo avancado foto-Fenton, conforme
protocolo previamente estabelecido por Ferreira et al. (2022), designada como PF.

O processo foto-Fenton foi aplicado como etapa de pré-tratamento antes do cultivo com a
microalga, com base em estudo anterior também conduzido pelo grupo de pesquisa parceiro. Nesse
estudo, foram avaliados e comparados os processos de eletrocoagulagéo, desgaseificacdo de
amonia, foto-Fenton e wetlands construidos como métodos de pré-tratamento para reduzir aménia,
demanda quimica de oxigénio (DQO), cor e sélidos suspensos totais na ARS (Ferreira et al., 2022).
Esse estudo revelou que o processo foto-Fenton apresentou os melhores resultados entre os pré-

tratamentos testados, especialmente quanto a oxidacéo das substancias organicas, o que também
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possibilitou um crescimento consistente e aumento na produtividade da microalga Tetradesmus
obliquus (Ferreira et al., 2022).

Como os meios naturais ndo apresentam uma composicdo definida, a composicao quimica
inicial das ARS utilizadas, em termos de demanda quimica de oxigénio, nitrogénio, fosfato, cor e
pH, sdo apresentadas na Tabela 2.2. A tabela também fornece uma viséo geral da composicéo da

ARS bruta (ndo diluida e ndo tratada).

Tabela 2.2 Analise inicial da agua residuéria de suinocultura, incluindo demanda quimica de
oxigénio (DQO), nitrogénio amoniacal (NHs/NH4"), fosfato (PO4*"), cor e valores de pH.

DQO NH3/NH4* PO, % Coloracédo 4
(mg L) (mg L) (mg LY (Abs 440nm) P

ARS 3101,27 1113,00 114,50 3,681 8,5
Bruta (89,21) (£29,70) (£2,12) (+0,038) (£0,2)
P25 462,96 241,50 917,50 0,209 4,51
(£26,19) (£23,91) (+49,92) (+0,003) (0,1)

PE 247,69 798,00 717,50 0,087 4,55
(+15,81) (+25,56) (+47,17) (+0,003) (£0,1)

ARS: &gua residual da suinocultura; P25: ARS diluida a 25%; e PF: ARS pré-tratada com o foto-Fenton.
Os valores representam a média + desvio padrdo (n=3).

E importante ressaltar que as concentracdes de fosfato em P25 e PF estéo consideravelmente
mais altas do que na ARS bruta devido a adicao de solucdo aquosa de HsPOa4 1%, utilizada para
ajustar o pH. Embora essa modificagdo ndo reflita os valores naturais de fosfato nas ARS, ainda
foi possivel determinar a eficacia de E. gracilis na absor¢do de fosfato em condic¢des controladas,
0 que possibilitou avaliar seu potencial em processos de tratamento de agua.

Essa etapa foi conduzida em fotobiorreatores em coluna de vidro de 1 L, com sistema de
aeracdo do tipo airlift (PBR-AL), operados em duplicata e volume de trabalho de 900 mL (Figura
2.4). O indculo foi ajustado para uma densidade Optica inicial de 0,4 de absorvancia (680 nm) e
pH inicial de 4,5. No presente estudo, o meio sintético BG11NPK foi utilizado como controle para
crescimento e produtividade de biomassa. O experimento foi monitorado ao longo de 18 dias, com
amostras coletadas a cada dois dias para avaliar os parametros da microalga, enquanto a
caracterizacéo do efluente foi realizada antes (dia 0) e apés (dia 18) o cultivo de E. gracilis.
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Figura 2.4 Cultivos de E. gracilis nas aguas residuais da suinocultura (P25 e PF), realizados em
fotobiorreatores em coluna de vidro com sistema de aeracdo do tipo airlifts. (a) caracteristicas
visuais das ARS; (b) preparo dos PBR-AL e in6culo; e, (c-d) incubacéo.

A Tabela 2.3 apresenta um resumo dos meios e das condi¢des de cultivo empregadas durante

0 estudo.j
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Tabela 2.3 Meios de cultivo e varidveis ambientais aplicadas no cultivo de E. gracilis.
Modo de Meio de

cultivo cultivo Fotoperiodo Agitacédo lluminacéo

Fotoautotréfico BG11 24:0 AO (120 rpm) 20 pII_EFr?TZ 51)

Fotoautotréfico BG11 16:8 AO (120 rpm) 20 pII_EFr?'Z s1)

§ Fotoautotréfico BG11NPK 24:0 AO (120 rpm) 20 pII_EFr?TZ s1)
B

.:% Fotoautotréfico BG11NPK 16:8 AO (120 rpm) 20 pII_EFrE'Z s1)

Mixotrofico MEUS 16:8 AO (120 rpm) (20 pII_EFr?'Z s1)

Fotoautotréfico  BGLINPK 24:0 PBR-AL (1.0 vwm) (ésEﬁl-zBr:f}?gg)

£ Mixotréfico P25 24:0 PBR-AL (1.0 vwwm) ('S‘SESéBrﬂgﬂ)

§ Mixotréfico PF 24:0 PBR-AL (1.0 vwm) LED-Branco

(58 UE m?s?)
BG11: meio BG11 convencional; BG11NPK: meio BG11 adaptado com fertilizante mineral NPK; MEUS:
meio efluente urbano sintético; P25: ARS diluida a 25%; e PF: ARS pré-tratada por foto-Fenton; AO:
agitacdo orbital; PBR-AL.: fotobiorreator airlift; e, LFB: ldmpada fluorescente branca.

