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RESUMO

Microalgas possuem um elevado potencial biotecnolégico como fonte de
biocombustiveis (biodiesel, biohidrogénio) ou ainda como fonte de outros produtos
de elevado valor agregado (produtos farmacéuticos, proteinas, pigmentos entre
outros). No entanto, para que o cultivo de microalgas possa ser economicamente
competitivo com outras fontes de combustivel faz-se necessario a aplicacdo do
conceito de biorrefinaria - instalagdes produtivas que geram e utilizam matéria prima
de origem biolégica, operando de forma totalmente integrada. Esta parece ser a
estratégia mais acertiva para alcangar a viabilidade do processo de producéo.
Portanto, os objetivos deste estudo foram isolar e identificar a principal linhagem de
microalga utilizada para a produgdo de biocombustiveis no NPDEAS, utilizando a
sequéncia de rDNA e analise micromorfoldgica, e avaliar o potencial desta linhagem
na produgéo de hidrogénio e co-produtos com atividade biolégica. Para a purificagao
da linhagem (LGMMO0001), uma aliquita foi semeada em meio de cultivo CHU sélido
e uma colbnia isolada foi selecionada e mantida em meio CHU liquido. O DNA
gendmico foi purificado utilizando kit comercial (Macherey-Nagel, Diren, Alemanha),
para identificagcdo molecular, a regiao ITS (ITS1, 5,8S e ITS2) (Internal Transcribed
Spacer) foi amplificada e sequenciada utilizando os iniciadores LS266 e V9G. A
caracterizagdo morfologica foi realizada utilizando o microscépio Axio Imager Z2
(Carl Zeiss, Jena, DE). A avaliacdo da producao de hidrogénio foi realizada seguindo
a metodologia de Hemschemeier et al. (2009), todo o procedimento foi feito em
duplicata. Por fim, para a pesquisa de atividade biolégica, os metabdlitos
secundarios foram extraidos por fracionamento com acetato de etila e clorometano,
concentrados e avaliados contra bactérias de interesse clinico. Através de analises
de microscopia, foram observadas caracteristicas gerais compartilhadas pelos
géneros Scenedesmus e Acutodesmus. A plasticidade das caracteristicas
morfolégicas desses géneros reforca a necessidade de mais estudos para a correta
classificagdo das espécies neste grupo utilizando sequenciamento de DNA. A
analise da sequéncia ITS mostrou 100% de homologia com sequéncias da espécie
Acutodesmus obliquus, e a linhagem (LGMMO0001) foi classificada como
pertencendo a esta espécie. A linhagem de microalgas avaliada foi capaz de
produzir hidrogénio, mostrando resultados positivos para a formagao do gas, com
produgdo maxima para a linhagem isolada em 68,66+5,01mg/m3. Assim como para a
atividade bioldgica dos extratos obtidos a partir das fases de cultivo, a qual
apresentou o melhor resultado com o extrato obtido do cultivo residual realizado com
meio alternativo utilizado nos FBRs do NPDEAS, frente a linhagem patogénica S.
aureus. Em conclusdo, a linhagem de microalga utilizada neste trabalho foi
caracterizada como Tetradesmus obliquus (=Acutodesmus obliquus), e foi capaz de
produzir compostos com potencial econdmico em associacdo com o processo de
produgao de biocombustiveis.

Palavras chaves: Acutodesmus, hidrogénio, sequéncia de rDNA, biorrefinaria,
atividade bioldgica.



ABSTRACT

Microalgae have a high biotechnological potential as a source of biofuels (biodiesel,
biohydrogen) or as a source of other products with high added value
(pharmaceuticals, proteins, pigments among others). However, for microalgae
cultivation to be economically competitive with other fuel sources, it is necessary to
apply the concept of biorefinery - production facilities that generate and use raw
material of biological origin, operating in a totally integrated way. This seems to be
the most ambitious strategy to achieve the viability of the production process.
Therefore, the objectives of this study were to isolate and identify the main
microalgae line used to produce biofuels in NPDEAS using the rDNA sequence and
micromorphological analysis and to evaluate the potential of this lineage in the
production of hydrogen and co-products with biological activity. For the purification of
the lineage (LGMMO0O001), an aliquite was seeded into solid CHU culture medium and
an isolated colony was selected and maintained in liquid CHU medium. The genomic
DNA was purified using commercial kit (Macherey-Nagel, Duren, Germany) for
molecular identification, the ITS region (ITS1, 5.8S and ITS2) (Internal Transcribed
Spacer) was amplified and sequenced using primers LS266 and V9G. Morphological
characterization was performed using the Axio Imager Z2 microscope (Carl Zeiss,
Jena, DE). The evaluation of the hydrogen production was carried out following the
methodology of Hemschemeier and co-workers (2009), the entire procedure was
done in duplicate. Finally, for biological activity research, secondary metabolites were
extracted by fractionation with ethyl acetate and chloromethane, concentrated and
evaluated against bacteria of clinical interest. Through microscopic analysis, general
characteristics shared by the genus Scenedesmus and Acutodesmus were observed.
The plasticity of the morphological characteristics of these genera reinforces the
need for further studies to correctly classify the species in this group using DNA
sequencing. ITS sequence analysis showed 100% homology with sequences from
the Acutodesmus obliquus species. The lineage (LGMMO0001) was classified as
belonging to this species. The microalgae line evaluated was able to produce
hydrogen, showing positive results for gas formation, with maximum production for
the isolated line at 68,66 + 5,01 mg/m3. As for the biological activity of the extracts
obtained from the cultivation phases, which presented the best result with the extract
obtained from the residual culture carried out with alternative medium used in the
NPDEAS FBRs, against the S. aureus pathogenic lineage. In conclusion, the
microalgae line used in this work was characterized as Tetradesmus obliquus
(=Acutodesmus obliquus), and was able to produce compounds with economic
potential in association with the biofuel production process.

Key-words: Scenedesmus, Acutodesmus, hydrogen, rDNA sequence, biorefinery,
biological activity.
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1.  INTRODUGAO

Hidrogénio é considerada uma energia limpa pois o produto final da
reacdo de combustdo é a agua (LIU et al., 2013). A produgcdo de hidrogénio
através de métodos bioldgicos é considerada ecologicamente correta e
sustentavel devido principalmente quando comparado aos métodos
convencionais (fisico-quimicos) de obtencdo (LIU et al., 2013). Por sua vez, o
termo biorefinaria é utilizado para descrever a produgdo de biocombustiveis
assim como produtos de alto valor agregado a partir do cultivo de biomassa de
microalgas através da integracdo de bioprocessos e tecnologias de baixo
impacto ambiental, com um baixo custo (HWANG et al., 2014). Microalgas
podem ser considerados microrganismos promissores por produzirem
substancias biologicamente ativas e compostos que podem ser utilizados na
nutricdo humana, por exemplo (MAYER & HAMANN, 2004). Microalgas s&o
microrganismos muito diversificados, sdo também geralmente fototroficos
(utilizam luz como fonte de energia e convertem em energia quimica) e além
disso apresentam potencial de descoberta de novas aplicacbes e produtos.
Essas caracteristicas podem atribuir significativas vantagens técnicas e
comerciais para a exploragao industrial das microalgas.

Desta forma, fornecem um grande potencial inexplorado de novos
produtos e aplicacbes (SUGANYA et al., 2016).

1.1.  CONTEXTUALIZAGAO E MOTIVACAO

A utilizacdo de microalgas apresenta um contexto bastante antigo,
principalmente como insumo alimenticio, porém o interesse na utilizagao deste
microrganismo como possivel fonte de biocombustivel teve um consideravel
incremento a partir dos anos 1970 (SUGANYA et al., 2016). Com relagédo a
composi¢cao da biomassa de microalgas, esta apresenta grande variacdo as
quais ocorrem de acordo com a espécie em questao (AMARO et al., 2011). Via
de regra microalgas s&o organismos capazes de exibir altos indices de
acumulo de proteinas e lipideos, com cerca de 50% do peso seco de células
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isento de cinzas (ROSCH; POSTEN, 2012). Com relagdo a produtividade,
estimativas apontam indice de cerca de 24.000 a 137.000 litros de cultivo por
hectares, por ano, dependendo da espécie cultivada assim como das
condigdes do cultivo utilizadas (ROSCH; POSTEN, 2012). Desta forma, dentre
as vantagens apresentadas pela a utilizagdo de microalgas, em relagcéo a
outras espécies vegetais, para a produgao de biocombustiveis, sdo destaques
em algumas espécies (ROSCH; POSTEN, 2012):
o Alta eficiéncia em foto conversdo, com crescimento rapido e estavel;
e Alto teor de lipidios e coprodutos valiosos;
e Elevada capacidade de absor¢cdo de CO2 e baixas necessidades
especificas de nutrientes;
e Boa robustez de tensdes de cisalhamento em fotobiorreatores e
competitividade contra linhagens nativas silvestres em tanques abertos;
e Tolerancia as variagdes de temperatura resultantes do ciclo diurno e
estagdes climaticas em geral;
e Capacidade de extracao de metabdlitos secundarios, sem a necessidade
de interromper o cultivo;
e Capacidade de auto floculagao.

A utilizacdo de microalgas como fonte produtora de biocombustiveis
ocorre desde de meados da década de 50, quando o conceito foi aplicado para
a producao de metanol (WELDY; HUESEMANN, 2007). Entretanto, o numero
de pesquisas nesta area foi intensivado realmente na década de 70, quando o
Departamento de Energia dos Estados Unidos (US DOE), mostrou interesse,
devido a crise energética (WELDY; HUESEMANN, 2007). Mas devido aos
custos elevados para a producdo da mesma, estudos na area de
biocombustiveis a partir de microalgas, s6 foram retomados anos mais tarde
(PRABANDONO; AMIN, 2015. p146).

O interesse pelo cultivo de microalgas objetivando a obtencédo de
biocombustiveis, se deve principalmente pela elevada dependéncia de
determinadas matrizes energéticas e a crescente preocupacdo com questdes
ambientais como aquecimento global e as alteragbes climaticas do planeta.
Assim sendo, caracteristicas que permitem uma produ¢cdo média de biodiesel,

por exemplo, na ordem de 100 a 200 vezes superior aos indices obtidos com
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sementes de plantas oleaginosa, que podem ser empregadas na alimentacao
de animais e humanos, surgem com alto interesse (LIANG et al., 2015).

Apesar das vantagens que o cultivo de microalgas apresenta, para que
este apresente competitividade no mercado, processos devem ser
estabelecidos visando a maxima produgdo possivel, e explorando o maior
numero possivel de derivados provenientes do cultivo de microalgas
(KOKOSSIS et al., 2015). Em comparagdo com os custos de produgdo dos
combustiveis fosseis, provenientes do petrdleo, a obtencdo de biocombustiveis
de microalgas ainda nao €& competitiva (FLYNN et al., 2012). Assim sendo,
estratégias de melhoramento genético poderiam elevar o aumento de
produtividade, seja pelo aumento das taxas de produgdo ou por meio da
facilitacdo dos processos de downstream. A FIGURA 1 mostra exemplos das
possibilidades existentes de biocombustiveis que podem ser extraidos a partir

do cultivo de microalgas.

FIGURA 1 - AS POSSIBILIDADES EXISTENTES PARA SE OBTER ENERGIA A PARTIR DE
BIOMASSA MICROALGAL.
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FONTE: Adaptado de (CHEW et al., 2017).

Nota: Syngas (gas de sintese), € uma mistrura de gases combustiveis, constituido por
hidrogénio, monoxido de carbono e didxido de carbono. A nomenclatura € derivada devido ao
processo de criagdo do gas natural sintético (SNG). Charcoal é a cinza residual produzida pela
remogao de humidade e outros volateis, em geral através do processo de pirélise lenta.
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1.2. ORGANIZACAO DA DISSERTACAO

A dissertagcdo esta organizada a partir da contextualizagdo e
motivagcdes descritas neste item 1. No item 2 é apresentada a revisao
bibliografica. No item 3 s&do apresentados o objetivo geral e os objetivos
especificos do trabalho. O item 4 apresenta as metodologias desenvolvidas e
aplicadas para que os objetivos fossem atingidos. O item numero 5, por sua
vez, apresenta os resultados obtidos a partir das aplicagdes das metodologias
desenvolvidas, resultados que sao discutidos no item 6 desta dissertacédo. Por
fim, o item 7 apresenta as consideragbes finais, com as conclusdes e

recomendagdes para trabalhos futuros.



19

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. MICROALGAS

Microalgas podem ser classificadas como um grande grupo de
microrganismos com alto grau de diversidade biolégica, composto por
organismos procariéticos (cianobactérias) e por protistas fotoautotroficos
eucarioticos (SKJANES et al, 2013). No entanto, divergéncias ainda
prevalecem na classificacdo taxonémica de algas (HEGEWALD et al., 2013).
Assim sendo, sao classificadas em grandes grupos, com base na composigcao
de pigmentos, perfil de armazenamento de produtos e diversidade de
caracteristicas estruturais (LEWIS; MCCOURT, 2004). Recentemente, familias
de varios grupos de algas e suas relagbes com outros grupos taxondmicos
estdo sendo revistos, utilizando varias técnicas de biologia molecular
(HEGEWALD et al., 2013). Enquanto os métodos moleculares de analise
filogenética sdo inovadores e controversos, as informagdes disponiveis até o
momento indicam que as algas também sao heterogéneas em nivel molecular
(SINGH; SAXENA, 2015).

Estes microrganismos sao responsaveis basicamente pela metade da
atividade fotossintética do planeta e sdo encontrados nos mais diversos
ambientes (LI et al., 2015). Microalgas podem ser cultivadas utilizando a
energia solar e diéxido de carbono (CO2) como fonte de carbono em lagoas
rasas ou lagoas tipo raceway, em terra marginal ou sistemas fechados, como
em fotobiorreatores (FBRs), por exemplo o modelo desenvolvido no NPDEAS,
0s quais utilizam tubos plasticos transparentes para o cultivo de microalgas
(TRENTACOSTE et al., 2015). O sistema de cultivo fechado para microalgas
pode atingir até sete vezes a eficiéncia de producdo quando comparada com
sistemas de lagoas abertas (SINGH; GU, 2010. TRENTACOSTE et al., 2015.
HONG et al., 2015).
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2.1.1. Microalgas Verdes

Um dos maiores grupos de algas é o grupo de algas verdes que
descrevem uma estrutura vegetativo, com uma enorme variedade de niveis de
organizacdo, de seres flagelados ou aflagelados, unicelulares que compde
grupos morfolégicos complexos (EBENEZER et al., 2012).

