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RESUMO 

 

Microalgas possuem um elevado potencial biotecnológico como fonte de 
biocombustíveis (biodiesel, biohidrogênio) ou ainda como fonte de outros produtos 
de elevado valor agregado (produtos farmacêuticos, proteínas, pigmentos entre 
outros). No entanto, para que o cultivo de microalgas possa ser economicamente 
competitivo com outras fontes de combustível faz-se necessário a aplicação do 
conceito de biorrefinaria - instalações produtivas que geram e utilizam matéria prima 
de origem biológica, operando de forma totalmente integrada. Esta parece ser a 
estratégia mais acertiva para alcançar a viabilidade do processo de produção. 
Portanto, os objetivos deste estudo foram isolar e identificar a principal linhagem de 
microalga utilizada para a produção de biocombustíveis no NPDEAS, utilizando a 
seqüência de rDNA e análise micromorfológica, e avaliar o potencial desta linhagem 
na produção de hidrogênio e co-produtos com atividade biológica. Para a purificação 
da linhagem (LGMM0001), uma aliquita foi semeada em meio de cultivo CHU sólido 
e uma colônia isolada foi selecionada e mantida em meio CHU líquido. O DNA 
genômico foi purificado utilizando kit comercial (Macherey-Nagel, Düren, Alemanha), 
para identificação molecular, a região ITS (ITS1, 5,8S e ITS2) (Internal Transcribed 
Spacer) foi amplificada e sequenciada utilizando os iniciadores LS266 e V9G. A 
caracterização morfológica foi realizada utilizando o microscópio Axio Imager Z2 
(Carl Zeiss, Jena, DE). A avaliação da produção de hidrogênio foi realizada seguindo 
a metodologia de Hemschemeier et al. (2009), todo o procedimento foi feito em 
duplicata. Por fim, para a pesquisa de atividade biológica, os metabólitos 
secundários foram extraídos por fracionamento com acetato de etila e clorometano, 
concentrados e avaliados contra bactérias de interesse clínico. Através de análises 
de microscopia, foram observadas características gerais compartilhadas pelos 
gêneros Scenedesmus e Acutodesmus. A plasticidade das características 
morfológicas desses gêneros reforça a necessidade de mais estudos para a correta 
classificação das espécies neste grupo utilizando sequenciamento de DNA. A 
análise da sequência ITS mostrou 100% de homologia com sequências da espécie 
Acutodesmus obliquus, e a linhagem (LGMM0001) foi classificada como 
pertencendo a esta espécie. A linhagem de microalgas avaliada foi capaz de 
produzir hidrogênio, mostrando resultados positivos para a formação do gás, com 
produção máxima para a linhagem isolada em 68,66±5,01mg/m3. Assim como para a 
atividade biológica 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 patogênica S. 
aureus. Em conclusão, a linhagem de microalga utilizada neste trabalho foi 
caracterizada como Tetradesmus obliquus (=Acutodesmus obliquus), e foi capaz de 
produzir compostos com potencial econômico em associação com o processo de 
produção de biocombustíveis. 
 
Palavras chaves: Acutodesmus, hidrogênio, sequência de rDNA, biorrefinaria, 
atividade biológica. 
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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 (LGMM0001), 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, Düren, 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 (LGMM0001) 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. INTRODUÇÃO 
 

 

Hidrogênio é considerada uma energia limpa pois o produto final da 

reação de combustão é a água (LIU et al., 2013). A produção de hidrogênio 

através de métodos biológicos é considerada ecologicamente correta e 

sustentável devido principalmente quando comparado aos métodos 

convencionais (físico-químicos) de obtenção (LIU et al., 2013). Por sua vez, o 

termo biorefinaria é utilizado para descrever a produção de biocombustíveis 

assim como produtos de alto valor agregado a partir do cultivo de biomassa de 

microalgas através da integração de bioprocessos e tecnologias de baixo 

impacto ambiental, com um baixo custo (HWANG et al., 2014). Microalgas 

podem ser considerados microrganismos promissores por produzirem 

substâncias biologicamente ativas e compostos que podem ser utilizados na 

nutrição humana, por exemplo (MAYER & HAMANN, 2004). Microalgas são 

microrganismos muito diversificados, são também geralmente fototróficos 

(utilizam luz como fonte de energia e convertem em energia química) e além 

disso apresentam potencial de descoberta de novas aplicações e produtos. 