4.3 Aclimatacao

A aclimatacdo gradual das microalgas a novos meios de cultivo é considerada uma etapa
crucial para minimizar estresses fisiologicos e metabolicos, especialmente quando cultivadas em
meios com altas concentracdes de nutrientes, como em efluentes. Esse processo nao sé favorece
um crescimento mais saudavel e estavel, mas também melhora a eficiéncia na remocdo de
nutrientes (Li et al., 2022; Rezaei et al., 2019). Portanto, este estudo dedicou atencéo ao processo
de aclimatacdo de E. gracilis aos diferentes meios testados.

Como mencionado anteriormente, até o inicio dos experimentos, culturas-estoque foram
mantidas sob condi¢des fotoautotréficas no meio BG11l convencional, e, a partir deste, a
aclimatacdo aos meios BG11NPK e MEUS seguiu 0s seguintes passos:

e Em meio BG11NPK: inoculagdo de 20% da cultura-estoque em um meio contendo 50%
de BG11NPK, mantida por 10 dias. Posteriormente, foi realizada uma subcultura em 100% de
BG11NPK, utilizando um inoculo de 20% da cultura anterior;

e Em MEUS: exigiu um periodo mais longo e comegou com a inoculagdo de 20% da cultura
estoque em um meio contendo 5% de MEUS por 10 dias. Em seguida, concentragdes gradualmente
crescentes de MEUS foram introduzidas, com subculturas semanais em concentragdes de 10%,
15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 80% e finalmente 100% de MEUS, cada uma utilizando um

indculo de 20% da cultura anterior.
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Considerando a boa adaptacdo de E. gracilis as condigdes fotoautotréficas em meio
BG11NPK, essas culturas foram utilizadas como estoque para a aclimatagéo aos efluentes suinos,
P25 e PF, conforme descrito a seguir

e Em P25: inoculacgéo inicial de 20% da cultura-estoque em um meio contendo 2,5% de
ARS bruta (nao estéril). Incrementos graduais na concentracdo de ARS foram realizados a cada
duas semanas até atingir 25% de ARS bruto. Devido a observacao de inibicdo do crescimento da
microalga em concentra¢des mais altas, optou-se por manter a concentragdo final de trabalho em
25%:;

e Em PF: o processo de aclimatacdo seguiu uma abordagem similar a de P25. No entanto,
considerando a menor carga organica e coloracdo desta ARS em comparacgdo ao bruto, iniciou-se
com a inoculacdo de 20% da cultura-estoque em 25% de PF diluido em agua da torneira.
Subculturas quinzenais foram realizadas em concentracGes progressivas de 50%, 75% e,
finalmente, 100% de PF, sempre utilizando um in6culo de 20% da cultura anterior.

Todos os processos de aclimatagdo foram realizados em frascos Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 200 mL de cultura, mantidos a uma temperatura de 21-23 °C, agitacdo constante de 150
rpm e iluminagdo fluorescente branca de 20 uE m s™!, sob respectivos ciclos de fotoperiodo. O
pH foi ajustado para 4,5 com solugdo aquosa de HsPOs a 1%. Durante todo o processo, a

morfologia e a densidade celular das culturas foram monitoradas continuamente.

4.4 Procedimentos experimentais e analiticos

Os cultivos, devidamente aclimatados e mantidos por 15 dias nos respectivos meios e
condicBes de cultivo, foram utilizados como pré-inéculo nos experimentos e avaliacdes
subsequentes. Para isso, foi realizada uma série de protocolos com o objetivo de monitorar o
crescimento e a produtividade das microalgas, caracterizar a biomassa, avaliar a remocao de
nutrientes e investigar as atividades biol6gicas de interesse. A Figura 2.5 apresenta um
fluxograma que resume as etapas, procedimentos e metodologias adotadas para cada uma dessas
avaliacdes.

Todos os procedimentos seguiram as metodologias cientificas estabelecidas e estdo
detalhados em seus respectivos artigos cientificos, dentro da secéo de Resultados e Discussédo da

tese.
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Artigo 2

Figura 2.5 Fluxograma com os principais procedimentos e metodologias utilizados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdes da tese estdo organizados em forma de artigos cientificos. A
estrutura apresentada segue a logica de construgcdo do conhecimento, desde a caracterizacao inicial

da biomassa até sua aplicacao pratica.