Microalgas verdes sdo divididas em dois subgrupos, Chlorophyta e
Charophyta, onde os termos podem apresentar divisbes diferentes,
necessitando cuidado ao interpretar o significado subentendido por
determinado autor (KRIENITZ; BOCK, 2012). Em geral o filo Charophyta
contém sete classes, enquanto o filo Chlorophyta contém trés diferentes
classes (KRIENITZ; BOCK, 2012).

2.1.2. Identificagdo de microalgas por sequenciamento de DNA

Para identificar as diversas espécies de microrganismos sé&o,
tradicionalmente, utilizados testes morfologicos, fisioldgicos, bioquimicos e
simbidticos. No entanto, particularmente nas ultimas duas décadas, a biologia
molecular vem ganhando espago nos estudos de taxonomia (LARKUM et al.,
2012).

A identificacdo de espécies por sequenciamento, de DNA ¢é
considerada a metodologia mais segura para uma correta identificacao, ja que
em muitas espécies caracteristicas morfolégicas sao dificeis de observar e
outras apresentam grande plasticidade morfolégica (CHEN et al., 2010).
Entretanto para a correta classificagcdo € importante escolher uma regido
informativa do DNA e também representativa para o grupo taxondmico em
questdo. Para tanto inumeras abordagens podem ser realizadas, desde
selecao de regides do DNA e genes que apresentam maior variabilidade como
COlI (Cytochrome oxidase I) e ITS1 e 2 (Internal Transcribed Spacer) do rDNA.
Regides do DNA e genes com moderada variagdo como rbcL (Ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygenase, RuBisCO - cloroplasto) e tufA

(elongation factor Tu). Até regides consideradas altamente conservadas como
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18S rDNA e UPA (Universal Plastid Amplicon), a qual é a porgao da
subunidade grande (23S) do DNA ribossomal do cloroplasto. Porém até o
momento nenhum estudo elegeu tais regides como ideais para identificacdo
molecular de diferentes grupos de microalgas, devido a problemas de distingao
entre espécies proximas (HALL et al., 2010. CHEN et al., 2010. AN et al., 1999.
TIMMINS et al., 2009. HEGEWALD et al., 2003, 2013. FERRIGO et al., 2014).

Desta forma os maiores avangos na utilizagado de técnicas de biologia
molecular estdo sendo obtidos pela comparagcédo das sequéncias mais
informativas para cada taxon, geralmente selecionadas em projetos de
barcoding (IRINYI et al., 2015). Para fungos, por exemplo, a regidao do DNA
mais utilizada € a que codifica o ribossomo e suas respectivas sequéncias
espacadoras (rDNA e ITS — Internal Transcribed Spacer) (TIMMINS et al.,
2009;). A regiao codificante 18S é considerada conservada entre eucariotos e
as regides ITS (1 e 2) por ndo serem codificantes, sdo altamente variaveis
(HALL et al., 2010). Devido a sua origem polifilética (termo que designa um
conjunto de espécies que apresentam caracteres comuns, mas que agrupam
clados de origens variadas e, deste modo, decorrem de uma nogao cientifica
invalidada pela analise filogenética), ainda ndo foi encontrada uma sequéncia
de DNA capaz de resolver questdes taxonémicas de todos os grupos de
microalgas (AN et al., 1999. HEGEWALD et al., 2003).

2.2. ENGENHARIA GENETICA

A engenharia genética consiste em processos de manipulagdo do
material genético de um organismo, por meio de determinadas técnicas que,
em geral, alteram a expressdo de genes deste organismo e podem inclusive
levar a combinagado de elementos genéticos de dois genomas diferentes para
formar um novo gendtipo (MURPHY, 2006). Assim sendo, é importante
estabelecer a diferenca da engenharia genética da engenharia bioquimica, que
consiste na melhoria das taxas de producgdo através da regulagcdo e manejo
das vias metabdlicas de determinado produto (LI et al., 2008). Desta forma a
necessidade de superar as limitagbes apresentadas pela engenharia

bioquimica, com relagdo ao favorecimento de determinada via metabdlica, &
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um grande incentivo as pesquisas que utilizam a engenharia genética, para que
linhagens melhoradas de microalgas sejam produzidas, objetivando uma maior
produtividade (GUARNIERI et al., 2011).

Para tanto a engenharia genética pode ser utilizada aliada aos
conhecimentos ja adquiridos de engenharia bioquimica, microbiologia e areas
correlatas a industria, visando um produto final com maior qualidade e

rendimento.

2.3. METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabdlitos sdo definidos como compostos organicos envolvidos no
metabolismo de células vivas (NETZKER et al., 2015). Alguns destes né&o
realizam funcdo nos processos metabdlicos de crescimento, reproducdo ou
manutencdo celular, denominados primarios, mas sado produzidos para
utilizacdo em fungdes celulares secundarios (BRAKHAGE, 2013). Estes
denominados metabdlitos secundarios, sdo muitas vezes produzidos como
uma resposta ao stress ambiental. A funcédo pode ser associada ao aumento da
taxa de sobrevivéncia ou manuteng¢ao da taxa de crescimento sob condi¢des
especificas.

Microalgas verdes sao conhecidas por apresentarem quantidades
elevadas de nutrientes (proteinas, lipideos, entre outros). Sob condi¢des ideais
de crescimento o conteudo destes nutrientes apresenta relativamente baixa
variagdo entre espécies (HU, 2004). Quando submetidas em condi¢des de
cultivo ndo favoraveis ao crescimento, o perfil de expressao dos metabdlitos &
modificado, com o objetivo de adaptar as condicbes de cultivo ao
desenvolvimento. Este perfil de expressao €, porém, dependente do tipo de
condicao exposto ao desenvolvimento (NETZKER et al., 2015).

O interesse na busca por novos agentes antimicrobianos deve-se
principalmente pelo rapido surgimento de resisténcia a estes agentes. A
bioprospecgao desses agentes, ao longo dos tempos, mostra que suas
descobertas s&o originadas a partir de fontes naturais, tais como
microrganismos e extrato de plantas. (ADEGBOYE; BABALOLA, 2013)



23

2.4. PATOGENOS CLINICOS

Patdgenos sao agentes bioldgicos conhecidos pela capacidade de
causar doenca em seres humanos. Nessa categoria podem ser englobados os
mais diversos microrganismos desde bactérias até fungos, protozoarios e virus.
Para o controle destes patégenos pode-se fazer o uso de antibidticos, os quais
sdo substancias capazes de combater uma infecgdo causada por estes
agentes que causam infecgbes a outro organismo (WANNMACHER, 2004). A
grande disponibilidade de agentes antimicrobianos, e o uso indiscriminado
destes, resulta em uma espécie de sele¢cdo de linhagens resistentes a agao
dessas substancias, fato este que apresenta grande impacto no aumento dos
custos para os tratamentos para a eliminagdo destes agentes biolégicos em
orgaos da saude (RAGBETLI et al., 2016; WHO, 2016).

Os patogenos utilizados neste projeto, foram selecionados devido a
alta incidéncia destas linhagens em ambiente hospitalar. As linhagens séao
apresentadas na TABELA 1.

TABELA 1 - PATOGENOS CLINICOS UTILIZADOS NO TESTE DE DIFUSAO EM DISCO
COM OS EXTRATOS PRODUZIDOS A PARTIR DO CULTIVO DE MICROALGAS.

LINHAGEM
Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae (E. cloacae) sdo bactérias gram-negativas,
(Gram-negativa) que apresentam forma de bastonetes, sdo anaerdbias facultativas,

e ndo formam esporos. S&o patégenos oportunistas e
multiressistentes, com grande incidéncia em ambiente hospitalar
(REGLI & PAGES, 2015).
A disseminacdo do género desta bactéria é associada a presenca
de cascatas reguladoras que controlam a permeabilidade da
membrana do microrganismo, garantindo assim a protecdo da
integridade da membrana (HAN et. al., 2017). Outra causa pode
ser associada a enzimas responsaveis pela degradagdo e/ou
inativacdo de antibiéticos (HAN et. al., 2017). Além disso, estas
espécies bacterianas sido capazes de adquirir numerosos
elementos méveis genéticos que contribuem fortemente para a
resisténcia aos antibiéticos (REGLI & PAGES, 2015).

Escherichia coli (Gram- Escherichia coli (E. coli) sao as bactérias mais estudadas do

negativa) género Enterobacteriaceae, sdo gram-negativas e anaerodbicas
facultativas (VISVALINGAM etf. al, 2017). Sdo microrganismo
encontrados no trato intestinal de seres humanos e animais, que
podem ser transmitidas através de alimentos, agua e até mesmo
pelo contato entre humanos (VISVALINGAM et. al., 2017).
Pesquisas mostram que o numero de casos de E. coli que
apresentam resisténcia a antibiéticos aumenta, nos ultimos anos,
de forma desproporcional a descoberta de elementos com agao
antibacteriana (SOUSA, 2006).
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CONTINUAGAO

Staphylococcus aureus (S. aureus) é uma bactéria esférica, gram-
positiva, frequentemente encontrada na pele e nas fossas nasais
de pessoas saudaveis (YAN et. al., 2017). S. aureus apresenta
altos indices de contaminagao alimentar s6 nos Estados Unidos
cerca de 241.000 doengas por ano sao causadas por esta espécie
de bactéria (POURAKBARI et. al., 2017).

A resisténcia desta espécie ja foi relata com relagdo a penicilina, e
a meticilina, as quais passaram a ser denominados
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) (TONG et.
al., 2015).

Stenotrophomonas maltophilia (S. maltophilia) € um bacilo gram-
negativo, ndo fermentativo (CORLOUER et al., 2017). Pode ser
considerado um microrganismo patégeno oportunista, a baixa
viruléncia intrinseca é equilibrada por sua resisténcia natural a
uma ampla gama de antibiéticos, incluindo antibiéticos de amplo
espectro (DEREDJIAN et al.,2016).

Acinetobacter baumannii (A. baumannii) € uma espécie de
bactéria aerdbia gram-negativa, que pode ser isolada a partir de
amostras ambientais, e &€ comumente associada a infecgbes
oportunistas (CHEN et al., 2017).

E considerada a segunda linhagem de bactérias mais
frequentemente isolada em humanos, apresenta elevada
patogenicidade, com relatos de resisténcias a antibiéticos (ZHAO
etal., 2017).

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) é uma espécie de
bactéria gram-negativa, anaerdbia facultativa e resistente a uma
classe de antibiético beta-lactdmicos de amplo espectro,
carbapenema ou carbapenem (YAMASAKI et al., 2017).

As enzimas expressas por esta bactéria tém a capacidade de
hidrolisar ndo apenas carbapenem, mas também outras classes
de antibiéticos B-lactamicos, resultando na restricdo nas opgdes
de tratamentos do KPC (CAMPOS et al.,2016).

Enterococcus faecalis (E. faecalis) € uma bactéria gram-positiva,
anaerobia facultativa e ndo formadora de esporos (HWANHLEM
et al., 2017). E uma bactéria facilmente encontrada em animais,
seres humanos, solo, superficies aquaticas, plantas e em alguns
vegetais (VU & CARVALHO, 2011).

Devido a resisténcia em especial aos antimicrobianos comumente
utilizados  (aminoglicosideos, aztreonam, cefalosporinas,
clindamicina, oxacilina), resultou na importancia deste patdégenos,
principalmente em ambientes hospitalares (PERUMAL &
VENKATESAN, 2011).

Candida albicans (C. albicans) é um fungo patogénico de maior
incidéncia em ambiente hospitalar, é responsavel por infecgdes de
aspecto superficial e até doengas sistémicas com risco de vida
(DE VITA et al., 2016).

Os relatos de resisténcia a drogas do tipo azodlicas, revela uma
urgente busca de novos agentes para o tratamento de infecgdes
causadas por este microrganismo (ZIDA et al., 2017). Estes
relatos sdo comumente associados a formagao de biofilme por C.
albicans (TONG & TANG, 2017).
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CONTINUAGAO

Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) é uma bactéria,

(Gram-negativa) considerada oportunista, gram-negativa (MURAKAMI et al., 2017).
Com relagdo a resisténcia ao tratamento por antibiéticos o
histérico desta espécie apresenta varios casos de resisténcia,
porém 0s mecanismos que contribuem para tal permanecem
pouco claros (BADAMCHI et al., 2017).
A toleréncia aos antibidticos, resulta no interessse crescente nos
Ultimos anos, a tolerancia que nao envolve mutagao, é definida
como a capacidade das bactérias em sobreviver, mas nao crescer
na presenga de antibidticos acima da concentragdo minima
inibitéria (MIC) para aquela espécie (CHAKOTIYA et al., 2017).

MRSA  (Staphylococcus Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

aureus) (Gram-positivo) apresentam infecgéo e colonizagéo estdo associadas ao aumento
dos indices de mortalidade resultando assim no aumento dos
custos relacionados com internagdo hospitalar (MCMICKEN,
2016).
A resisténcia desta linhagem estdao relacionados e sao
determinantes a acdo da enzima B-lactamase e das proteinas de
ligacdo a oenicilina (PBP) (MIAO et al., 2017).

FONTE: O Autor.

2.5. ACAO LARVICIDA

Estudos envolvendo propriedades farmacéuticas e nutracéuticas dos
metabdlitos secundarios de microalgas vermelhas (filo Rhodophyta) e pardas
(filo Phaeophyceae), sdo amplamente realizados (BLUNT et al, 2011;
CABRITA et al., 2010). Tais estudos comprovam a produ¢do de compostos
com acao antibiética comprovada, assim como producdo de compostos com
potencial larvicida contra Aedes aegypfti, larva do mosquito transmissor da
febre da dengue (KIM et al., 2008).