Essas características podem atribuir significativas vantagens técnicas e 

comerciais para a exploração industrial das microalgas. 

Desta forma, fornecem um grande potencial inexplorado de novos 

produtos e aplicações (SUGANYA et al., 2016). 

 

1.1. CONTEXTUALIZAÇÃO E MOTIVAÇÃO 

 

 

A utilização de microalgas apresenta um contexto bastante antigo, 

principalmente como insumo alimentício, porém o interesse na utilização deste 

microrganismo como possível fonte de biocombustível teve um considerável 

incremento a partir dos anos 1970 (SUGANYA et al., 2016). Com relação a 

composição da biomassa de microalgas, esta apresenta grande variação as 

quais ocorrem de acordo com a espécie em questão (AMARO et al., 2011). Via 

de regra microalgas são organismos capazes de exibir altos índices de 

acúmulo de proteínas e lipídeos, com cerca de 50% do peso seco de células 
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isento de cinzas (RÖSCH; POSTEN, 2012). Com relação a produtividade, 

estimativas apontam índice de cerca de 24.000 a 137.000 litros de cultivo por 

hectares, por ano, dependendo da espécie cultivada assim como das 

condições do cultivo utilizadas (RÖSCH; POSTEN, 2012). Desta forma, dentre 

as vantagens apresentadas pela a utilização de microalgas, em relação a 

outras espécies vegetais, para a produção de biocombustíveis, são destaques 

em algumas espécies (RÖSCH; POSTEN, 2012): 

 Alta eficiência em foto conversão, com crescimento rápido e estável; 

 Alto teor de lipídios e coprodutos valiosos; 

 Elevada capacidade de absorção de CO2 e baixas necessidades 

específicas de nutrientes; 

 Boa robustez de tensões de cisalhamento em fotobiorreatores e 

competitividade contra linhagens nativas silvestres em tanques abertos; 

 Tolerância às variações de temperatura resultantes do ciclo diurno e 

estações climáticas em geral; 

 Capacidade de extração de metabólitos secundários, sem a necessidade 

de interromper o cultivo; 

 Capacidade de auto floculação. 

A utilização de microalgas como fonte produtora de biocombustíveis 

ocorre desde de meados da década de 50, quando o conceito foi aplicado para 

a produção de metanol (WELDY; HUESEMANN, 2007). Entretanto, o número 

de pesquisas nesta área foi intensivado realmente na década de 70, quando o 

Departamento de Energia dos Estados Unidos (US DOE), mostrou interesse, 

devido à crise energética (WELDY; HUESEMANN, 2007). Mas devido aos 

custos elevados para a produção da mesma, estudos na área de 

biocombustíveis a partir de microalgas, só foram retomados anos mais tarde 

(PRABANDONO; AMIN, 2015. p146). 

O interesse pelo cultivo de microalgas objetivando a obtenção de 

biocombustíveis, se deve principalmente pela elevada dependência de 

determinadas matrizes energéticas e a crescente preocupação com questões 

ambientais como aquecimento global e as alterações climáticas do planeta. 

Assim sendo, características que permitem uma produção média de biodiesel, 

por exemplo, na ordem de 100 a 200 vezes superior aos índices obtidos com 
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1.2. ORGANIZAÇÃO DA DISSERTAÇÃO 

 

 

A dissertação está organizada a partir da contextualização e 

motivações descritas neste item 1. No item 2 é apresentada a revisão 

bibliográfica. No item 3 são apresentados o objetivo geral e os objetivos 

específicos do trabalho. O item 4 apresenta as metodologias desenvolvidas e 

aplicadas para que os objetivos fossem atingidos. O item número 5, por sua 

vez, apresenta os resultados obtidos a partir das aplicações das metodologias 

desenvolvidas, resultados que são discutidos no item 6 desta dissertação. Por 

fim, o item 7 apresenta as considerações finais, com as conclusões e 

recomendações para trabalhos futuros. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

 

2.1. MICROALGAS 

 

 

Microalgas podem ser classificadas como um grande grupo de 

microrganismos com alto grau de diversidade biológica, composto por 

organismos procarióticos (cianobactérias) e por protistas fotoautotróficos 

eucarióticos (SKJÅNES et al., 2013). No entanto, divergências ainda 

prevalecem na classificação taxonômica de algas (HEGEWALD et al., 2013). 