Artigo 1 - FTIR spectroscopy on exploratory analysis of biomass composition and
antioxidant potential of Euglena gracilis (Euglenophyceae): an eco-friendly approach using
green analytical methods: Este estudo teve como objetivo explorar a adaptabilidade de Euglena
gracilis em diferentes meios e condi¢bes de cultivo, utilizando a espectroscopia FTIR para
investigar como os diferentes regimes metabdlicos e estagios de crescimento influenciam a sintese
de compostos bioativos com propriedades antioxidantes. Além disso, buscou-se estabelecer a
espectroscopia FTIR, combinada com analises multivariadas, como uma abordagem rapida,
ambientalmente correta e econdmica para a avaliacdo da composicdo celular de microalgas,
promovendo praticas mais sustentaveis tanto na industria quanto na pesquisa cientifica. Este
trabalho foi fundamental para entender as caracteristicas da microalga, suas necessidades de
crescimento e comportamento em diferentes ambientes, estabelecendo bases tedricas e analiticas
solidas para o estudo da biomassa e orientando estudos futuros.

Artigo 2 - Unlocking the potential of Euglena gracilis cultivated in piggery wastewater:
biomass production, nutrient removal, and biostimulant potential in lettuce and tomato
plants: Com base no potencial de E. gracilis para sintetizar moléculas bioativas, este estudo
investigou seu crescimento e composi¢do quando cultivada em aguas residuarias da suinocultura
Tambeém foi avaliada a capacidade da microalga de recuperar nutrientes desses efluentes, utilizando-
0s como meio de cultivo alternativo para a producdo de biomassa rica em compostos de interesse
biotecnoldgico, especialmente fitorménios. O trabalho destaca ainda a pouca exploracdo de E.
gracilis na producdo de bioprodutos agricolas, mostrando seu potencial para agregar valor a
biomassa cultivada em residuos. Este estudo permitiu a avaliacdo da aplicacéo préatica da microalga.

As Figuras 3.1 e 3.2 fornecem um resumo visual dos artigos elaborados, sintetizando os
principais conceitos, resultados e metodologias abordados em cada estudo. Os artigos encontram-
se na integra, redigidos de acordo com as diretrizes das revistas cientificas correspondentes, e
incluem informagdes sobre a classificagdo no Qualis Capes, o fator de impacto e o status de

publicacdo ou submissdo no momento da defesa da tese.
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@ Eficaz no rastreamento em tempo real do
conteddo celular de E. gracilis;

& Detecgdo de variagdes bioquimicas
Compreensdo da dindmica metabdlica de

(@ Facilita e acelera a otimizagao das condigbes de
cultivo — Aumento da produgéo de biomassa e
sintese aprimorada de compostos bioativos
valiosos;

(@ Contribui para a sustentabilidade em todos os
estagios: prospecgdo, pesquisa e aplicacdo

[.d
—

Figura 3.1 Resumo grafico do artigo 1.
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Figura 3.2 Resumo grafico do artigo 2.

Programa de Pés-graduagdo em Tecnologia Ambiental | Doutorado

51



51 Artigo 1. FTIR spectroscopy on exploratory analysis of biomass composition and
antioxidant potential of Euglena gracilis (Euglenophyceae): an eco-friendly approach using green
analytical methods

Revista: Current Research in Green and Sustainable Chemistry
Qualis Capes: Al Fator de Impacto: 7.11 (2023) Situacéo: Submetido em 16/Dez/2024
Disponivel em (SSRN preprint): https://ssrn.com/abstract=5030915

FTIR spectroscopy on exploratory analysis of biomass composition and antioxidant
potential of Euglena gracilis (Euglenophyceae): an eco-friendly approach using

green analytical methods

Valéria Louzada Leal Butzke®?, Camila Rafaela Rathke*®, Silvio Augusto Ortolan®,
Marco Fléres Ferrdo?, Rosana de Céassia de Souza Schneider®?”

and Valeriano Antonio Corbellini®

@ Postgraduate Program in Environmental Technology, University of Santa Cruz do Sul (UNISC). Av. Independéncia
2293, building 53. Santa Cruz do Sul, 96815900, Rio Grande do Sul, Brazil.

b Regional Science and Technology Park of the University of Santa Cruz do Sul (UNISC). Av. Independéncia 2293,
building 55. Santa Cruz do Sul, 96815900, Rio Grande do Sul, Brazil.

¢ Postgraduate Program in Health Promotion, University of Santa Cruz do Sul (UNISC). Av. Independéncia 2293,
building 42. Santa Cruz do Sul, 96815900, Rio Grande do Sul, Brazil.

d Institute of Chemistry, Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS). Av. Bento Gongalves, 9500, building
43121. Porto Alegre, 91501970, Rio Grande do Sul, Brazil.