A febre da dengue é um problema de saude publica prioritaria no Brasil
segundo a Organizagcao Mundial de Saude (OMS) (BIANCO et al., 2013). A
doencga é causada por quatro variedades de um género de virus (flavivirus),
sua transmissdo ocorre através do contato de seres humanos e de um
mosquito infectado (NEVES-FILHO et al., 2009; BIANCO et al., 2013). A
resisténcia crescente adquirida pelo mosquito aos inseticidas utilizados reforga
o interesse em compostos alternativos para o controle e prevencdo em paises
endémicos (LIMA et al., 2006; MELO-SANTOS et al., 2010; BIANCO et al.,
2013).
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2.6. BIOCOMBUSTIVEIS PRODUZIDO POR MICROALGAS

Segundo o Escritério dos EUA de Eficiéncia Energética e Energia
Renovavel (EERE), biocombustiveis sdo definidos como qualquer biomassa
convertida em combustivel liquido ou gasoso, como por exemplo, etanol,
metanol, metano e hidrogénio. Ja o Laboratorio Nacional Oak Ridge (ORNL)
que é uma unidade administrada pelo Departamento de Energia dos EUA,
define biocombustivel como combustivel feito a partir de uma biomassa ou os
seus derivados e de processamento de conversdo (BRENNAN; OWENDE,
2010).

A classificacdo ocorre de acordo com a origem da biomassa que
resulta no biocombustivel (BRENNAN; OWENDE, 2010).

e Primeira Geragdo — produzido a partir de 6leos, acgucares, e amilaceos
produzidos originalmente com o objetivo de alimenticio;

e Segunda Geragao - biocombustiveis produzidos a partir de culturas nao
destinadas a alimentagdo, como gramineas e materiais lenhosos assim
como porgdes nao alimentares de culturas alimentares;

e Terceira Geragao - os biocombustiveis produzidos a partir de algas que
podem apresentar rendimentos maiores que os demonstrados por outras
fontes.

Os biocombustiveis sdo reconhecidos como combustiveis alternativos
mais adequados para os motores que foram originalmente concebidos para
utilizar combustiveis fosseis. Embora o processo de formacdo da matéria
prima, de combustiveis fésseis, seja continuo, a atual taxa de consumo é mais
elevada do que a taxa de formagdo. Desta forma, os combustiveis fosseis séo
considerados nao renovaveis, isto é, o balanco entre consumo e producao
sugere que eles ndo sao repostos tao rapido quanto sdo consumidos (ANH et
al., 2011). Outra problematica apresentada pela utilizagdo dos combustiveis de
origem féssil é a reintroducdo, na atmosfera, de moléculas de carbono, o que
resulta no aumento da concentracdo de CO2 na atmosfera, fato que contribui
de forma significativa para o aumento das mudangas climaticas (LEITE et al.,
2013).
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Apo6s décadas de uso intensivo, a humanidade se tornou fortemente
dependente dos combustiveis fosseis. Assim sendo, € inegavel que a
economia mundial depende do sistema, que se apresenta muito eficiente na
questdo de producéo, distribuicdo e uso que tem sido desenvolvido. Assim
sendo, qualquer transicdo para o uso massivo de um novo combustivel tera
que ser “indolor”, utilizando a tecnologia de infraestrutura e do sistema
existente, tanto quanto possivel (LEITE et al., 2013).

Microalgas como biomassa apresentam composi¢gao quimica variada e
espeécie dependente, as quais podem apresentar altas concentragdes de
proteinas, lipidios ou carboidratos (SING et al., 2013). O conceito de utilizagao
de microalgas como combustivel foi proposto pela primeira vez por Meier em
1955 para a producdo de gas metano a partir de carboidratos oriundos de
biomassa microalgal. Ja a extragcdo de lipidios de microalgas, que podem ser
convertidos em biodiesel, tem sido de interesse para o Departamento de
Energia dos EUA (DOE) desde a década de 70 (BRENNAN; OWENDE, 2010).
O conteudo lipidico de microalgas pode ser utilizado diretamente como
combustivel ou ainda ser quimicamente transesterificado em biodiesel. Outros
biocombustiveis de microalgas, tais como etanol e metano sdo produzidos
utilizando a biomassa das microalgas como substratos orgénicos e podem ser
fermentados por microrganismos sob condigdes anaerébias (CHOKSHI et al.,
2015). Ja o hidrogénio, por sua vez, pode ser produzido por algas e
cianobactérias fotossintéticas sob certas condi¢gdes e nutrientes ou com
deplecdo de oxigénio, e por bactérias utilizando substratos organicos, sob

condicdes anaerdbicas (LEITE et al., 2013).

2.6.1. Hidrogénio

Hidrogénio € uma fonte de energia de grande interesse, devido
principalmente aos produtos resultantes da utilizagdo como combustivel, ja que
esta aplicagédo resulta na auséncia de emissao de carbono (PARMAR et al.,
2011). A producdo biolégica de hidrogénio ocorre por intermédio de

microrganismos, os quais podem realizar fotossintese (microalgas verdes,
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cianobactérias e bactérias fotossintéticas) ou nao (bactérias fermentativas)
(NAGARAJAN et al., 2017).

Existem alguns géneros de microalgas que ja foram relatadas como
produtoras do gas hidrogénio (Botryococcus, Chlamydomonas, Chlorococcum,
Chlorella, Scenedesmus, Synechocystis, Tetraspora, Anabaena, Nostoc)
(EROGLU & MELIS, 2016). Linhagens pertencentes a estes géneros possuem
maquinaria fotossintéticas necessarias para a produgdo de hidrogénio
utilisando agua como fonte de elétrons e luz solar como fonte de energia (HE et
al., 2017). As microalgas verdes sdo microrganismos fotosintéticos que
possuem moléculas de pigmento capazes de absorver a energia solar e
converté-la em energia quimica pela separacdo simultdnea de agua em
oxigénio molecular (O2) e prétons (H*) (SINGH et al., 2015). A produgéo de
hidrogénio, a partir de microalgas consiste em uma série de reacdes redox que
iniciam com a quebra da molécula de agua e a transferéncia de elétrons do
fotossistema Il (PSIl) resultando na producdo de gas hidrogénio, sendo
necessario condi¢des de luminosidade (MELIS et al., 2000. MELIS; HAPPE,
2001).

A luminosidade é responsavel pela ativacido de enzimas que iniciam o
processo de produgcdo do hidrogénio (TSYGANKOV et al, 2002). A
hidrogenase é ativada e os ions (H*) produzidos em etapa anterior sao
reduzidos a gas hidrogénio pela agao reversivel da hidrogenase (KOSOUROV

et al., 2007), e como mostra o esquema da via apresentado na FIGURA 2.

FIGURA 2 - ESQUEMA DE TRANSPORTE DE ELETRONS EM CELULA DE MICROALGA
VERDE DURANTE A FOTOSSINTESE.
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FONTE: HEMSCHEMEIER et al., 2009

Um dos principais fatores limitantes para a produg¢ao de hidrogénio por

microalgas esta relacionado a sensibilidade das enzimas responsaveis pela
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producao do gas hidrogénio ao oxigénio (GHIRARDI, 2015). Microalgas verdes
por serem microrganismos fotosintéticos oxigenados, produzem oxigénio
devido a divisdo de agua em PSIl, o que pode inibir as atividades de
hidrogenase (enzima responsavel pela produgéao de hidrogénio) (LAMBERTZ et
al., 2011). Em condi¢gbes normais de crescimento, a taxa fotossintética é cerca
de 4 a 7 vezes maior do que a taxa de respiracdo, enquanto que em condi¢des
de cultivo que limitam a presenca de enxofre no meio, a taxa de fotossintese é
induzida até a taxa de respiragdo em condicbes anaerobicas, condicao
adequada para a producgao de hidrogénio (GHIRARDI, 2015).

Com relagdo a escala de producédo de hidrogénio, o processo que
apresenta melhores indices energéticos e econbémicos de viabilidade é a
producao a partir de hidrocarbonetos de origem féssil, através do uso de vapor
superaquecido, quando comparado com metodologia como eletrdlise da agua e
a termodlise e fotdlise direta da agua, sem o uso de combustivel fossil,
metodologias que ndo apresentam balango energético favoravel. Desta forma,
o potencial de produgdo de hidrogénio através do cultivo de microalgas em
fotobiorreatores se apresenta como um processo bastante promissor (VARGAS
etal., 2014).

2.7. BIORREFINARIA

Biorrefinaria consiste na conversado de biomassa em uma variedade de
produtos quimicos, biomateriais e energia, visando a maxima valorizagado da
biomassa, e o minimo desperdicio (CHEW et al., 2017). Conceito este analogo
ao originado em refinarias de petréleo, que incluem minimo custo de produgéo,
alto volume de producgao, producao de compostos quimicos e materiais base
de outros processos, assim como produtos de alto valor agregado e baixo
volume de producdo (GUNERKEN et al., 2015). A FIGURA 3 apresenta a
exemplificacdo de um processo genérico de microalgas no conceito de

biorrefinaria.
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FIGURA 3 - APLICACOES DE MICROALGAS NO CONCEITO DE BIOREFINARIA.
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FONTE: Adaptado de (CHEW et al., 2017).

Apesar das vantagens apresentadas como caracteristicas de cultivo
das microalgas algumas limitagcdes existem. Um dos principais obstaculos é a
viabilidade econdémica da produgdo em larga escala, devido ao balango
energético do processo, assim como do processamento das etapas de
downstream. A possibilidade de coprodutos, metabdlitos, que podem ser
derivados do cultivo de microalgas, mostra o potencial de emprego, destes
microrganismos em grandes escalas (GERARDO et al., 2015).

Metabdlitos sao, por definicdo, qualquer composto organico envolvido
nos metabolismos de células vivas. Metabolitos podem ser classificados em
primarios e secundarios, onde os primarios sdo envolvidos na manutencao da
vida celular, crescimento e reprodugédo, e os secundarios sao produzidos
quando as células s&o submetidas, em crescimento, a condi¢bes néo ideais,
com o objetivo de superar tais condigbes de cultivo (SKJANES et al., 2013).
Tais metabolitos em teoria sdo produzidos por todas as espécies de
microalgas, porém o conhecimento pratico destes ainda € pequeno, apesar do
potencial que estes apresentam para a industria farmacéutica, por exemplo
(BOROWITZKA, 2013).
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3. OBJETIVOS

A revisdo bibliografica apresentou o potencial para o emprego de
microalgas na produgdo de biocombustiveis e coprodutos. Apesar das
vantagens apresentadas pelo cultivo de microalgas, as limitagbes atuais, ainda
impedem que um projeto em larga escala seja econémica e energeticamente
viavel. Desta forma, o desenvolvimento de estratégias com o objetivo de
melhorar o rendimento na produgdo mostra-se necessario. Dentre estas, o
melhoramento de linhagens utilizando ferramentas da engenharia genética
apresenta-se como uma possibilidade para superar tais limitacdes, auxiliando
no incremento da viabilidade econémica de um projeto em larga escala, como o
desenvolvido no NPDEAS. A FIGURA 4 apresenta o fluxograma do processo

estabelecido.

FIGURA 4 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS PROCESSOS DESENVOLVIDOS NO
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Fonte: NPDEAS.

Dentro do fluxograma de qualquer processo de producido existem
etapas que devem ser aprimoradas para que o0 balangco de energia seja
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favoravel. Etapas como a separacdo da biomassa do meio de cultivo, a
extracdo do dleo e a obtencdo de coprodutos podem ser aprimoradas através
do melhoramento de determinadas caracteristicas de uma espécie de

microalga.

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem por objetivo principal identificar e avaliar a
capacidade de producédo de hidrogénio e de coprodutos pela linhagem de
microalga utilizada nos FBRs do NPDEAS visando contribuir para a viabilidade
econbmica da producdo em larga escala da biomassa microalgal para

biocombustivel, através do conceito de biorrefinaria.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar e identificar a principal linhagem de microalga utilizada nos FBRs
do NPDEAS;

e Avaliar a atividade biologica de extratos produzidos pela linhagem
isolada, e

e Desenvolver processo de produgcdo e quantificacdo de hidrogénio

produzido pela linhagem isolada.
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4. METODOLOGIA

As metodologias aplicadas durante toda a realizagdo dos
experimentos, sdo apresentadas segundo cada etapa proposta para o

desenvolvimento desta dissertagéo.

4.1. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DA LINHAGEM DE MICROALGA

A obtencédo de linhagens de microalga unicas ocorreu através da
técnica de diluigdo seriada, com o objetivo de dissociar possiveis
microrganismos presentes na amostra e selecionar colonias isoladas de
possiveis espécies de microalgas (ZHANG et al., 2014).

O isolamento ocorreu através da diluicdo de uma aliquota da amostra,
mantida em meio CHU (TABELA 2), em solugéo salina (NaCl 0,8% pl/v),
seguindo com diluigbes sequenciais em concentragdes determinadas (10°, 10",
102 e 10°3). Destas solugdes resultantes uma aliquota (20.0 L) foi transferida
para placas de petri contendo meio CHU sdlido (concentragdo de agar 10g/L),
as quais foram encaminhadas para cultivo pelo periodo de 7 a 10 dias em
condi¢cdo controladas de luz, temperatura, umidade e concentragao de dioxido
de carbono respectivamente (125 pymol, 22 °C, 36% e 356 PPM).

TABELA 2 - COMPOSICAO DO MEIO DE CULTIVO CHU.

Componentes Concentragao em Solugao Volume para 1.000 ml de
Estoque (g-L™) meio (L)
NaNO; 25,0 0,01
CaCls.2H,0 2,50 0,01
_MgSO0.. 7H.0 7,50 0,01
K2HPO4 7,50 0,01
_MgH2PO.4 17,5 0,01
NaCl 2.50 0,01
C1oH14N2Nazos.2H20 5,00 0,001
KOH 31,0 0,001
FeSO;. 7H,0 4,90 0,001
Hs:BO; 11,4 0,001
ZnS04.7H,0 0,00882 0,001
MnCl;.4H,0 0,00144 0,001
MoO3 0,00071 0,001
CuS04.5H;0 0,00157 0,001
Co(NO3),-6H.0 0,00049 0,001

FONTE: Adaptado de CHU, 1942.



34

Apbs o periodo de incubacao, colonias foram selecionadas devido a
diferencas morfolégicas, com relagéo a intensidade da coloragao e aos bordos
(diferentes morfotipos), apresentando assim a possibilidade destas diferengas
resultarem em diferentes taxons presentes na amostra disponibilizada.

As colbnias selecionadas foram transferidas para cultivo liquido, com
auxilio de uma alga de platina, e mantidas nas mesmas condigbes de cultivo
aplicadas na etapa anterior. A metodologia completa para identificacdo da

linhagem é representada na FIGURA 5.