Assim sendo, são classificadas em grandes grupos, com base na composição 

de pigmentos, perfil de armazenamento de produtos e diversidade de 

características estruturais (LEWIS; MCCOURT, 2004). Recentemente, famílias 

de vários grupos de algas e suas relações com outros grupos taxonômicos 

estão sendo revistos, utilizando várias técnicas de biologia molecular 

(HEGEWALD et al., 2013). Enquanto os métodos moleculares de análise 

filogenética são inovadores e controversos, as informações disponíveis até o 

momento indicam que as algas também são heterogêneas em nível molecular 

(SINGH; SAXENA, 2015). 

Estes microrganismos são responsáveis basicamente pela metade da 

atividade fotossintética do planeta e são encontrados nos mais diversos 

ambientes (LI et al., 2015). Microalgas podem ser cultivadas utilizando a 

energia solar e dióxido 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, 

os quais utilizam tubos plásticos transparentes para o cultivo de microalgas 

(TRENTACOSTE et al., 2015). O sistema de cultivo fechado para microalgas 

pode atingir até sete vezes a eficiência de produção 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 níveis de 

organização, de seres flagelados ou aflagelados, unicelulares que compõe 

grupos morfológicos complexos (EBENEZER et al., 2012). 

Microalgas verdes são divididas em dois subgrupos, Chlorophyta e 

Charophyta, onde os termos podem apresentar divisões 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 três diferentes 

classes (KRIENITZ; BOCK, 2012). 

 

2.1.2. Identificação de microalgas por sequenciamento de DNA 

 

 

Para identificar as diversas espécies de microrganismos são, 

tradicionalmente, utilizados testes morfológicos, fisiológicos, bioquímicos e 

simbióticos. No entanto, particularmente nas últimas duas décadas, a biologia 

molecular vem ganhando espaço nos estudos de taxonomia (LARKUM et al., 

2012). 

A identificação de espécies por sequenciamento, de DNA é 

considerada a metodologia mais segura para uma correta identificação, já que 

em muitas espécies características morfológicas são difíceis de observar e 

outras apresentam grande plasticidade morfológica (CHEN et al., 2010). 

Entretanto para a correta classificação é importante escolher uma região 

informativa do DNA e também representativa para o grupo taxonômico em 

questão. Para tanto inúmeras abordagens podem ser realizadas, desde 

seleção de regiões do DNA e genes que apresentam maior variabilidade como 

COI (Cytochrome oxidase I) e ITS1 e 2 (Internal Transcribed Spacer) do rDNA. 

Regiões do DNA e genes com moderada variação como rbcL (Ribulose-1,5-

bisphosphate carboxylase/oxygenase, RuBisCO - cloroplasto) e tufA 

(elongation factor Tu). Até regiões consideradas altamente conservadas como 
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18S rDNA e UPA (Universal Plastid Amplicon), a qual é a porção da 

subunidade grande (23S) do DNA ribossomal do cloroplasto. Porém até o 

momento nenhum estudo elegeu tais regiões como ideais para identificação 

molecular de diferentes grupos de microalgas, devido a problemas de distinção 

entre espécies próximas (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 avanços na utilização de técnicas de biologia 

molecular estão sendo obtidos pela comparação das sequências mais 

informativas para cada táxon, geralmente selecionadas em projetos de 

barcoding (IRINYI et al., 2015). Para fungos, por exemplo, a região do DNA 

mais utilizada é a que codifica o ribossomo e suas respectivas sequências 

espaçadoras (rDNA e ITS – Internal Transcribed Spacer) (TIMMINS et al., 

2009;). A região codificante 18S é considerada conservada entre eucariotos e 

as regiões ITS (1 e 2) por não serem codificantes, são altamente variáveis 

(HALL et al., 2010). Devido à 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 noção científica 

invalidada pela análise filogenética), ainda não foi encontrada uma sequência 

de DNA capaz de resolver questões taxonômicas de todos os grupos de 

microalgas (AN et al., 1999. HEGEWALD et al., 2003). 