* Corresponding author.

Programa de P6s-graduacao em Tecnologia Ambiental | Doutorado
52


https://ssrn.com/abstract=5030915

5.2  Artigo 2. Unlocking the potential of Euglena gracilis cultivated in piggery wastewater:
biomass production, nutrient removal, and biostimulant potential in lettuce and tomato plants

Revista: Journal of Applied Phycology
Qualis Capes: Al Fator de Impacto: 2.8 (2023)  Situagdo: Publicado em 19/Jun/2024
Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s10811-024-03286-y

Unlocking the potential of Euglena gracilis cultivated in piggery wastewater: biomass

production, nutrient removal, and biostimulant potential in lettuce and tomato plants

Valéria Louzada Leal Butzke?, Alice Ferreira®®, Diego de Oliveira Corréa®,
Junior Mendes Furlan?, Luisa Gouveia®¢, Rosana de Cassia de Souza Schneider?
and Valeriano Antonio Corbellini®

2 Postgraduate Program in Environmental Technology, University of Santa Cruz do Sul (UNISC), Santa Cruz do Sul,
Rio Grande do Sul, Brazil.

b National Laboratory of Energy and Geology I.P - Bioenergy and Biorefineries Unit (LNEG — UBB), Lisbon,
Portugal.

¢ Forest Research Centre, Associate Laboratory TERRA, School of Agriculture, University of Lisbon,
Lisboa, Portugal.

d Research Group in Chromatography and Food Analysis, Federal University of Pampa (UNIPAMPA), Itaqui, Rio
Grande do Sul, Brazil.

¢ GreenColLab - Green Ocean Technologies and Products Collaborative Laboratory, CCMAR, Algarve University,
Faro, Portugal.

* Corresponding author.

Programa de P6s-graduacao em Tecnologia Ambiental | Doutorado
53


https://doi.org/10.1007/s10811-024-03286-y

CAPITULO IV

Consideracoes finais
Trabalhos futuros
Atividades realizadas durante doutorado




6 CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa sobre o potencial biotecnolégico da microalga Euglena gracilis apresentou
avancos importantes no entendimento de suas capacidades metabdlicas, com foco no
desenvolvimento de bioprodutos sustentaveis e solu¢des ambientais inovadoras. Os resultados
obtidos, alinhados aos objetivos propostos, demonstram de forma consistente o potencial
bioestimulante e antioxidante da biomassa de E. gracilis quando cultivada em meios alternativos
e aguas residuais. Esses achados representam uma significativa contribuicdo para a expanséo do
uso da microalga em diversas aplicagGes biotecnoldgicas, evidenciando seu valor ndo apenas como
fonte de compostos bioativos, mas também seu potencial em processos sustentaveis, como o
reaproveitamento de efluentes para a producédo de biomassa de alto valor agregado.

A seguir, sdo apresentados os principais achados relacionados a cada objetivo especifico da
pesquisa:

(1) Avaliar a adaptacao de E. gracilis em condicdes fotoautotroficas (meio convencional e
adaptado) e mixotroficas (efluente sintético e aguas residuais), analisando os parametros de
crescimento, produtividade e qualidade da biomassa:

o O-cultivo de E. gracilis no meio adaptado BG11NPK demonstrou consistente crescimento

e produtividade de biomassa, mostrando-se com uma alternativa viavel e de baixo custo
para o cultivo da microalga;

o A auséncia de diferencas significativas na produtividade de biomassa entre o cultivo com
fotoperiodo (16 horas de luz e 8 horas de escuriddo) e o cultivo sob iluminagdo constante
(24 horas) revela uma oportunidade para otimizar os custos de energia, sem comprometer
a eficiéncia do cultivo, contribuindo para um processo mais sustentavel.

(2) Avaliar a eficiéncia da microalga em reduzir nitrogénio, fésforo e carbono organico
presentes nas aguas residuais da suinocultura, quando utilizadas como meio de cultivo:

o O crescimento bem-sucedido de E. gracilis em efluentes de suinocultura ndo esterilizados
ou ndo filtrados a 25% representa um avanco notavel em comparacdo com estudos
anteriores, reafirmando a plasticidade metabdlica da espécie e sua capacidade de lidar
com altas cargas de nutrientes;

o A microalga mostrou-se eficaz na redugdo dos nutrientes, especialmente nitrogénio e
fosforo, presentes no efluente, abrindo caminho para futuras exploragdes no

desenvolvimento de solugdes sustentaveis para o tratamento de efluentes;
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o Os achados destacaram ainda as interagbes complexas entre E. gracilis e as condig0es

ambientais nos processos de remocdo de nutrientes, ressaltando a importancia de
compreender as preferéncias metabolicas da microalga para otimizar o seu uso no

tratamento de efluentes.