FIGURA 5 - REPRESENTA~QAO ESQUEMATICA DA METODOLOGIA APLICADA PARA A
IDENTIFICACAO DA LINHAGEM DE MICROALGA UTILIZADA NOS FBR’S DO
NPDEAS.
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FONTE: O Autor.

4.1.1. ldentificacédo Morfologica

A produgdo de laminas para identificagdo morfoldgica, ocorreu
inicialmente com a coleta de uma aliquota das amostras isoladas, com tempos

de cultivo superiores a 14 dias, objetivando alta concentragdo de células. As
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amostras foram submetidas a centrifugacao (5 minutos em 12.000 rpm), e o
sobrenadante foi descartado.

Na sequéncia uma aliquota de solugéo salina (NaCl 0,8% p/v), com o
dobro de volume, da aliquota de cada indculo, foi utilizada para ressuspender o
precipitado formado, objetivando a lavagem das células obtidas, a etapa de
centrifugacéo foi repetida duas vezes.

Ao final, o precipitado obtido foi ressuspendido em um volume de
solugado salina equivalente a um quarto (%) do volume do inéculo submetido no
inicio da metodologia. As laminas foram montadas com a transferéncia de um
volume de 10 pL da solugao final, seguida pela deposigdo de laminula sobre o
volume transferido e a selagem do conjunto.

As laminas foram encaminhadas para a obtencdo das imagens em
microscopio Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, Jena, DE), equipado com software
Metafer 4 de captura automatizada (Metasystems, Altlussheim, DE). Utilizando

céamara de modelo: CoolCube Monocromatica 1 - Metasystems.

4.1.2. ldentificacdo Molecular

As linhagens obtidas na etapa de purificagdo foram cultivadas em meio
liquido (TAP) para crescimento da biomassa microalgal. O escalonamento do
cultivo até a obtencdo de biomassa para submeter a purificacdo do DNA
gendmico iniciou com volume de 2,0 mL de cultivo, seguindo para 20,0 mL e
finalizado com volume de 200,0 mL. Apds o periodo de 7 dias de cultivo do
volume final de 200,0 mL, o crescimento foi interrompido e ocorreu a
recuperacao da biomassa através de centrifugacéo (4.000 rpm, 15 min.).

A biomassa recuperada foi entdo encaminhada para liofilizagao, e
posterior extracado do DNA genbmico, através de utilizagdo de kit de purificacao

comercial (NucleoSpin Plant Il da Macherey-Nagel, MN, Diren, Germany).

4.1.2.1.  Purificagdo do DNA Genbémico

O DNA genbmico das linhagens selecionadas foram purificados com o
kit NucleoSpin Plant || da Macherey-Nagel (MN, Duren, Germany), de acordo

com as instru¢des do fabricante. A quantificagéo, integridade e a avaliagao da
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pureza do DNA obtido foi realizada em Nanodrop e confirmada por meio de
eletroforese em gel de agarose 0,8%.

A partir dos resultados obtidos pela quantificagdo do DNA gendmico
obtido, as diluigdes necessarias para a utilizacdo dos DNAs em reagcdo de PCR

serao realizadas.

4.1.2.2. Amplificagdo e Sequenciamento

A amplificagdo da regido ITS do DNA ribossomal foi realizada através
da utilizacao dos oligonucloetideos LS266 (5'-
gCATTCCCAAACAACTCgACTC-3) e VIG (5’-TTACQTCCCTgCCCTTTgTA-3’)
(GERRITS VAN DEN ENDE; DE HOOG, 1999), onde a regidao de amplificacao
esta representada esquematicamente na FIGURA 6. A reagao de PCR utilizou,
volume final de 12.5 pl contendo 1.0 yl de DNA da amostra (10.0 ng), 0.25 ul
de cada primer para a PCR (10.0 mM), dNTPs Mix 6.0 pl (0,3 U/reagao), 0.375
pl MgClz2 (50.0 mM), 1.0 U Taq DNA e 4.625 pl agua MilliQ autoclavada. As
condigbes da reacdo foram, desnaturagao inicial 94 °C por 2 minuto, seguido
por 30 ciclos de desnaturagdo em 94 °C por 30 segundos, anelamento a 56 °C
por 45 segundos e extensdo a 72 °C por 60 segundos. Uma extensao final

ocorreu na temperatura de 72 °C por 10 minutos.

FIGURA 6 - ESQUEMA DA ESTRUTURA DA REGIAO ITS, INDICANDO OS PRIMERS QUE
SAO MAIS COMUMENTE UTILIZADOS EM DIAGNOSTICOS DE HUMANOS E

FUNGOS.
ITSS,
ITS1F,
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IT2

AN
Primer name Sequences References
ITS1: (5' TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3') (White et al., 1990)
ITSZ: (5' GCTGCGTTCTTCATCGATGC 3') (White et al., 1990)
ITS3: (5' GCATCGATGAAGAACGCAGC 3') (White et al., 1990)
ITS4: (5' TCCTCCGCTTATTGATATGC 3 (White et al., 1990)
ITSS: (5' GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3') (White et al., 1980)
ITS1F: (5' CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 3) (Gardes and Bruns, 1993)
IT2: (5' CCTCCGCTTATTGATATGCTTAGG 3') (Beguin et al,, 2012)
SR6R: (5' AAGTATAAGTCGTAACAAGE 37) (Vilgalys and Hester, 1990)
LR1: (5' GGTTGGTTTCTTTCCT 3') (Vilgalys and Hester, 1990)
VoD: (5' TTAAGTCCCTGCCCTTTGTA 3Y) (Gerrits van den Ende and de Hoog, 1999)
VIG: (5' TACGTCCCTGCCCTTTGTA 3') (Gerrits van den Ende and de Hoog, 1999)
LS266: (5' GCATTCCCAAACAACTCGACTC 37) (Gerrits van den Ende and de Hoog, 1999)
NL4b: (5' GGATTCTCACCCTCTATGAC 3) (O'Donnell, 1993)

FONTE: IRINYI et. al., 2015 (DNA barcoding of fungi causing infections in humans and animals)
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O produto da reagao foi submetido a corrida em gel de eletroforese de
1,5% de agarose em TBE 1x, e utilizando o GelRed® (Life Technologies, USA)

para permitir a visualizacdo do DNA em luz UV.

A reagdo de sequenciamento foi realizada com os mesmos
oligonucloetideos utilizados na reagdo de PCR (V9G e LS266). O produto da
reacdo de sequenciamento foi purificado utilizando as enzimas Exo1 e
FastAP™ (GE Healthcare, USA), e diretamente sequenciado utilizando Taq
DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit e verificado em sequenciador

automatico modelo ABI Prism 3500 (Applied Biosystems).

As sequéncias foram visualmente verificadas e alinhadas nos
programas BioEdit e Mega 6.0, e comparadas com sequéncias depositadas no

banco de dados do NCBI através da ferramenta BLAST.

4.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DE EXTRATO

Os coprodutos identificados correspondem a produtos com potencial
antimicrobiano. Este potencial foi investigado com relagdo a espécime de
microalga utilizado nos fotobiorreatores do NPDEAS. A metodologia consistiu
na obtencdo de extratos metabdlicos os quais foram utilizados em teste de
sensibilidade a antimicrobianos (TSA), conforme descrito por Savi e
colaboradores 2015 (SAVI et al., 2015), e em teste para investigagao de acao
larvicida (MANILAL et al., 2011. BIANCO et al., 2013).

A metodologia de producao de extratos a partir das fases de cultivo de
biomassa microalgal e avaliagao da atividade bioldgica, seguiram os processos
descritos nos itens 4.3.1, 4.3.2 e 4.3.3. Onde os passos sao apresentados no
fluxograma da FIGURA 7.
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FIGURA 7 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA METODOLOGIA APLICADA PARA A
PRODUGAO DE EXTRATOS E INVESTIGAGAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA.
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FONTE: O Autor.

4.2.1. Obtencéo de Extratos Metabdlicos

Os extratos produzidos e utilizados nos testes de sensibilidade a
antimicrobianos foram obtidos através da utilizacao de dois solventes organicos
(acetato de etila e diclorometano), aplicados em conjunto ao cultivo residual e
biomassa gerados com trés meios de cultivos. Meio de cultivo alternativo, meio
de cultivo CHU e meio de cultivo TAP. Objetivando investigar a existéncia de
metabdlitos secundarios, respectivamente, presentes no meio de cultivo
residual e na biomassa formada.

Para tanto a produgdo de extratos a partir da biomassa formada foi
realizada com diclorometano. O procedimento consistiu na recuperagéo da
biomassa por meio de centrifugacdo (14.000 rpm, 10 minutos e 20 °C). Na
sequéncia o mesmo volume de cultivo utilizado na recuperagcéo da biomassa,
foi adicionado (1:1). Este sistema foi entdo submetido ao sonicador (Marca:
Unique, modelo: USC-1400, frequéncia: 40khz), pelo periodo de 1 hora. Ap6s o
periodo o sistema foi submetido a filtragdo com papel filtro qualitativo Whatman

de graduacéao 4.
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A producédo de extratos a partir do meio de cultivo residual foi realizada
com acetado de etila. O procedimento consistiu na adicdo de volume igual
(1:1), de solvente organico ao cultivo residual, proveniente da etapa de
centrifugacdo. Na sequéncia, com o auxilio de um funil de decantagéo foi
realizado, a separagao entre a fase polar e o extrato resultante. Este

procedimento foi realizado pelo menos duas vezes.

Os extratos obtidos foram entdo submetidos a rotaevaporagéo (150
rom a 45 °C) e evaporagado em estufa a 37 °C, posteriormente foram pesados e

diluidos a uma concentragédo de 10 mg/mL.

4.2.2. Atividade Antibacteriana contra Patogenos Clinicos — Teste de difusao

em disco

A atividade dos extratos produzidos foi avaliada através do teste de
difusdo em disco. A metodologia consiste no cultivo dos patégenos utilizados
em meio liquido TSB, volume de 5,0 mL de meio, em temperatura de 37 °C, e
agitacéo de 180 rpm pelo periodo de 10 horas. Na sequéncia ocorre a diluigao
destes cultivos até a concentracdo de 108 UFC/mL com base na escala
MacFaland N° 0.5. Em seguida placas de petri com meio agar Mueller-Hinton,
foram inoculadas com as respectivas diluicdes, e discos de papel filtro
impregnados com os extratos foram depositados sobre o meio. O conjunto

montado foi encaminhado para estufa a 37 °C pelo periodo de 24 horas.

Como controle positivo foram utilizados antibiéticos com agao
comprovada contra as linhagens testadas, e como controle também foi utilizado
o solvente aplicado na producdo dos extratos. Apds o periodo de incubacao a
formacdo de halo de crescimento das culturas das linhagens testadas foi
avaliada, assim como os halos obtidos em ac&o dos controles (SAVI et al.,
2015). A TABELA 3 apresenta as linhagens utilizadas na metodologia, assim
como os respectivos antibidticos de agao comprovada.
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TABELA 3 - PATOGENOS CLINICOS UTILIZADOS NO TESTE DE DIFUSAO EM DISCO E
OS RESPECTIVOS ANTIBIOTICOS DE ACAO COMPROVADA.

Classificagao Abreviagido Patégeno Clinico Antg) LD 00 AR
omprovada

Staphylococcus aureus

Gram-positiva | MRSA resistente a meticilina Oxacilina
(MRSA)

Gram-positiva | S. aureus Staphylococcus aureus Oxacilina

Gram-positiva | E. faecalis Enterococcus faecalis Vancomicina

Gram-negativa | E. cloacae Enterobacter cloacae Vancomicina, meropenem

Gram-negativa | A. baumannii | Acinetobacter baumannii Vancomicina, meropenem

Gram-negativa | E. coli Escherichia coli Ampicilina

Gram-negativa | KPC KPC (Klebsiella pneumoniae Vancomicina, meropenem
Carbapenemase)

Gram-negativa | P. aeruginosa | Pseudomonas aeruginosa Vancomicina, meropenem

Gram-negativa | S. maltophilia Stenotrqphomonas Vancomicina, meropenem
maltophilia

Fungo C. albicans Candida albicans Anfotericina

FONTE: O Autor.

4.2.3. Avaliagao da Atividade Larvicida dos Extratos

A avaliacéo da atividade larvicida ocorreu com extratos obtidos a partir
da fase de biomassa microalgal do cultivo alternativo realizado nos FBR’s do
NPDEAS. O experimento consistiu inicialmente na preparacado de solugdes a
partir do extrato nas concentragbes de 100, 300 e 500 ppm. Para tanto os
extratos, apos produzidos, foram solubilizados em 1,4% de dimetilsulféxido
(DMSO) juntamente com agua destilada, a qual foi acrescida até o volume final
de 100 mL, para cada concentragao.

O experimento envolveu, para cada concentragao, a utilizagdo de 20
larvas da linhagem Rockfeller da em estagio larval correspondente ao 4° instar.
Para cada concentracdo o experimento foi realizado em ftriplicata. A
metodologia do experimento consistiu, entdo na preparagao das solugoes e na
deposicao das larvas para posterior avaliagdo da mortalidade nos periodos de
24 e 48 horas. Porém a concentragao letal responsavel pela mortalidade de
50% da populagao larval (LC50), foi determinada com a mortalidade observada
ap6s o periodo de 48 horas do experimento, esta taxa foi determinada
utiizando o método de analise de regressdao. A mortalidade larval foi
determinada quando as larvas nao respondiam a estimulos mecanicos e/ou

quando n&o emergiam a superficie da solugdo. O experimento também contou
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com um controle negativo contendo 1,4% de DMSO em 100 mL de &gua

destilada.

4.3. PRODUCAO E QUANTIFICACAO DE HIDROGENIO

A metodologia de producdo e quantificacdo de hidrogénio para a
linhagem de microalgas isolada (LGMMO0O001), seguiu o processo descrito nos
itens 4.2.1. e 4.2.2. Onde os passos sao apresentados no fluxograma da
FIGURA 8.