 

2.2. ENGENHARIA GENÉTICA 

 

 

A engenharia genética consiste em processos de manipulação do 

material genético de um organismo, por meio de determinadas técnicas que, 

em geral, alteram a expressão de genes deste organismo e podem inclusive 

levar à combinação de elementos genéticos de dois genomas diferentes para 

formar um novo genótipo (MURPHY, 2006). Assim sendo, é importante 

estabelecer a diferença da engenharia genética da engenharia bioquímica, que 

consiste na melhoria das taxas de produção através da regulação e manejo 

das vias metabólicas de determinado produto (LI et al., 2008). Desta forma a 

necessidade de superar as limitações apresentadas pela engenharia 

bioquímica, com relação ao favorecimento de determinada via metabólica, é 
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um grande incentivo às 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 já adquiridos de engenharia bioquímica, microbiologia e áreas 

correlatas à indústria, visando um produto final com maior qualidade e 

rendimento. 

 

2.3. METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

 

 

Metabólitos são definidos como compostos orgânicos envolvidos no 

metabolismo de células vivas (NETZKER et al., 2015). Alguns destes não 

realizam função nos processos metabólicos de crescimento, reprodução ou 

manutenção celular, denominados primários, mas são produzidos para 

utilização em funções celulares secundários (BRAKHAGE, 2013). Estes 

denominados metabólitos secundários, são muitas vezes produzidos como 

uma resposta ao stress ambiental. A função pode ser associada ao aumento da 

taxa de sobrevivência ou manutenção da taxa de crescimento sob condições 

específicas. 

Microalgas verdes são conhecidas por apresentarem quantidades 

elevadas de nutrientes (proteínas, lipídeos, entre outros). Sob condições ideais 

de crescimento o conteúdo destes nutrientes apresenta relativamente baixa 

variação entre espécies (HU, 2004). Quando submetidas em condições de 

cultivo não favoráveis ao crescimento, o perfil de expressão dos metabólitos é 

modificado, com o objetivo de adaptar as condições de cultivo ao 

desenvolvimento. Este perfil de expressão é, porém, dependente do tipo de 

condição exposto ao desenvolvimento (NETZKER et al., 2015). 

O interesse na busca por novos agentes antimicrobianos deve-se 

principalmente pelo rápido surgimento de resistência a estes agentes. A 

bioprospecção desses agentes, ao longo dos tempos, mostra que suas 

descobertas são originadas a partir de fontes naturais, tais como 

microrganismos e extrato de plantas. (ADEGBOYE; BABALOLA, 2013) 
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2.4. PATÓGENOS CLÍNICOS 

 

 

Patógenos são agentes biológicos conhecidos pela capacidade de 

causar doença em seres humanos. Nessa categoria podem ser englobados os 

mais diversos microrganismos desde bactérias até fungos, protozoários e vírus. 

Para o controle destes patógenos pode-se fazer o uso de antibióticos, os quais 

são substâncias capazes de combater uma infecção causada por estes 

agentes que causam infecções a outro organismo (WANNMACHER, 2004). A 

grande disponibilidade de agentes antimicrobianos, e o uso indiscriminado 

destes, resulta em uma espécie de seleção de linhagens resistentes à ação 

dessas substâncias, fato este que apresenta grande impacto no aumento dos 

custos para os tratamentos para a eliminação destes agentes biológicos em 

órgãos da saúde (RAGBETLI et al., 2016; WHO, 2016). 

Os patógenos utilizados neste projeto, foram selecionados devido á 

alta incidência destas linhagens em ambiente hospitalar. As linhagens são 

apresentadas na TABELA 1. 

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

LINHAGEM 
Enterobacter cloacae 
(Gram-negativa) 

Enterobacter cloacae (E. cloacae) são bactérias gram-negativas, 
que apresentam forma de bastonetes, são anaeróbias facultativas, 
e não formam esporos. São patógenos oportunistas e 
multiressistentes, com grande incidência em ambiente hospitalar 
(REGLI & PAGÈS, 2015). 
A disseminação do gênero desta bactéria é associada à presença 
de cascatas reguladoras que controlam a permeabilidade da 
membrana do microrganismo, garantindo assim a proteção da 
integridade da membrana (HAN et. al., 2017). Outra causa pode 
ser associada a enzimas responsáveis pela degradação e/ou 
inativação de antibióticos (HAN et. al., 2017). Além disso, estas 
espécies bacterianas são capazes de adquirir numerosos 
elementos móveis genéticos que contribuem fortemente para a 
resistência aos antibióticos (REGLI & PAGÈS, 2015). 