(3) Caracterizar sua biomassa por meio da determinacao do teor de carboidratos (totais e

perfil), lipidios (totais e perfil), proteinas e aminoacidos, utilizando métodos tradicionais de

quimica analitica:

o A caracterizacdo bioquimica da biomassa de E. gracilis demonstrou seu alto conteido de

carboidratos, lipidios e proteinas, com perfis nutricionais que evidenciam seu potencial
como matéria-prima para bioprodutos;

Destaca-se a presenca de paramilo, um perfil de acidos graxos rico em poli-insaturados,
e a descricdo do perfil de aminoacidos, sendo este Gltimo com poucos registros
encontrados. Assim, o presente trabalho corrobora as bases de conhecimento sobre o
perfil biogquimico da espécie, especialmente quando cultivada em &guas residuais, o que

¢ importante também para uma melhor compreensdo de seu papel bioativo.

(4) Determinar o potencial bioestimulante e antioxidante das biomassas, investigando seus

efeitos semelhantes aos fitormdnios e sua capacidade de protecdo contra o estresse oxidativo;

(o]

Um dos principais objetivos da tese foi investigar a atividade bioestimulante de E. gracilis,
uma area ainda pouco explorada e elucidada para a espécie;

Até onde se sabe, este estudo representa a primeira investigacao sobre o potencial de E.
gracilis (células integras) cultivada em aguas residuais de suinocultura para atividade
bioestimulante, demonstrando efeitos semelhantes aos das auxinas, giberelinas e
citocininas, o que sugere seu grande potencial para aplicagdes agricolas sustentaveis.

Esse achado abre novas perspectivas para o manejo de efluentes da suinocultura,
especialmente na regido do Vale do Taquari, uma das maiores produtoras de suinos do Rio
Grande do Sul. Em 2023, a regido foi responsavel por 16,03% da producao total de suinos
no estado, conforme dados da Associacdo de Criadores de Suinos do Rio Grande do Sul
(ACSURS, 2023). Esse contexto favorece o desenvolvimento de solugdes que integrem a
producdo agricola com o manejo eficiente dos residuos gerados pela industria suinicola.
O uso de E. gracilis para tratar efluentes ndo apenas contribui para mitigar os impactos
ambientais dessa atividade, mas também agrega valor aos residuos, transformando-os em
matéria-prima para o cultivo de biomassa de microalgas. Este processo inovador oferece

ndo apenas beneficios ambientais, mas também abre novas oportunidades econdmicas, ao
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promover praticas mais sustentaveis na agricultura e no reaproveitamento de residuos.
Dessa forma, é possivel criar um ciclo produtivo mais eficiente, sustentivel e
economicamente viadvel, beneficiando tanto a inddstria suinicola quanto a producao
agricola da regido;

o Além disso, em relacdo a atividade antioxidante, o uso de efluentes sintéticos como meio
de cultivo mixotrofico mostrou-se uma oportunidade promissora para utilizar aguas
residuais na producdo de biomassa com alto valor bioativo, trazendo beneficios tanto
econémicos quanto ambientais;

o Ainda nesta etapa da pesquisa, foi possivel observar que, embora o cultivo fotoautotréfico
(BG11NPK) tenha promovido maior produtividade de biomassa, foi sob a condicéo
mixotréfica (SUE) que a atividade antioxidante atingiu niveis significativamente mais
elevados, especialmente durante a fase de crescimento exponencial. Esse achado reforca a
importancia de avaliar um cultivo ndo apenas com base na produtividade de biomassa, mas
também de considerar as condi¢cdes que melhor favorecam a sintese do composto de
interesse.

(5) Caracterizar e identificar padrdes na composicédo bioguimica da biomassa de E. gracilis
em resposta a variaveis ambientais e nutricionais, utilizando espectroscopia FTIR e a analise
multivariada dos dados (Andlise dos Componentes Principais, PCA) como ferramentas
ambiental e economicamente mais sustentaveis para a otimizacdo dos cultivos e o
desenvolvimento de bioprodutos de valor agregado;

o A aplicagdo da espectroscopia FTIR e anélise multivariada forneceram insights valiosos,
permitindo uma compreensdo mais consistente e precisa sobre como diferentes condi¢fes
de cultivo influenciam a produtividade e a sintese de compostos bioativos;

o O uso dessas ferramentas reafirma o compromisso de promover métodos analiticos mais
sustentaveis.

(6) Demonstrar o alinhamento do estudo com o0s Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS):

o De maneira complementar, adicionou-se aos objetivos especificos a relacdo do estudo
com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) (sessdo 3.2). De forma geral,
observa-se uma contribuicdo significativa, especialmente no que diz respeito a promocao
de préticas agricolas sustentaveis e a utilizagdo mais eficiente e econdmica dos recursos
naturais. O emprego de E. gracilis surge como uma alternativa viavel e promissora para

a producdo de bioprodutos de alto valor agregado, a0 mesmo tempo que promove 0
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tratamento de efluentes e o desenvolvimento de solugdes sustentaveis para a agricultura,
constituindo uma ferramenta dentro da bioeconomia circular e contribuindo para o

alcance dos ODS.