FIGURA 8 - REPRESENTAS)AO ESQUEMATICA DA METODOLOGIA APLICADA PARA A
IDENTIFICAGCAO DA LINHAGEM DE MICROALGA UTILIZADA NOS FBR'’S DO
NPDEAS.

| PREPARODE INOCULO |

[ 10% do volume final ]

MEIO DE CULTIVO TAP,, MEIO DE CULTIVO CHU,

¥

A 4
A. obliquus

-

]
C. reinhardtii (CC-125) |
]

L J

[ ] [
| 1 ) [
[ Meiode Cultivo (TAP-s) | [ Meiode Cultivo (TAP-S)
[ ] [

Montagem do Experimento Montagem do Experimento ]

[ Conexdo com o sensor de H, ] [ Conexdo com o sensor de H, }

[ Agitacdo magnética constante ] [ Agitacdo magnética constante }

[ lluminagdo constante ] [ lluminagdo constante }
[ Aquisigﬁovde Dados ] [ Aquisigéo‘de Dados ]

FONTE: O Autor.

4.3.1. Producéo de Hidrogénio

A metodologia para a producédo do hidrogénio consistiu no cultivo da
microalga em duas etapas. A primeira com o cultivo do inéculo em meio TAP
completo (TABELA 4), e a segunda com o cultivo em meio com deplecao de
enxofre (TABELA 5), o qual induz a produgdo do gas de interesse
(LAURINAVICHENE et al., 2002).
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TABELA 4 - COMPOSICAO DO MEIO DE CULTIVO TAP (TRIS-ACETATE-PHOSPHATE).

c Concentragdao em Solugéao Quantidade para 1.000 mL

omponentes :
Estoque de meio

NH.CI 100,0 g

MgS04:7H20 409 5,0 mL

CaCl>-2H20 2049

K2HPO4 28,8 g-100 mL-"

KH;PO, 14.4 g-100 mL" 5,0 mL

Na:EDTA-2H.0 50,0 g-250 mL"

ZnS047H20 22,0 g-100 mL-"

H3:BO- 11,4 g-200 mL-"

MnCl;-4H.0 5,06 g-50 mL-" 10mL

FeS04:7H.0 4,99 g-50 mL-" ’

CoCl;:6H.0 1,61 g-50 mL-"

CuS04-5H20 1,57 g-50 mL"

(NH4)sMoO3 1,10 g-50 mL"

CH3;COOHNa-3H-.0 300,0¢g 5,0 mL

FONTE: Culture collection of Cryophilic Algae (CCCryo).

TABELA 5 - COMPOSICAO DO MEIO DE CULTIVO TAP-S (TRIS-ACETATE-PHOSPHATE

FREE EN SULFUR).

Concentragdo em Solugao

Quantidade para 1.000 mL

Componentes Estoque de meio
NH4CI 100,0 g
MgCl,-7H20 4049 5,0 mL
CaCl>-2H20 2049
K2HPO4 28,8 g-100 mL-"
KH2PO, 14.4 g-100 mL" 5.0 mL
Na;EDTA-2H,0 50,0 g-250 mL-"
ZnCl>-7H20 22,0 g-100 mL-"
H;BO; 11,4 g-200 mL"
MnCl;-4H,0 5,06 g-50 mL"" 10mL
FeCl,-7H,0 4,99 g-50 mL" ’
CoCl,-6H,0 1,61 g-50 mL"
CuCl2:5H20 1,57 g-50 mL"
(NH4)sMoO3 1,10 g-50 mL-!
CH3COOHNa-3H.0 300,0g 5,0 mL

FONTE: Culture collection of Cryophilic Algae (CCCryo).

Os ind6culos foram mantidos em condicdo controladas de luz,
temperatura, umidade e concentracdo de didoxido de carbono respectivamente
(125 ymol, 22 °C, 36% e 356 PPM), pelo periodo de 7 dias, sem a adigéo de
COg, através de aeragado do sistema. Ao fim deste periodo o in6culo foi

adicionado ao meio TAP livre de enxofre (TAP-S).

4.3.2. Quantificagao do Hidrogénio

A quantificacdo do hidrogénio produzido foi realizada pela leitura do

gas em um sistema de aquisicao de dados utilizado nos experimentos durante
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a coleta quantitativa de dados, é constituido de um computador contendo duas
placas da National Instruments, uma de controle e outra de Multimetro, capaz
de realizar 60 leituras por segundo de dados com tensédo (AC e DC), corrente
(AC e DC) e/ou medicdo de resisténcia em dois, trés ou quatro fios. Por
intermédio da placa multimetro sao realizadas as leituras de todo o conjunto de
sensores instalados. O armazenamento e a manipulacdo dos dados sao
realizados por programa desenvolvido no LABVIEW (DIAS, 2017).

A medicao de temperatura foi realizada por termistores do modelo 521-
3dc, fabricado pela Nova Etica, com faixa de registro de temperatura de -40 °C
a 200 °C, com resolucdo de leitura de 0,1 °C. Equipamento certificado e
calibrado RBC e com validacéao fisica, referente a distribuicdo de temperatura
em sua cuba, com relatorio emitido pelo fabricante. Para a medicdo das
concentragdes de H: foi utilizado um sensor de hidrogénio modelo TGas-1031-
H2 (Globe Instruments). O sensor apresenta capacidade de leitura até 2027
ppm de H2 com incerteza de +2 ppm por leitura. A FIGURA 9, mostra o
esquema de montagem do aparato de leitura e quantificacdo do hidrogénio

produzido com a metodologia desenvolvida.

FIGURA 9 - ESQUEMA DA MONTAGEM DO EXPERIMENTO PARA PRODUGCAO E
QUANTIFICACAO DE HIDROGENIO.

. o Sistema de
Agitador Magnético Aquisicio de Dados

FONTE: O AUTOR.
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5. RESULTADOS

Os resultados sao apresentados seguindo a divisdo apresentada nos

objetivos especificos para a elaboragéo desta dissertacao.

5.1. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE MICROALGAS
5.1.1. Analise Morfologica

A analise morfologica realizada através de microscopia, mostrou
caracteristicas gerais compartilhadas pelos géneros Scenedesmus e
Acutodesmus, como células ovais ou cilindricas com poélos obtusos ou
truncados, sem espinhos, em coenobios planos ou ligeiramente curvos e
paredes celulares lisas (KRIENITZ; BOCK, 2012). Tais caracteristicas podem
ser observadas nas imagens apresentadas na FIGURA 10. A plasticidade nas
caracteristicas morfologicas desses géneros reforca a necessidade de mais
estudos para a correta classificagdo das espécies neste grupo po analise
molecular (LURLING, 2003).

FIGURA 10 - IMAGENS OBTIDAS EM MICROSCOPIA DAS LINHAGENS DE MICROALGAS
ISOLADAS.

rﬁ

FONTE: O Autor.
NOTA: A — Isolado MA-1; B — Isolado MA-2; C - Isolado MA-3 e D — Isolado MA-4
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5.1.2. Purificacao e ldentificagao

As linhagens obtidas, com a aplicagdo da metodologia de diluigao
seriada, foram submetidas a cultivo em meio liquido para obtencdo de

biomassa e consequente purificagdo do DNA genémico.

ApOs a aplicagédo do kit de purificagdo do DNA gendmico os valores
referentes a quantificagdo do DNA obtido sdo apresentados na TABELA 6.
Além disso, o DNA genbmico estd em qualidade suficiente para o uso em
sequenciamento, ou seja, sem proteinas e integro como pode ser visualizado
na FIGURA 11.

TABELA 6 - RESULTADOS OBTIDOS EM QUANTIFICAGAO POR NANODROP, E DILUIGAO
APLICADA.

LINHAGEM  CONCENTRAGAO (ng/pL) A (nm) RAZAO  DILUICAO
MA-1 139,1 260/280 1,89 10:40
MA-2 35,8 260/280 1,77 -
MA-3 71,4 260/280 1,69 10:20
MA-4 113,7 260/280 1,88 10:40

FONTE: O autor.

FIGURA 11 - DNA GENOMICO DOS 4 MORFOTIPOS DAS LINHAGENS DE MICROALGAS
PROVENIENTES DO INOCULO DO NPDEAS.

Marcador MA-1 MA-2 MA-3 MA-4

- — gy

o=

FONTE: O Autor
NOTA: Eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampao TBE 1x. Marcador hind.

A PCR dos 4 morfotipos obtidos apresentou banda unica do tamanho

esperado para os primes utilizados, 1000 bp FIGURA 12.
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FIGURA 12 - PRODUTO DA REACAO DE PCR DOS 4 MORFOTIPOS DA LINHAGEM DE
MICROALGA PROVENIENTES DO INOCULO DO NPDEAS.

Marcador MA-1 MA-2 A3

FONTE: O Autor.
NOTA: Gel de agarose 1,5% corado com GelRed. Marcador lader.

As sequéncias de ITS obtidas foram comparadas com as sequéncias
depositadas no banco de dados genbank e apresentaram 100% de similaridade
com a sequéncia da espécie tipo Acutodesmus obliquus. A analise de maxima
verossimilhanca utilizando as sequéncias de referencia pertencentes ao género
Acutodesmus, confirmou os isolados como pertecendo a espécie A. obliquus

(FIGURA 13). A espécie Chlorella vulgaris foi utilizada como grupo externo.



FIGURA 13

47

- ARVORE FILOGENETICA DE MAXIMA VEROSSIMILHANGA (ML)
CONSTRUIDA A PARTIR DE DADOS DE SEQUENCIAS QUE ABRANGEM REGIOES DE
DNA RIBOSSOMAL ITS1, 5.8S E ITS2.
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JQ082329.1|_Acutodesmus_bernardii_strain_CCAP_276/38
EU729732.1|_Acutodesmus_obliquusBR2
AJ249507.1|_Acutodesmus_obliquus_UTEX 2630
AJ249506.1|_Acutodesmus_obliquus_strain_UTEX 1450
JQ082318.1|:1-872_Acutodesmus_obliquus_strain_CCAP_276/48
JQ082319.1|:1-877_Acutodesmus_obliquus_strain_CCAP_276/49
JQ082313.1|_Acutodesmus_distendus_strain_CCAP_276/37
JQ082329.1|:1-805_Acutodesmus_bernardii_strain_CCAP_276/38
MA2

AJ249508.1|_Acutodesmus_obliquusUTEX 72

2111 MA3

MA4

MA1
JQ082312.1|:1-877_Acutodesmus_acuminatus_strain_CCAP_276/30
- AJ249511.1|_Acutodesmus_acuminatus_utex415
JQ082330.1|:12-757_Acutodesmus_acuminatus_strain_Krienitz_1979-344

Q

AJ237949.1|_Acutodesmus_acuminatus

I- JQ082324.1|:1-872_Acutodesmus_obliquus_strain_CCAP_276/57
- DQ417568.1|_Acutodesmus_obliquus_isolate_Tow_9/21_P-1W
. AY510466.1|_Acutodesmus_dissociatus_isolate_UTEX_1537
JQ082317.1|:1-879_Acutodesmus_obliquus_var._dactylococcoides_strain_ CCAP_276/43
«{ JQ082316.1|:1-880_Acutodesmus_obliquus_var._dactylococcoides_strain_CCAP_276/42
JQ240286.1|_Acutodesmus_obliquus_var._dactylococcoides_strain_SAG_2326

— AJ237950.1|_Acutodesmus_wisconsinensis

— AY510474.1|_Acutodesmus_deserticola_isolate_BCP-EM2-VF3

23
||- JQ082326.1|:1-836_Acutodesmus_reginae_strain_CCAP_276/66

N
o

AJ237951.1|_Acutodesmus_reginae
JQ082325.1|:1-867_Acutodesmus_nygaardii_strain_CCAP_276/62

951 JQ082320.1|:1-848_Acutodesmus_nygaardii_strain_CCAP_276/50
— JQ240282.1|_Acutodesmus_bernardii_strain_CCAP_276/34
L JQ082322.1|:1-875_Acutodesmus_distendus_strain_CCAP_276/52

AY510468.1|_Acutodesmus_bajacalifornicus_isolate_BCP-LG2-VF16
88 [ AY170856.1|_Scenedesmus_hindakii_strain_SAG_47.86_5.8S
AY170858.2|_Scenedesmus_obtusus_strain_Hegewald_1980-9_5.8S
AJ237952.1|_Scenedesmus_raciborskii_strain_An_1996-5
JQ240284.1|_Desmodesmus_armatus_strain_SAG_2329
AJ400503.1|_Desmodesmus_communis_var._recta
60 AF349725.1|_Desmodesmus_pirkullei
AY510465.1|_Scenedesmus_rotundus_isolate_ BCP-SEV3-VF49

| FJ436342.1|_Hylodesmus_singaporensis_strain_CAUP_H_8001

0.1

FONTE: O Autor.
NOTA: A barra, 0,1 é o valor de substituicdes por nucleotideos e os valores mostrados nos

bragos da arvore indica o bootstrap expresso em valores de porcentagem. Chlorella vulgaris foi
utilizada como outgroup

ol FJ715936.1|_Hylodesmus_singaporensis_strain_E4-g

KP645228.1|_Chlorella_wlgaris_strain_UTEX 395
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5.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS

5.2.1. Producéao de Extratos

As concentragdes de metabdlitos secundarios em diferentes meios de
cultivo sdo apresentadas na TABELA 7. Extratos produzidos a partir da
biomassa microalgal apresentaram o maior rendimento massico, superior a
50% em relacdo a fase de meio de cultivo residual para os trés meios de
cultivos investigados.

O melhor rendimento foi obtido a partir do cultivo em meio TAP (41, 24
e 22 mg de extrato obtido em cada repeticdo), seguido do meio alternativo e

em ultimo no meio CHU

TABELA 7 - RENDIMENTO MASSICO DOS EXTRATOS OBTIDOS COM OS MEIOS DE
CULTIVO CHU, TAP E CULTIVO EM MEIO ALTERNATIVO.

Meio de Cultio Biomassa Cultivo Residual
21 mg 6 mg
Meio CHU 21 mg 14 mg
22 mg 11mg
41 mg 24mg
Meio TAP 24 mg 14mg
22 mg 15 mg
20 mg 15 mg
Meio Alternativo 23 mg 11 mg
21 mg 12 mg

FONTE: O autor.

A producao de extratos ocorreu em triplicata para cada meio de cultivo
(CHU, TAP e meio alternativo), os extratos produzidos foram utilizados em
teste de difusdo em disco para verificar a atividade antibacteriana contra
patdgenos clinicos.