Escherichia coli (Gram-
negativa) 

Escherichia coli (E. coli) são as bactérias mais estudadas do 
gênero Enterobacteriaceae, são gram-negativas e anaeróbicas 
facultativas (VISVALINGAM et. al., 2017). São microrganismo 
encontrados no trato intestinal de seres humanos e animais, que 
podem ser transmitidas através de alimentos, água e até mesmo 
pelo contato entre humanos (VISVALINGAM et. al., 2017). 
Pesquisas mostram que o número de casos de E. coli que 
apresentam resistência a antibióticos aumenta, nos últimos anos, 
de forma desproporcional à descoberta de elementos com ação 
antibacteriana (SOUSA, 2006). 
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CONTINUAÇÃO 
Staphylococcus aureus 
(Gram-positiva) 

Staphylococcus aureus (S. aureus) é uma bactéria esférica, gram-
positiva, frequentemente encontrada na pele e nas fossas nasais 
de pessoas saudáveis (YAN et. al., 2017). S. aureus apresenta 
altos índices de contaminação alimentar só nos Estados Unidos 
cerca de 241.000 doenças por ano são causadas por esta espécie 
de bactéria (POURAKBARI et. al., 2017). 
A resistência desta espécie já foi relata com relação a penicilina, e 
a meticilina, as quais passaram a ser denominados 
Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA) (TONG et. 
al., 2015). 

Stenotrophomonas 
maltophilia (Gram-
negativo) 

Stenotrophomonas maltophilia (S. maltophilia) é um bacilo gram-
negativo, não fermentativo (CORLOUER et al., 2017). Pode ser 
considerado um microrganismo patógeno oportunista, a baixa 
virulência intrínseca é equilibrada por sua resistência natural a 
uma ampla gama de antibióticos, incluindo antibióticos de amplo 
espectro (DEREDJIAN et al.,2016). 

Acinetobacter baumannii 
(Gram-negativa) 

Acinetobacter baumannii (A. baumannii) é uma espécie de 
bactéria aeróbia gram-negativa, que pode ser isolada a partir de 
amostras ambientais, e é comumente associada a infecções 
oportunistas (CHEN et al., 2017). 
É considerada a segunda linhagem de bactérias mais 
frequentemente isolada em humanos, apresenta elevada 
patogenicidade, com relatos de resistências a antibióticos (ZHAO 
et al., 2017). 

KPC (Klebsiella 
pneumoniae 
carbapenemase) (Gram-
negativa) 

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) é uma espécie de 
bactéria gram-negativa, anaeróbia facultativa e resistente a uma 
classe de antibiótico beta-lactâmicos de amplo espectro, 
carbapenema ou carbapenem (YAMASAKI et al., 2017). 
As enzimas expressas por esta bactéria têm a capacidade de 
hidrolisar não apenas carbapenem, mas também outras classes 
de antibióticos β-lactâmicos, resultando na restrição nas opções 
de tratamentos do KPC (CAMPOS et al.,2016). 

Enterococcus faecalis 
(Gram-positiva) 

Enterococcus faecalis (E. faecalis) é uma bactéria gram-positiva, 
anaeróbia facultativa e não formadora de esporos (HWANHLEM 
et al., 2017). É uma bactéria facilmente encontrada em animais, 
seres humanos, solo, superfícies aquáticas, plantas e em alguns 
vegetais (VU & CARVALHO, 2011). 
Devido a resistência em especial aos antimicrobianos comumente 
utilizados (aminoglicosídeos, aztreonam, cefalosporinas, 
clindamicina, oxacilina), resultou na importância deste patógenos, 
principalmente em ambientes hospitalares (PERUMAL & 
VENKATESAN, 2011). 