Outra contribuicdo significativa da presente pesquisa é oferecer uma possivel solucdo para
uma das limitagdes da produgdo em escala industrial de E. gracilis: sua dependéncia de vitaminas,
especialmente B1 (tiamina) e B12 (cobalamina), que eleva os custos do processo (Harada et al.,
2020). Este trabalho demonstrou o crescimento consistente de E. gracilis em efluentes sintéticos
e &guas residuais sem a necessidade de suplementacdo dessas vitaminas. Sugere-se que
concentragdes-tracos desses nutrientes essenciais podem estar presentes nos ingredientes
utilizados, como por exemplo no extrato de carne utilizado no preparo do MEUS. Com estudos
futuros, essa abordagem pode contribuir para a reducdo dos custos operacionais e viabilizar a
producdo de E. gracilis em larga escala, tornando-a mais acessivel e sustentavel para aplicaces
industriais e biotecnoldgicas.

Os resultados também reforcam a importancia de explorar a biodiversidade local,
demonstrando que, muitas vezes, ndo é necessario recorrer a cepas de colecdes internacionais. No
caso da pesquisa, o material utilizado foi isolado de um corpo d’agua local, evidenciando que
espécies de microalgas além das mais conhecidas podem ser fontes valiosas de bioprodutos. Esse
achado amplia as possibilidades de exploracdo biotecnoldgica e destaca o potencial ainda pouco
explorado da diversidade de organismos presentes em nosso ambiente. Assim, 0s avancos obtidos
neste estudo ndo apenas abrem novos caminhos para o uso de E. gracilis, mas também incentivam

uma maior valorizacdo e exploracéo dos recursos naturais locais.
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7 TRABALHOS FUTUROS

Esses resultados abrem caminhos para investigacdes futuras e aplicagdes industriais de
Euglena gracilis, com foco na otimizacdo dos processos de cultivo e na ampliacdo das
possibilidades de uso da microalga em setores como agricultura, biotecnologia e tratamento de
efluentes.

Com base na metodologia utilizada nesta pesquisa e nos resultados alcancados, destacam-se
alguns aspectos importantes a serem considerados em estudos futuros.

Por exemplo, a dependéncia atual de diluir o efluente com agua potavel, um método
reconhecidamente insustentavel, representa um desafio. Recomenda-se investigar abordagens
alternativas para reduzir a carga de nutrientes do efluente, tornando-o adequado para o cultivo de
E. gracilis sem a necessidade de diluicdo com recursos hidricos potaveis. Outra possibilidade seria
integrar a microalga em sistemas de tratamento de efluentes, promovendo uma abordagem mais
holistica e sustentavel.

A utilizacdo de técnicas como a espectroscopia FTIR para monitorar alteracbes na
composicdo bioquimica da biomassa demonstrou-se altamente valiosa nesta pesquisa. No entanto,
reconhece-se a necessidade de -implementar novos estudos com maior numero de
amostras/espectros, com o objetivo de realizar analises quantitativas mais precisas e confiaveis, o
que pode ampliar ainda mais sua aplicabilidade.

Além disso, considerando o crescente interesse na atividade bioestimulante da biomassa de
microalgas, futuras investigacdes poderiam focar no desenvolvimento de métodos mais robustos
para a deteccdo e quantificacdo de compostos bioativos, como fitorménios. Técnicas avancadas,
como cromatografia ou até mesmo a espectroscopia FTIR , podem ser exploradas para esse
proposito. Essas analises aprofundadas seriam fundamentais para compreender melhor 0s
mecanismos envolvidos, consolidando o potencial da biomassa como bioinsumo agricola em

escala industrial.
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¢ |l Mostra da P6s-Graduacdo Stricto Sensu da Unisc (2022). Atividade bioldgica e valoracao
da biomassa de Euglena sp. cultivada em aguas residuais;

¢ |V Mostra de Extensdo, Ciéncia e Tecnologia da Unisc (2023):

e Auvaliagdo do potencial de ficorremediagdo de farmacos através da microalga Scenedesmus subspicatus.
Rathke, C.R., Schneider, R.C.S., Oliveira, F.R., Leal, V.L., Rizzetti, T.M., Zanella, R., Machado, E.L. (com
premiacédo de destaque).

e Young Algaeneers Symposium (2023 ) com o poster Antioxidant potential of different extracts
from Euglena sp. microalga. Leal, V.L., Ortolan S.A., Rathke, C., Gouveia, L., Schneider, R.C.S.,
Corbellini, V.A.;