Os valores de rendimento massico dos extratos, apresentados na
TABELA 7, foram utilizados na construgdo da representagdo grafica
apresentada na FIGURA 14, onde podemos visualizar que o redimento
massico obtido a partir da biomassa microalgal cultivada em meio TAP,
apresentou os melhores resultados, seguido com os valores obtidos com os

extratos de biomassa cultivados em meio alternativo e meio CHU.
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FIGURA 14 - RENDIMENTO MASSICO DOS EXTRATOS OBTIDOS COM OS MEIOS DE
CULTIVO CHU, TAP E CULTIVO EM MEIO ALTERNATIVO.

CB -Meio CHU - Biomassa
CC - Meio CHU - Cultivo Residual
TB - Meio TAP - Biomassa
TC - Meio TAP - Cultivo Residual

o
o
]

IS
=)
1

AB - Meio Alternativo - Biomassa

AC - Meio Alternativo - Cultivo Residual

N w
o o
1 1

Rendimento massico (mg)
=
L

o
L

cB ccC B TC AB AC

Meio de Cultivo - Fase do Cultivo

FONTE: O autor.
NOTA: Os rendimentos massicos dos extratos obtidos com as respectivas barras de erro
utilizadas para indicar a incerteza em um valor.

5.2.2. Atividade Antibacteriana contra Patdégenos Clinicos — Teste de difuséo

em disco

A atividade biologica frente a acdo antibacteriana contra patdégenos
clinicos, foi avaliada através do teste de difusdao em disco. O qual foi realizado
em ftriplicata para cada linhagem de patégeno. A TABELA 8 mostra os
resultados das placas de cultivo apds 24 horas de cultivo, onde os valores dos

halos de inibicao formados foram mensurados.

TABELA 8 - IMAGENS DO TESTE DE DIFUSAO EM DISCO REALIZADO COM EXTRATOS
METABOLICOS.

Patégeno

Clinico Controle Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3

MRSA

S. aureus
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E. faecalis

E. cloacae

A. baumannii

E. coli

KPC

P. aeruginosa

S. maltophilia

C. albicans

Fonte: O autor.

Os valores referentes aos halos de inibicdo formados no teste de

difusdo em disco realizados com as duas fases de cultivo (biomassa e cultivo
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residual) feito com os meios CHU, TAP e Meio de cultivo alternativo, sao
apresentados na TABELA 9.

Com os valores apresentados foi possivel realizar a contrugcdo dos
graficos apresentados na sequencia. A FIGURA 15, apresenta os graficos
referentes aos valores médios dos halos de inibicdo e respectivas barras de
significancia, para cada linhagem de patégeno clinico: MRSA, Enterobacter
cloacae, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus e KPC (Klebsiella
pneumoniae Carbapenemase). E a FIGURA 16, apresenta os graficos
referentes aos valores médios dos halos e respectivas barras de significancia,
para as linhagens de patdégenos Candida albicans, Stenotrophomonas
maltophilia, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Enterococcus

faecalis.
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TABELA 9 - VALORES DE HALOS DE INIBIGAO PARA TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS DE MICROALGAS PRODUZIDOS EM
DIFERENTES MEIOS DE CULTIVO FRENTE A PATOGENOS CLINICOS.

Patégeno Clinico Meio CHU Meio TAP Meio Alternativo

Biomassa Cultivo residual Biomassa Cultivo residual Biomassa Cultivo residual

Gram-positiva MRSA 9,67+0,71 mm 9,78+2,11 mm 8,78%£1,20 mm 10,444£1,51 mm 12,11£1,76 mm 11,67£1,58 mm
Gram-positiva S. aureus 10,2241,48 mm 8,22+1,56 mm 9,55£1,13 mm 9,22+1,09 mm 13,00£1,50 mm 16,00+1,12 mm
Gram-positiva E. faecalis 10,83£2,00 mm 10,894£1,45 mm 11,00£0,0 mm 11,00£0,87 mm 10,22+1,72 mm 13,00+2,12 mm
Gram-negativa E. cloacae 10,56%£1,24 mm 11,8942,03 mm 11,56£1,42 mm 12,00£1,23 mm 12,67£0,50 mm 11,00£0,87 mm
Gram-negativa A. baumannii 9,11+£1,76 mm 9,22+1,39 mm 8,22+1,48 mm 10,78+1,64 mm 11,89+1,17 mm 10,67+1,58 mm
Gram-negativa E. coli 10,67+1,80 mm 9,45+2,24 mm 11,33£0,87 mm 11,22+0,67 mm 13,00£2,24 mm 11,67£2,12 mm
Gram-negativa KPC 9,89+£1,05 mm 9,45+1,94 mm 10,11+1,36 mm 10,56+1,01 mm 14,00+1,12 mm 11,00+£1,41 mm
Gram-negativa P. aeruginosa 11,00£0,87 mm 10,22+1,64 mm 11,00£1,80 mm 10,22+1,09 mm 13,67£2,00 mm 13,00£2,24 mm
Gram-negativa S. maltophilia 11,67+1,94 mm 9,11+2,15 mm 11,2240,83 mm 10,4441,13 mm 12,00+1,87 mm 13,67+2,18 mm
Fungo C. albicans 9,224+1,99 mm 8,00£1,73 mm 10,78+1,39 mm 10,44+1,94 mm 11,67+1,73 mm 15,00£1,12 mm

FONTE: O Autor.

NOTA: Média + desvio padrdo. MRSA - Controle positivo (Oxacilina 1ug/disco): 27,0 £+ 2,5 mm; Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. Enterobacter cloacae -
Controle Positivo (Meropenem 10ug/disco): 25,0 £ 1,0 mm; Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. Acinetobacter baumanni - Controle positivo (Vancomicina
30ug/disco): 0,0 mm e (Meropenem 10ug/disco): 13,0 = 1,5 mm; Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. Staphylococcus aureus meticilina sensivel - Controle
positivo (Oxacilina 6pg/disco): 30,0 £ 3,1 mm; Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. KPC - Controle positivo (Meropenem 10ug/disco): 14,0 £ 2,1 mm;
Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. Candida albicans - Controle positivo (Anfotericina B 5ug/disco): 20,0 + 5,0 mm; Controle negativo (Metanol): 0,0 mm.
Stenotrophomonas malthophilia - Controle positivo (Meropenem10ug/disco): 38,0 £ 7,0 mm; Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. Pseudomonas aeruginosa
- Controle positivo (Meropenem 10ug/disco): 34,0 £ 3,5 mm; Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. Escherichia coli - Controle positivo (Ampicilina 10ug/disco):
32,0 £ 2,5 mm; Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. Enterococcus faecalis — Controle Positivo (Vancomicina 30 pg/disco): 15,0 = 3,0 mm; Controle negativo
(Metanol): 0,0 mm.
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FIGURA 15 - GRAFICOS REFERENTES AS MEDIAS DOS VALORES DOS HALOS DE
INIBIGAO PARA CADA LINHAGEM DE PATOGENOS CLINICO.
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FONTE: O Autor.
LEGENDA: A — MRSA; B - Enterobacter cloacae; C - Acinetobacter baumannii; D -
Staphylococcus aureus e E - KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase).
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FIGURA 16 - GRAFICOS REFERENTES AS MEDIAS’ DOS VALORES DOS HALOS DE
INIBICAO PARA CADA LINHAGEM DE PATOGENOS CLINICO.
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FONTE: O Autor.
LEGENDA: A — Candida albicans; B - Stenotrophomonas maltophilia; C - Pseudomonas
aeruginosa; D - Escherichia coli e E - Enterococcus faecalis.



cultivo de biomassa microalgal
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A FIGURA 17 apresenta todos os valores obtidos para cada fase do

com o0s respectivos meios de cultivo

pesquisados. Os resultados sdo separados por linhagem de patdgeno clinico e

por fase de cultivo.

FIGURA 17 - GRAFICO REFERENTE A MEDIA DOS VALORES DOS HALOS DE INIBIGAO

PARA CADA MEIO DE CULTIVO E FASE DE CULTIVO E A RESPECTIVA
LINHAGEM DE PATOGENO CLINICO UTILIZADA NO TESTE.
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Linhagens de patégenos / extrato

CB1-Meio CHU - Biomassa - MRSA
CC1-Meio CHU - Cultivo Residual - MRSA
TB1-Meio TAP -Biomassa - MRSA
TC1-Meio TAP - Cultivo Residual - MRSA
AB1 - Meio Alternativo - Biomassa - MRSA
AC1 - Meio Alternativo - Cultivo Residual - MRS A

CB2 -Meio CHU - Biomassa - E. cloacae

CC2 -Meio CHU - Cultivo Residual - E. cloacae
TB2 - Meio TAP - Biomassa - E. cloacae

TC2 - Meio TAP - Cultivo Residual - E. cloacae
AB2 - Meio Alternativo - Biomassa - E. cloacae
AC2 - Meio Alternativo - Cultivo Residual - E. cloacae
CB3 -Meio CHU -Biomassa - A. baumannii

CC3 -Meio CHU - Cultivo Residual - A. baumannii
TB3 - Meio TAP - Biomassa - A. baumannii

TC3 - Meio TAP - Cultivo Residual - A. baumannii
AB3 - Meio Alternativo - Biomassa - A. baumannii

AC3 - Meio Alternativo - Cultivo Residual - A. baumannii
CB4 - Meio CHU - Biomassa - S. aureus

CC4-Meio CHU - Cultivo Residual - S. aureus
TB4 - Meio TAP - Biomassa - S. aureus

TC4 - Meio TAP - Cultivo Residual - S. aureus
AB4 - Meio Alternativo - Biomassa - S. aureus

AC4 - Meio Alternativo - Cultivo Residual - S. aureus
CB5 - Meio CHU - Biomassa - KPC

CC5 - Meio CHU - Cultivo Residual - KPC

TB5 - Meio TAP - Biomassa - KPC

TC5 - Meio TAP - Cultivo Residual- KPC

AB5 - Meio Alternativo - Biomassa - KPC

AC5 - Meio Alternativo - Cultivo Residual - KPC

FONTE: O autor

CB6 - Meio CHU - Biomassa - C. albicans

CC6 - Meio CHU - Cultivo Residual - C. albicans
TB6 - Meio TAP - Biomassa - C. albicans

TC6 - Meio TAP - Cultivo Residual - C. albicans
AB6 - Meio Alternativo -
AC6 -
CB7 - Meio CHU - Biomassa - S. maltophilia

Biomassa - C. albicans

Meio Alternativo - Cultivo Residual - C. albicans

CC7 -Meio CHU - Cultivo Residual - S. maltophilia
TB7 - Meio TAP - Biomassa - S. maltophilia

TC7 -Meio TAP - Cultivo Residual - S. maltophilia
AB7 - Meio Alternativo - Biomassa - S. maltophilia

AC7 - Meio Alternativo - Cultivo Residual - S. maltophilia
CB8 - Meio CHU - Biomassa - P. aeruginosa

CC8 -Meio CHU - Cultivo Residual - P. aeruginosa

TB8 - Meio TAP - Biomassa - P. aeruginosa

TC8 - Meio TAP - Cultivo Residual - P. aeruginosa

AB8 - Meio Alternativo - Biomassa - P. aeruginosa

AC8 - Meio Alternativo - Cultivo Residual - P. aeruginosa
CB9 - Meio CHU - Biomassa - E. coli

CC9 -Meio CHU - Cultivo Residual - E. coli

TB9 - Meio TAP - Biomassa - E. coli

TC9 - Meio TAP - Cultivo Residual - E. coli

E. coli

AC9 - Meio Alternativo - Cultivo Residual - E. coli

CB10 - Meio CHU - Biomassa - E. faecalis

CC10 -Meio CHU - Cultivo Residual - E. faecalis

TB10 - Meio TAP - Biomassa - E. faecalis

TC10 - Meio TAP - Cultivo Residual - E. faecalis

AB9 - Meio Alternativo - Biomassa -

AB10 - Meio Alternativo - Biomassa - E. faecalis

AC10 - Meio Alternativo - Cultivo Residual - E. faecalis

Com os dados obtidos foram possiveis também realizar comparacdes

entre as agdes dos extratos produzidos entre bactéricas do tipo gram-negativa
e gram-positivas. Desta forma as Figuras FIGURA 18, FIGURA 19 e FIGURA

20, apresentam essas comparagdes com as respectivas significancias.
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FIGURA 18 - GRAFICOS REFERENTES AS MEDIAS DOS VALORES DOS HALOS DE
INIBIQAO PARA O PATOGENO CLINICO MAB1 EM RELAGAO AOS
PATOGENOS CLINICOS MAB (2, 3,5, 7, 8, 9).
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FONTE: O Autor.

LEGENDA: A — Comparacéo entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em
meio CHU, entre MAB1 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); B - Comparacéo entre os extratos produzidos
com o cultivo residual de microalgas em meio CHU, entre MAB1 e MAB (2, 3, 5,7, 8, 9); C -
Comparacao entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em meio TAP, entre
MAB1 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); D - Comparagéo entre os extratos produzidos com o cultivo
residual de microalgas em meio TAP, entre MAB1 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); E - Comparagéo
entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em meio alternativo, entre MAB1 e
MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9) e F - Comparacéo entre os extratos produzidos com o cultivo residual de
microalgas em meio alternativo, entre MAB1 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9);
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FIGURA 19 - GRAFICOS REFERENTES AS MEDIAS DOS VALORES DOS HALOS DE
INIBIQAO PARA O PATOGENO CLINICO MAB4 EM RELAGCAO AOS
PATOGENOS CLINICOS MAB (2, 3,5, 7, 8, 9).