Candida albicans (fungo) Candida albicans (C. albicans) é um fungo patogênico de maior 
incidência em ambiente hospitalar, é responsável por infecções de 
aspecto superficial e até doenças sistêmicas com risco de vida 
(DE VITA et al., 2016). 
Os relatos de resistência a drogas do tipo azólicas, revela uma 
urgente busca de novos agentes para o tratamento de infecções 
causadas por este microrganismo (ZIDA et al., 2017). Estes 
relatos são comumente associados à formação de biofilme por C. 
albicans (TONG & TANG, 2017). 
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CONTINUAÇÃO 
Pseudomonas aeruginosa 
(Gram-negativa) 

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) é uma bactéria, 
considerada oportunista, gram-negativa (MURAKAMI et al., 2017). 
Com relação a resistência ao tratamento por antibióticos o 
histórico desta espécie apresenta vários casos de resistência, 
porém os mecanismos que contribuem para tal permanecem 
pouco claros (BADAMCHI et al., 2017). 
A tolerância aos antibióticos, resulta no interessse crescente nos 
últimos anos, a tolerância que não envolve mutação, é definida 
como a capacidade das bactérias em sobreviver, mas não crescer 
na presença de antibióticos acima da concentração mínima 
inibitória (MIC) para aquela espécie (CHAKOTIYA et al., 2017). 

MRSA (Staphylococcus 
aureus) (Gram-positivo) 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) 
apresentam infecção e colonização estão associadas ao aumento 
dos índices de mortalidade resultando assim no aumento dos 
custos relacionados com internação hospitalar (MCMICKEN, 
2016). 
A resistência desta linhagem estão relacionados e são 
determinantes a ação da enzima β-lactamase e das proteínas de 
ligação à oenicilina (PBP) (MIAO et al., 2017). 

FONTE: O Autor. 
 

2.5. AÇÃO LARVICIDA 

 

 

Estudos envolvendo propriedades farmacêuticas e nutracêuticas dos 

metabólitos secundários de microalgas vermelhas (filo Rhodophyta) e pardas 

(filo Phaeophyceae), são amplamente realizados (BLUNT et al., 2011; 

CABRITA et al., 2010). Tais estudos comprovam a produção de compostos 

com ação antibiótica comprovada, assim como produção de compostos com 

potencial larvicida contra Aedes aegypti, larva do mosquito transmissor da 

febre da dengue (KIM et al., 2008). 

A febre da dengue é um problema de saúde pública prioritária no Brasil 

segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) (BIANCO et al., 2013). A 

doença é causada por quatro variedades de um gênero de vírus (flavivírus), 

sua transmissão ocorre através do contato de seres humanos e de um 

mosquito infectado (NEVES-FILHO et al., 2009; BIANCO et al., 2013). A 

resistência crescente adquirida pelo mosquito aos inseticidas utilizados reforça 

o interesse em compostos alternativos para o controle e prevenção em países 

endêmicos (LIMA et al., 2006; MELO-SANTOS et al., 2010; BIANCO et al., 

2013). 
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2.6. BIOCOMBUSTÍVEIS PRODUZIDO POR MICROALGAS 

 

 

Segundo o Escritório dos EUA de Eficiência Energética e Energia 

Renovável (EERE), biocombustíveis são definidos como qualquer biomassa 

convertida em combustível líquido ou gasoso, como por exemplo, etanol, 

metanol, metano e hidrogênio. Já o Laboratório Nacional Oak Ridge (ORNL) 

que é uma unidade administrada pelo Departamento de Energia dos EUA, 

define biocombustível como combustível feito a partir de uma biomassa ou os 

seus derivados e de processamento de conversão (BRENNAN; OWENDE, 

2010). 

A classificação ocorre de acordo com a origem da biomassa que 

resulta no biocombustível (BRENNAN; OWENDE, 2010). 

 Primeira Geração – produzido a partir de óleos, açúcares, e amiláceos 

produzidos originalmente com o objetivo de alimentício; 

 Segunda Geração - biocombustíveis produzidos a partir de culturas não 

destinadas a alimentação, como gramíneas e materiais lenhosos assim 

como porções não alimentares de culturas alimentares; 

 Terceira Geração - os biocombustíveis produzidos a partir de algas que 

podem apresentar rendimentos maiores que os demonstrados por outras 

fontes. 