¢ V Mostra de Extensdo, Ciéncia e Tecnologia da Unisc (2024):
e  Ficorremediacéo e bioprodutos: microalgas como uma alternativa de desenvolvimento sustentavel. Anna
Giullia Quintana Soder, Valéria Louzada Leal Butzke, Camila Rafaela Rathke, Valeriano Antonio
Corbellini e Rosana de Céssia de Souza Schneider; e,
e Ensaio preliminar da influéncia do comprimento de onda na atividade bioestimulante das microalgas

Nannochloropsis sp. e Porphyridium sp.. Camila Rafaela Rathke, Isabela Beatriz Miller Schwengber,
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Valéria Louzada Leal Butzke, Michele Hoeltz, Lisianne Brittes Benitez e Rosana de Cassia de Souza

Schneider.

e 3° Congresso Internacional de Engenharia Ambiental (CIEA 2024) com o trabalho Avaliacao
do potencial de Euglena gracilis para reducdo de nutrientes das dguas residuarias da suinocultura.
Valéria Louzada Leal Butzke, Alice Ferreira, Diego de Oliveira Corréa, Luisa Gouveia, Valeriano
Antonio Corbellini e Rosana de Cassia de Souza Schneider.

e | Simpdsio Brasileiro de Algas (SIMBIALGAS 2024) com o painel Pesquisas em microalgas
no Programa de Pos-graduacdo em Tecnologia Ambiental da Universidade de Santa Cruz do Sul.
Giséle Alves, Mireila Beling, Lisianne Brittes Benitez, Valeriano Anténio Corbellini, Maria
Viviane Gomes Muller, Alexandre Rieger, Michele Hoeltz, Betina Mariela Barreto, Camila
Rafaela Rathke, Valéria Louzada Leal Butzke, Vanessa Rosana Ribeiro, Tiele Medianeira Rizzetti

e Rosana de Cassia de Souza Schneider.

Educacéo e Divulgacao Cientifica:

e Aula para os alunos da disciplina de Biotecnologia do curso de Biologia da Unisc, abordando
trajetdria académica, carreira e aplicacdes da biotecnologia/biologia molecular no diagnostico do
COVID-19;

e Aula “Introducdo as Técnicas de Biologia Molecular” para os alunos da disciplina de
Biotecnologia do curso de Farméacia da Unisc;

e Ministrante do curso “Cultivo de microalgas para biotecnologia sustentavel: da teoria a pratica”,
vinculado ao projeto "Bioestimulantes para aplicacdo em sementes: exploracdo biotecnoldgica de
microalgas”, realizado no dia no dia 24 de novembro de 2023, perfazendo 08 horas de atividades;
e Palestrante na 3% Semana Académica de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da
Universidade Estadual do Rio Grande do Sul (UERGS) com a palestra “Desvendando o potencial
das microalgas —sustentabilidade e inovacéo”;

e Participagdo na “Feira de Ciéncias — Inovacao e Sustentabilidade” da Unisc, participando da
comissdo cientifica e avaliacdo dos projetos;

¢ Visita técnica e orientagdo aos alunos do ensino médio do Colégio Teresa Verzeri, de Santo
Angelo/RS, para o desenvolvimento de seu projeto de ciéncias com microalgas. Com esse projeto,
os alunos foram finalistas da Feira Brasileira de Ciéncias e Engenharia 2022;

e Idealizacdo do Podcast “Fuga pra Salinha”, junto com os colegas do Programa de Pds-
graduacdo em Tecnologia Ambiental da Unisc, com objetivo de divulgacdo cientifica;

¢ Organizacéo local do “Pint of Science 2022”, em Santa Cruz do Sul;
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e Ministrante do curso “Efeito de fitormdnios da biomassa de microalgas”, vinculado ao projeto
"Bioestimulantes para aplicagdo em sementes: exploragao biotecnoldgica de microalgas”, no dia
26 de junho de 2024, perfazendo 04 horas de atividades;

e Ministrante da oficina tedrico-experimental “Potencial antioxidante de microalgas” vinculada
ao projeto "Bioestimulantes para aplicacdo em sementes: exploracdo biotecnoldgica de
microalgas”, nos dias 05 e 07 de novembro de 2024, perfazendo 08 horas de atividades.