Diametro de inibigao (mm)

N
o
1

@
1

B
1

S S
PN
»\0 .\O .\O
AR
£ 207
£
2 154
°
2
£ 404
L3
°
2
s %
13
<
2 o0
N
b"e
-0 ,\o&
k3 K3
Q Q
PAABEA A
»‘O \0 \0
AR S
£ 207
E
2 157
2
2
£ 404
©
o
o
Fy
E
<
2 o
N
>
9
,b@
¢ o°
L <
S S S
-0 -0 S
‘x‘e éQa §0

FONTE: O Autor.
LEGENDA: A — Comparacéo entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em
meio CHU, entre MAB4 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); B - Comparacéo entre os extratos produzidos
com o cultivo residual de microalgas em meio CHU, entre MAB4 e MAB (2, 3, 5,7, 8, 9); C -
Comparacao entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em meio TAP, entre
MAB4 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); D - Comparacéo entre os extratos produzidos com o cultivo
residual de microalgas em meio TAP, entre MAB4 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); E - Comparagéo
entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em meio alternativo, entre MAB4 e
MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9) e F - Comparacéo entre os extratos produzidos com o cultivo residual de
microalgas em meio alternativo, entre MAB4 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9);
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FIGURA 20
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GRAFICOS REFERENTES AS MEDIA,S DOS VALORES DOS HALOS DE
INIBICAO PARA O PATOGENO CLINICO MAB10 EM RELAGCAO AOS
PATOGENOS CLINICOS MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9).
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FONTE: O Autor.
LEGENDA: A — Comparacéo entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em
meio CHU, entre MAB10 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9),; B - Comparagéo entre os extratos produzidos
com o cultivo residual de microalgas em meio CHU, entre MAB10 e MAB (2, 3, 5,7, 8, 9); C -
Comparacao entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em meio TAP, entre
MAB10 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); D - Comparagao entre os extratos produzidos com o cultivo
residual de microalgas em meio TAP, entre MAB10 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9), E - Comparagao
entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em meio alternativo, entre MAB10 e
MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9) e F - Comparagao entre os extratos produzidos com o cultivo residual de
microalgas em meio alternativo, entre MAB10 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9);
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A atividade contra a bactéria gram-positiva, S. aureus resistente a
meticilina (MAB1), apresenta os resultados obtidos variando de 7,58 a 13,87
mm, com os melhores resultados observados para os extratos produzidos a
partir da biomassa e do cultivo residual obtidos com o cultivo em meio de
cultivo alternativo. Com relagdo ao patdgeno clinico E. cloacae (MAB2),
bactérica gram-negativa, os resultados obtidos variaram de 9,32 a 13,98 mm,
com o melhor resultado observado para o extrato produzido a partir da
biomassa microalgal obtida com o cultivo em meio alternativo. A linhagem
gram-negativa A. baumannii (MAB3), mostrou zonas de inibigdo que variaram
entre 6,74 e 13,06 mm, com o melhor resultado observado para o extrato
produzido a partir da biomassa microalgal obtida com o cultivo em meio
alternativo. Com relagdo ao patdgeno clinico S. aureus sensivel a meticilina
(MAB4), bactérica gram-positiva, os resultados obtidos variaram de 6,66 a
17,12 mm, com os melhores resultados observados para os extratos
produzidos a partir da biomassa e do cultivo residual obtidos com o cultivo em
meio alternativo. A linhagem gram-negativa KPC (MABS5), mostrou zonas de
inibicdo que variaram entre 7,51 e 15,12 mm, com o melhor resultado
observado para o extrato produzido a partir da biomassa microalgal obtida com
o cultivo em meio alternativo.

As bactérias gram-negativas C. albicans (MAB6) e S. maltophilia
(MAB7), apresentaram os melhores resultados com os extratos obtidos a partir
do cultivo residual provenientes do cultivo com meio alternativo, com valores de
diametro de inibicdo, respectivamente, entre 6,27 e 16,12 mm e entre 6,96 e
15,85 mm. As linhagens patogénicas P. aeruginosa (MAB8) e E. coli (MAB9),
também gram-negativas, apresentaram, os melhores resultados com os
extratos obtidos a partir da biomassa microalgal proveniente do cultivo com
meio alternativo, com valores de diametro de inibicdo, respectivamente, entre
8,58 e 15,67 mm e entre 7,21 e 15,24 mm. E por fim a linhagem patogénica,
gram-positiva, E. faecalis (MAB10) apresentou os melhores resultados com
relacdo a formagao de halos de inibicdo com o extrato obtido a partir do cultivo
residual também proveniente do cultivo em meio alternativo, com valores de
diametro de inibicao, entre 8,50 e 15,12 mm.

Com relagdo a comparagdo entre o grupos gram-positivos e gram
negativos dos patdégenos clinicos utilizados, podemos observar, segundo os
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graficos realizados comparando cada linhagem de bactéria gram-positiva
MAB1 (FIGURA 18), MAB4 (FIGURA 19) e MAB10 (FIGURA 20), com as
linhagens de bactérias gram-negativa (MAB2, MAB 3, MAB5, MAB7, MABS8 e
MAB9),para cada fase do cultivo em cada um dos meios, que em sua quase
totalidade que os valores de inibigdo para as linhagens gram-negativas sao
maiores e do que para as linhagens gram-positivas. Comprovando assim a
maior acao de todos os extratos frente a bactérias gram-negativas, do que em

relagdo a linhagens gram-positivas.

5.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA DOS EXTRATOS

Ao fim do periodo de 48 horas de experimento, foi realizada a
contagem das larvas que atendiam aos critérios de mortalidade. Os valores

coletados sao apresentados na TABELA 10.

TABELA 10 - DADOS OBTIDOS APOS 48 HORAS DE TRATAMENTO, NO EXPERIMENTO
DE EXTRATO DE BIOMASSA DE MICROALGA CULTIVADO EM MEIO ALTERNATIVO.

Cc:ir;cz)r(\tt::tg:o Repeticao Repeticao Repeticao Médi da % da
1 2 3 Mortalidade | Mortalidade
(pPm)
0 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0
300 4 3 0 2,3 12
500 8 2 9 6,3 32

Fonte: O autor.

A partir dos dados coletados, através dos tratamentos estatisticos, foi

possivel

determinar a dose

letal

apresentados na TABELA 11.

LC50. Os valores determinados sao

TABELA 11 - CONVERSAO DOS VALORES EM FUNGAO LOGARITMICA E OBTENGAO
DOS VALORES PROBABILISTICOS.

Concentragao Concentragao % da Mortalidade Valt.)fes.
(ppm) (log) probabilisticos
100 2 0 -
300 2,477121255 12 3,82
500 2,698970004 32 4,63

Fonte: O autor.
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O valor do LC50 foi determinado através dos valores obtidos pela
regressao linear simples dos dados contidos na TABELA 11. Os valores dos
coeficientes obtidos foram os valores de intersecdo e variavel x,
respectivamente, b = 3,65113619707452 e a = -5,22430707764961. Utilizando

a formulacao de equacéao de primeio grau (v = ax + b), com o valor da variavel,
v, igual a 5, pois é o valor de LC50 a ser determinado. Assim sendo,

substituindo os valores na equagao, encontramos o valor de LC50 para o
extrato testado de 632 ppm
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5.4. PRODUGAO DE HIDROGENIO

A avaliagdo da producgao de hidrogénio foi realizada em duplicata com
a linhagem de Tetradesmus obliquus (=Acutodesmus obliquus) (LGMMO00O01).
Resultados positivos também foram observados para a linhagem de
Chlamydomonas reinhardtii (CC-125, linhagem obtida Chlamydomonas
Resource Center), utilizada como controle, e também realizada em duplicata.
Os valores de concentragcédo celular, do inéculo representando o momento
inicial do experimento e os valores do fim do experimento, foram mensurados.
Em todos os experimentos os valores de concentracao celular ficaram em torno
de 104, tanto para o inicio dos experimentos quanto ao final. Para a linhagem
LGMMOO001 os valores médios iniciais e finais de concentragao celular ficaram,
respectivamente, em torno de 4,025-10% e 3,255-10* células/mL. E para a
linhagem CC-125 os valores médios iniciais e finais de concentracao celular
ficaram, respectivamente, em torno de 10,785-10% e 7,24:-10* células/mL. Os

valores para cada repeticao realizada sdo apresentados na TABELA 12.

TABELA 12 - VALORES DE CONCENTRAGAO CELULAR DO TEMPO INICIAL E FINAL DA
PRODUCAO DE HIDROGENIO.

= - CONCENTRACAO CONCENTRACAO
REPETICAO | ESPECIE DE MICROALGA | \\6cyL0 (células/ml) | FINAL (células/mL)
1A Acutodesmus obliquus 4.81-104 4,01-104
1B Chlamydomonas reinhardftii 2,97-104 4,48-104
2A Acutodesmus obliquus 3,24-104 2,50-10*
2B Chlamydomonas reinhardtii 1,86-105 1,00-10°

FONTE: O autor.

5.4.1. Quantificacdo de Hidrogénio

Os valores referentes a concentragao de hidrogénio produzido (mg/m?3)
foram utilizados para construir os graficos apresentados na FIGURA 21,
referente a linhagem LGMMO0001 de A. obliquus e da linhagem CC-125 de C.
reinhardtii. As curvas desenhadas representam o padrdo de producédo de
hidrogénio em relagao ao tempo (em dias), em cada dia de produgéo para cada

linhagem os pontos apresentam barra de erro.
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FIGURA 21 - VALORES OBTIDOS COM OS EXPERIMENTOS UTILIZANDO A LINHAGEM DE
Tetradesmus obliquus (=Acutodesmos obliquus) e Chlamydomonas reinhardlii.
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FONTE: O autor.

Conforme metodologia descrita sdo apresentadas graficamente na
FIGURA 21 os resultados experimentais de producdo de hidrogénio pelas
microalgas Acutodesmus obliquus (=Tetradesmus obliquus) e Chlamydomonas
reinhardtii linhagem CC125. A variagcdo mais acentuada é observada nos
primeiros 4 (quatro) dias de maxima produc¢ao do ciclo anaerébico. Os dados
obtidos experimentalmente foram utilizados em tese de doutorado para validar

modelo matematico. A comparacgao entre as duas metodologias é apresentada
na FIGURA 22.

FIGURA 22 - COMPARACAO ENTRE MODELO MATEMATICO DE PRODUGCAO DE
HIDROGENIO AJUSTADO E VALORES EXPERIMENTAIS PARA Tetradesmus obliquus
(=Acutodesmus obliquus) e Chlamydomonas reinhardtii (CC125).
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LEGENDA: Grafico A - Tetradesmus obliquus (=Acutodesmus obliquus). Grafico B -
Chlamydomonas reinhardtii (CC125).
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6. DISCUSSAO

6.1. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE MICROALGAS

O interesse no cultivo de microalgas com aplicagbes industrial e
académica pode ser classificado como recente, e apresenta um relativo
aumento no numero de pesquisas e investimentos nas ultimas décadas
(CORREA et al., 2017). Tais aplicagdes sdo em especial em relagcdo ao
potencial de produgéo de energias renovaveis, assim como devido ao potencial
de producdo de produtos de elevado valor agregado. Tais interesses aliados
com o potencial de conversao de poluentes e/ou dejetos apresentados por
algumas espécies de microalgas, tornam de maior interesse a construgao de
processos que permitam o tratamento e resultem em produtos que sejam
viaveis econémica e energeticamente (ZHU, 2015).

Para tanto a identificacdo adequada das espécies que propicie o
conhecimento dos potenciais genéticos que determinada espécie pode
alcangar pode ajudar a estabelecer um processo que seja viavel energética e
economicamente. A identificagdo da linhagem utilizada nos FBRs do NPDEAS
(LGMMO0O001) iniciou com o isolamento de colbnias a partir de uma amostra
disponibilizada, através de técnicas de microbiologia. Colbnias foram
selecionadas por apresentarem inicialmente diferengas morfologicas, como
coloragao e contornos dos bordos das colénias, o que indicava a possibilidade
da existéncia de diferentes morfotipos. Os isolados apresentaram
caracteristicas gerais compartilhadas pelos géneros Scenedesmus e
Acutodesmus, como células ovais ou cilindricas com polos obtusos ou
truncados, sem espinhos, em coenobios planos ou ligeiramente curvos e
parede celular lisa (KRIENITZ; BOCK, 2012), como apresentado na Figura 6.
Devido a plasticidade morfolégica apresentada por estes organismos
(LURLING, 2003) um numero significativo de espécies, descritas com base em

caracteristicas morfoldgicas, esta em revisao.
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Inimeros autores realizaram estudos de identificacdo em nivel de
espécie utilizando o sequenciamento da regido ITS para microalgas (AN et al.,
1999; TIMMINS et al., 2009; HEGEWALD et al., 2003, 2013; FERRIGO et al.,
2014). Apenas a regiao do ITS 2 ja foi utilizada por Chen e colaboradores como
barcode de DNA para plantas, sendo capaz de identificar amostras de
diferentes familias de grupos taxonémicos proximos (CHEN et al., 2010). Chen
e colaboradores concluiram, utilizando apenas a regido do ITS2, que em 6.685
amostras contendo 4.800 espécies diferentes, as analises apresentaram
porcentagens de identificacdo de 92,7% em nivel de espécie e 99,8% em nivel
de género, mostrando assim alto grau de confiabilidade na utilizagdo da regido
do ITS2 para estudos de analise filogenética.

As sequéncias da regiao ITS1, 5.8S, ITS2 e 729 pb, dos isolados, a
analise apresentaram 100% de semelhancga entre as sequéncias dos isolados e
as sequéncias das espécies de Scenedesmus rotundus (AY510465.1) e
Acutodesmus obliquus UTEX 72 (AJ249508.1) obtidas na base do GenBank. A
linhagem UTEX 72 foi descrita pela primeira vez como Scenedesmus obliquus
com base apenas em dados morfologicos, e apds analises filogenéticas, foi
proposto que esta linhagem fosse reclassificada no género Acutodesmus e
espécies A. obliquus (HEGEWALD et al., 2013). Assim sendo, as 4 linhagens
iniciais foram identificadas como clones, e um clone foi depositado na colecao
de cultura do Laboratério de Genética em Microrganismos da UFPR com o
cédigo LGMMO0OO1 e a sequéncia depositada Genbank, KY436159. Desta
forma, pode-se dizer que a regido do ITS (ITS1, 5.8 e ITS2) apresenta eficacia
na identificacdo molecular em nivel de espécie para as amostras obtidas na
etapa de isolamento e para espécies pertencentes ao género Acutodesmus,

atualmente reconhecido como Tetradesmus.

6.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS

A resisténcia aos antibioticos apresentada por inumeras linhagens de
patégenos clinicos, tem se apresentado como um grave e crescente problema
para a saude publica nas ultimas décadas (BROKE, 2012; BONOMO et al.,

2016). Desta forma pesquisas e desenvolvimento de novos compostos que



66

apresentem atividade bioldgica frente a linhagens patogénicas, se apresentam
como atrativas para processos novos e ja estabelecidos de cultivos de
microrganismo (STROBEL et al., 2003; PAULUS et al., 2017).

Durante o levantamento bibliografico, ndo foi encontrado nenhum relato
de trabalhos que apresentassem a exploracao de metabdlitos secundarios
provenientes de microalgas, da forma como foi realizado neste projeto. Tal
interesse surgiu devido principalmente ao observar a baixa taxa de presenca
de bactérias durante o cultivo no FBRs existentes no NPDEAS, em
comparagao a concentracao de células de microalgas. Este fato pareceu uma
possivel fonte de um novo co-produto, com potencial de alto valor agregado,

justificando assim a pesquisa neste campo.

Para a producdo dos metabdlitos com atividade biolégica, foram
utilizados trés meios de cultura, com diferentes fontes de nitrogénio e carbono,
onde dois dos meios testados consistiam em meios de cultivo sintéticos (meio
CHU e TAP) e o terceiro em meio de cultivo alternativo, o qual € utilizado em

escala de engenharia nos FBRs.

Com relagdao ao rendimento de extratos obtidos pode-se observar,
segundo os valores apresentados na TABELA 7 e a representagéo grafica na
FIGURA 14, que os rendimentos massicos dos extratos obtidos também
apresentaram diferenca com relagdo ao meio de cultivo utilizado, assim como
com a fase do cultivo utilizada para a obtencédo dos extratos. Em comparacéo,
os extratos obtidos a partir da biomassa de microalgas dos trés meios de
cultivos estudados apresentaram um maior rendimento em relacédo aos extratos
obtidos a partir do cultivo residual, em destaque para os extratos obtidos a

partir da biomassa microalgal do cultivo utilizando meio TAP.

Os testes de atividade biologica frente as linhagens de patégenos foi
possivel observar que os metabdlitos secundarios apresentaram perfil de
atividade distintos, provavelmente devido a variagdo das fontes de carbono
assim como das condigdes de cultivo em relacdo aos meios de cultivo
sintéticos, condi¢des de cultivo de temperatura e luminosidade controlados em

relacdo ao meio alternativo com condicdo de temperatura e luminosidade
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externos. Perfil este dentro do esperado quando falamos de metabdlitos

secundarios e variagoes de cultivo (NETZKER et al., 2015).

Através da comparacdo dos dados obtidos podemos observar que o
meio alternativo de cultivo, o qual utiliza dejeto suino como base de sua
composi¢ao, apresentou os resultados mais significativos tanto em relagéo a
biomassa quanto em relacdo ao cultivo residual frente a todas as 10 (dez)
linhagens de patdgenos clinicos estudados. Frente as linhagens patogénicas
existentes no grupo utilizado, a analise do resultado foi realizada comparando
os resultados entre apenas as bactérias gram-negativas e apenas entre as
bactérias gram positivas. Os resutados mais significativos frente as bactérias
gram-positivas foram apresentadas pelo extrato obtido a partir do cultivo
residual com meio alternativo, enquanto frente as bactérias gram-negativas
foram apresentadas pelo extrato obtido a partir da biomassa com meio
alternativo (FIGURA 17). Mostrando mais uma vez que os extratos obtidos a
partir do cultivo realizado nos FBR’s sao superiores aos resultados obtidos a

partir do cultivo nos meios sintéticos utilizados.

Dentre todas as dez linhagens pesquisadas, a inibicdo de crescimento
da bactéria gram positiva S. aureus (sensivel e resistente a meticilina), foi a
que apresentou as melhores respostas. Sendo o melhor resultado obtido pelos
extratos produzidos a partir do cultivo em meio alternativo com a etapa do
cultivo residual, os valores de inibicado dos halos variaram de 7,58 a 13,87 mm.
O extrato obtido a partir deste meio de cultivo e desta fase do cultivo mostrou
resultado consideravel de inibicdo das linhagens, C. albicans, S. maltophilia e
E. faecalis. Assim sendo, considerando a dificuldade no tratamento de
infeccbes causadas por estas linhagens patogénicas, os resultados obtidos se
apresentam relevantes e estudos para a identificacdo dos compostos

causadores da inibigdo do crescimento sdo importantes.

Nas ultimas décadas o desenvolvimento e a propagacao da resisténcia a
antibioticos entre linhagens de microrganismos patogénicos, tem se mostrado
um problema crescente e em escala mundial para a saude publica. Algumas

espécies de patdgenos apresentam resisténcia intrinseca a antibiéticos e assim
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sendo, sao também associados a infecgdes que sdo responsaveis por grandes
custos na saude publica (BROKE, 2012; BONOMO et al., 2016).

Os resultados mostram o potencial na investigagdo dos metabolitos
secundarios produzidos pela linhagem de microalga T. obliquus (=A. obliquus)
(LGMMO0O001), devido a elevada atividade biolégica observada. Este é o
primeiro relato de atividade bioldgica, apartir de extratos produzidos por esta
espécie de microalga, sendo que a linhagem (LGMMO0O0OO1) apresentou

atividade moderada contra as linhagens de patdgenos clinicos.

6.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA DOS EXTRATOS

O extrato testado para atividade larvicida escolhido foi o que
apresentou os melhores valores de rendimentos massicos, além de resultados
expressivos com relagdo a atividade contra linhagens patogénicas. Os
resultados do teste de atividade larvicida dos extratos mostram que a
mortalidade de larvas dos mosquitos de A. aegypti na concentragdo de 500
ppm foi de =32%, porcentagem essa menor dos que as observadas em
experimentos realizado por Manilal e colaboradores (MANILAL et al., 2011).

Os resultados observados ndo mostram uma atividade larvicida de
grande potencial quando comparada aos resultados ja publicados (RAO et al.,
1999; MANILAL et al., 2011), ja que o valor de dose letal necessaria para
eliminar metade de uma populagéo (LC50 = 632 ppm) € muito superior. Em
adicao, apesar dos resultados poucos animadores o extrato testado apresentou
algum poder larvicida, que deve ser melhor explorado através de teste
complementares como extratos a partir de outros solventes, além de testes que
mostrem que a aplicacao do extrato ndo resulte em inibicdo do mosquito fémea
em depositar ovos. Assim sendo, € importante levar em conta e determinar se
o extrato proveniente da linhagem de microalga em questdo (LGMMO0001) é
determinante para repelir o mosquito fémea na deposicdo de ovos, que
resultardo em larvas e por fim em novos mosquitos (BIANCO et al., 2013).
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6.4. PRODUCAO E QUANTIFICACAO DE HIDROGENIO

O hidrogénio € uma das fontes de energia limpa com maior grau de
eficiéncia energética e sustentavel, quando originado de fonte renovaveis, que
pode ser usado em complemento ou substituicdo aos combustiveis de origem
féssil (AZIZ, 2016. HOSSEINI & WAHID, 2016). Com relagdo a aplicagado do
gas hidrogénio, esta ocorre nos mais diversos segmentos desde de geragao de
energia elétrica até como células de combustivel, incluindo aplicagbes em
processos industriais. Porém, o alto custo de produgdo, assim como os
desafios de logistica e armazenamento, resultam em uma Vviabilidade
econdmica desafiadora para o uso do hidrogénio como fonte de combustivel
(CHU & MAJUMDAR, 2012. RASHID et al.,, 2013. OEY et al., 2016). Com
relagcdo ao método de obtencdo de hidrogénio, existem muitos processos para
a produgdo, como por exemplo, eletrélise, fotdlise ou via agao de
microrganismos (HOLLADAY et al., 2009. OBRADOVIC et al., 2013. YILMAZ et
al., 2016). Entretanto o0s processos de produgdo termoquimicos e
eletroquimicos apresentam altos indices de gasto energético elevando os
custos de producgao além do impacto ambiental que estes processos produtivos
causam. Desta forma, a produgao de hidrogénio por vias biolégicas se mostra
como uma abordagem potencialmente eficiente, ambientalmente amigavel e
com menos aplicagbes energéticas quando comparada aos outros métodos
(DEBABRATA & VEZIROGLU, 2001. KHETKORN et al., 2013. NYBERG et al.,
2015).

Como ja se sabe, o potencial da producao de hidrogénio em microalgas
verdes € diretamente relacionado e dependente da capacidade especifica de
determinada linhagem em expressar enzimas responsaveis pelo metabolismo
do hidrogénio, assim como as condi¢des de cultivo que favorecam a expressao
destas proteinas funcionais (KHETKORN et al., 2013. NYBERG et al., 2015). A
utilizacdo de microalgas para producao de hidrogénio pode ocorrer da forma
bioquimica ou termoquimica, onde a segunda ainda apresenta vantagens com
relacdo a rendimento, quando comparada com a primeira, e faz uso da
biomassa microalgal nos processos de gaseificagao e pirélise, enquanto que
que a forma bioquimica de produgao utiliza metabolismo das proprias linhagens
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ou ainda se faz uso da biomassa microalgal em processo fermentativo (AZIZ et
al., 2015).

Nesta dissertacdo teve-se por objetivo identificar e quantificar a
producdo de hidrogénio pela linhagem nativa, molecularmente identificada,
cultivada nos FBR’s do NPDEAS. A aplicagdo da metodologia proposta foi
aplicada juntamente com wuma linhagem de controle adquirida no
Chlamydomonas Resource Center, pelo grupo de pesquisa, devido a
capacidade de producéo de gas hidrogénio. Assim sendo, ambas as linhagens
utilizadas, a nativa de T. obliquus (=A. obliquus) (LGMMO0001), e a linhagem
controle C. reinhardtii (CC-125), apresentaram resposta positiva para a
formacgao do gas hidrogénio de interesse, e o sistema de aquisicdo de dados foi
capaz de registrar os dados para contrugdo da curva média de producéo,
apresentada na FIGURA 21.

A média dos valores, das duplicatas, mostra que a curva desenhada
com os valores obtidos pela linhagem de T. obliquus (=A. obliquus)
(LGMMO0O001), apresentou um comportamento bastante instavel, quando
comparado com o comportamento mais regular observado pela linhagem
controle (C. reinhardtii - CC-125). Pode-se observar que a metodologia
aplicada foi bem-sucedida, porém ajustes sdo necessarios, visto a influéncia
apresentada nos valores obtidos no experimento da linhagem controle. Com
relacdo a linhagem utilizada nos FBR’s do NPDEAS, pode-se observar que é
necessaria a adaptagao do cultivo de indculo para que que este apresente um
maior numero de células, para que resulte posteriormente em maiores indices
de producgido de hidrogénio. Porém, para comprovar tamanha influéncia do

numero de células presentes, sugere-se maiores desenhos experimentais.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

A metodologia do trabalho desenvolvido envolveu técnicas de
isolamento e identificagdo morfoldgica e molecular de microrganismos. Estas
técnicas resultaram na identificagdo da linhagem utilizada nos FBR’s do
NPDEAS. A linhagem de microalga isolada foi avaliada quanto a capacidade de
produzir co-produtos que possam auxiliar na viabilidade econdmica e
energética na producao em larga escala da biomassa microalgal. Assim sendo,
foi possivel comprovar que a linhagem em questdo foi capaz de produzir
hidrogénio, bem como apresentou atividade biologica dos extratos obtidos a
partir das fases de cultivo. Em conclusao, a linhagem de microalga utilizada
neste trabalho foi caracterizada como Tetradesmus obliquus (=A. obliquus), e
foi capaz de produzir compostos com potencial econdmico em associagao com

0 processo de producao de biocombustiveis.

7.1. CONCLUSOES

As principais conclusdes desta dissertagao sao:

o O isolamento e identificagdo da principal linhagem de microalga
utilizada nos FBRs do NPDEAS foram realizados e a linhagem identificada
como Tetradesmus obliquus (=A. obliquus) com base em dados morfoldgicos e
molecular. Este resultado mostra a importancia em aliar metodologias
moleculares com morfolégicas para a identificagdo adequada de linhagens,
auxiliando para os primeiros passos de trabalhos que envolvem a engenharia
genética de linhagem selvagens. Além de mostrar divergéncias na taxonomia
das microalgas que ainda sofrem modificagdes nas nomenclaturas aplicadas.

o A avaliacdo de atividade biologica dos extratos produzidos pela
linhagem isolada foi verificada quanto a atividade antibacteriana frente a dez
linhagens de bactérias multirresistentes e a atividade larvicida frente a larvas
da linhagem Rockfeller do mosquito Aedes aegypti, portador do virus causador

da febre da dengue. Tais avaliagbes apresentaram resultados positivos para
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ambos os testes realizados, os quais colaboram potencialmente para combater
os maleficios causados pelas linhagens patogénicas pesquisadas.

o O desenvolvimento de processo de produgao e quantificacédo de
hidrogénio formado pela linhagem isolada foi comprovado com a metodologia
aplicada, pois foi possivel mensurar a produgédo de hidrogénio pela linhagem
isolada. Desta forma foi possivel comprovar que o processo de biofotdlise
indireta apresenta potencial para producao de hidrogénio em escala maiores,
como por exemplo de FBR de 12.000 litros, o que pode auxiliar na viabilidade

econdmica de uma estrutura de biorrefinaria como a desenvolvida no NPDEAS.

7.2. RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Recomenda-se para trabalhos futuros os seguintes pontos nao tratados
no presente trabalho e pouco abordados pela literatura:

o Recomenda-se que um fracionamento dos extratos obtidos deva
ser realizado para que ocorra a identificagdo dos compostos responsaveis pela
acao antimicrobiana, assim como investiga a toxicidade destes compostos,
para que a viabilidade dos extratos possa ser melhor comprovada como agente
antipatogenos;

o Para a acéao larvicida recomenda-se que outros solventes sejam
testados para a producéo de extratos, assim como testes relacionados a agao
repelente desses extratos obtidos;

o Realizar maiores experimentos quanto a producéo de hidrogénio
pela linhagem isolada, objetivando o melhor conhecimento do cilo de produgao
do gas de interesse. Pesquisas com relacdo ao ciclo anaerdbico nos
fotobiorreatores sdo necessarias, assim como para a aquisicao, ajuste e
validagao da producgao de hidrogénio em escalas superior a de bancada; e

o Por fim, recomenda-se realizar analise de viabilidade econémica e
energética da produgao hidrogénio em fotobiorreatores aliada a extragcao de
metabdlitos secundarios, levando em conta a eficiéncia final dos produtos, os
custos de produgdo, assim como de armazenamento e transporte do gas

hidrogénio.
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