CapacitacOes e demais atividades:

e Participacdo no evento “Acelerando Cientistas”, do SEBRAE/SP, sobre empreendedorismo
cientifico e inovacao;

e Participagdo como ouvinte no “III Encuentro de la Red Renuwal: Red Iberoamericana para el
tratamiento de efluentes con microalgas”, promovido pela Rede Renuwal, com apresentagdo das
pesquisas realizadas pelo grupo da Unisc;

e Participagdo no Webinar “Microalgae as sustainable source for new products and materials”,
promovido pela Universidade de Aveiro através do projeto ‘Coccolitho4BioMat’;

e Ouvinte da sessdo “Improving de sustainability of algae production in commercial-scale
facilities” do workshop “Microalgae biotechnology for biofuel production and environmental
application”, promovido pela Universidade Nacional da Irlanda, Galway (NUI Galway), Ryan
Institute e Autoridade de Energia Sustentavel da Irlanda (SEAI);

e Ouvinte no “2nd Annual International Congress on Euglenoids 2022”;

e Ouvinte do webinar “Circular Bioeconomy - from effluents to novel product through
microalga”, do projeto AlgaValor liderado pela Allmicroalgae;

e Ouvinte do Webinar “Biorrefinaria de algas”, organizado pela APAA — Associacdo Portuguesa
de Algologia Aplicada;

e Realizagdo do curso “Algaculture for Biotechnology” do Culture Collection of Algae and
Protozoa (CCAP);

¢ Realizacdo de doutorado-sanduiche no Laboratério Nacional de Energia e Geologia, Unidade
de Bioenergia e Biorrefinaria, Lisboa, Portugal (PDSE/2022, de Nov/2022 a Ago/2023);

e Visita técnica as empresas e instituices do setor de microalgas GreenColab, Necton, CCMAR,
Algarve, Portugal;

e Participacdo voluntaria em atividades relacionada a pandemia da COVID-19, desenvolvidas
pela Unisc: diagndstico molecular e confecgéo de sab&o para a comunidade carentes;
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e Auxilio a demais grupos de pesquisa e colega no desenvolvimento de protocolos como
avaliacdo de atividade enzimatica, antioxidante, caracterizacdo de biomassa microalgal, entre
outros;

o Demais capacitagdes técnicas, acompanhamento de seminarios, defesas de dissertacdes e teses
do PPGTA,;

e Atividades curriculares e pré-requisitos para obtencédo do titulo (Figura 4.1).

Doutorado em Tecnologia Ambiental
510 horas = 34 créditos
‘ 180 horas = 12 créditos ’ ‘ 330 horas = 22 créditos ’ ‘ ’
Praticas laboratoriais Exame de Proficiéncia em Lingua
(2022/1) Inglesa (aproveitamento) + TOEFL
17 —l Exame de Proficiéncia em Lingua
Espanhola
OBRIGATORIAS ELETIVAS ESPECIFICAS DAS LINHAS
120 horas = 8 créditos 60 horas = 4 creditos 150 horas = 10 créditos
&—1 \—¥ )
Andlise de Dados Ambientais (30 hrs, 2 cr.) Microbiologia Geral (aproveitamento, 60 hrs, 4 cr.)
Topicos Especiais (30 hrs, 2 cr.)
Metodologia de Pesquisa Cientifica (30 hrs, 2 cr.) Fisiologia de microrganismos (aproveitamento, 60 hrs, 4 cr.)
Microbiologia Aplicada (30 hrs, 2 cr.)
Gestédo e Tecnologia Ambiental (30 hrs, 2 cr.) Microbiologia industrial (aproveitamento, 60 hrs, 4 cr.)
Toxicologia Ambiental (30 hrs, 2 cr.)
Avaliagdo de Impactos Ambientais (30 hrs, 2 cr.) Biorremediagdo (30 hrs, 2 cr.)

Figura 4.1 Quadro-resumo com atividades curriculares realizadas para a obtencdo do titulo de doutora,
conforme os requisitos estabelecidos pelo Regimento do PPGTA.

E fundamental destacar o valor dessas atividades em minha formac&o durante o doutorado,
pois proporcionaram oportunidades valiosas para complementar meu aprendizado académico e
expandir meu conhecimento em diversas areas. Ao participar de eventos cientificos, como
webinars e seminarios, pude acompanhar as Ultimas tendéncias e avangos na minha area de
pesquisa, além de me conectar com outros profissionais e pesquisadores. As aulas ministradas e
as atividades de divulgacdo cientifica também me permitiram desenvolver habilidades de
comunicagdo e ensino. Além disso, envolvimento em projetos de extensdo e iniciativas sociais,
especialmente durante a pandemia da COVID-19, fortaleceram meu senso de responsabilidade
social e ética, destacando a importancia de usar meu conhecimento e habilidades para contribuir
positivamente para a sociedade. Além disso, destaco a experiéncia enriquecedora do doutorado-
sanduiche, que proporcionou nao apenas um intercdmbio de conhecimento técnico-cientifico, mas
também uma valiosa troca cultural. Esta experiéncia ampliou meus horizontes académicos e

profissionais, permitindo-me estabelecer conexdes significativas com colegas de todo o mundo.
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No geral, essas experiéncias enriquecedoras contribuiram significativamente para minha
formacdo como pesquisadora e profissional da area, preparando-me para enfrentar os desafios e

oportunidades que surgirdo ao longo da minha carreira.
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