Os biocombustíveis são reconhecidos como combustíveis alternativos 

mais adequados para os motores que foram originalmente concebidos para 

utilizar combustíveis fósseis. Embora o processo de formação da matéria 

prima, de combustíveis fósseis, seja contínuo, a atual taxa de consumo é mais 

elevada do que a taxa de formação. Desta forma, os combustíveis fósseis são 

considerados não renováveis, isto é, o balanço entre consumo e produção 

sugere que eles não são repostos tão rápido quanto são consumidos (ANH et 

al., 2011). Outra problemática apresentada pela utilização dos combustíveis de 

origem fóssil é a reintrodução, na atmosfera, de moléculas de carbono, o que 

resulta no aumento da concentração de CO2 na atmosfera, fato que contribui 

de forma significativa para o aumento das mudanças climáticas (LEITE et al., 

2013). 
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Após décadas de uso intensivo, a humanidade se tornou fortemente 

dependente dos combustíveis fósseis. Assim sendo, é inegável que a 

economia mundial depende do sistema, que se apresenta muito eficiente na 

questão de produção, distribuição e uso que tem sido desenvolvido. Assim 

sendo, qualquer transição para o uso massivo de um novo combustível terá 

que ser “indolor”, utilizando a tecnologia de infraestrutura e do sistema 

existente, tanto quanto possível (LEITE et al., 2013). 

Microalgas como biomassa apresentam composição química variada e 

espécie dependente, as quais podem apresentar altas concentrações de 

proteínas, lipídios ou carboidratos (SING et al., 2013). O conceito de utilização 

de microalgas como combustível foi proposto pela primeira vez por Meier em 

1955 para a produção de gás metano a partir de carboidratos oriundos de 

biomassa microalgal. Já a extração de lipídios 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 conteúdo lipídico de microalgas pode ser utilizado diretamente como 

combustível ou ainda ser quimicamente transesterificado em biodiesel. Outros 

biocombustíveis de microalgas, tais como etanol e metano são produzidos 

utilizando a biomassa das microalgas como substratos orgânicos e podem ser 

fermentados por microrganismos sob condições anaeróbias (CHOKSHI et al., 

2015). Já o hidrogênio, por sua vez, pode ser produzido por algas e 

cianobactérias fotossintéticas sob certas condições e nutrientes ou com 

depleção de oxigênio, e por bactérias utilizando substratos orgânicos, sob 

condições anaeróbicas (LEITE et al., 2013). 

 

2.6.1. Hidrogênio 

 

 

Hidrogênio é uma fonte de energia de grande interesse, devido 

principalmente aos produtos resultantes da utilização como combustível, já que 

esta aplicação resulta na ausência de emissão de carbono (PARMAR et al., 

2011). A produção biológica de hidrogênio ocorre por intermédio de 

microrganismos, os quais podem realizar fotossíntese (microalgas verdes, 
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cianobactérias e bactérias fotossintéticas) ou não (bactérias fermentativas) 

(NAGARAJAN et al., 2017). 

Existem alguns gêneros de microalgas que já foram relatadas como 

produtoras do gás hidrogênio (Botryococcus, Chlamydomonas, Chlorococcum, 

Chlorella, Scenedesmus, Synechocystis, Tetraspora, Anabaena, Nostoc) 

(EROGLU & MELIS, 2016). Linhagens pertencentes a estes gêneros possuem 

maquinaria fotossintéticas necessárias para a produção de hidrogênio 

utilisando água como fonte de elétrons e luz solar como fonte de energia (HE et 

al., 2017). As microalgas verdes são microrganismos fotosintéticos que 

possuem moléculas de pigmento capazes de absorver a energia solar e 

convertê-la em energia química pela separação simultânea de água em 

oxigênio molecular (O2) e prótons (H+) (SINGH et al., 2015). A produção de 

hidrogênio, a partir de microalgas consiste em uma série de reações redox que 

iniciam com a quebra da molécula de água e a transferência de elétrons do 

fotossistema II (PSII) resultando na produção de gás hidrogênio, sendo 

necessário condições de luminosidade (MELIS et al., 2000. MELIS; HAPPE, 

2001). 

A luminosidade é responsável pela ativação de enzimas que iniciam o 

processo de produção do hidrogênio (TSYGANKOV et al., 2002). A 

hidrogenase é ativada e os íons (H+) produzidos em etapa anterior são 

reduzidos a gás hidrogênio pela ação reversível da hidrogenase (KOSOUROV 

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

 
FIGURA 2 - ESQUEMA DE TRANSPORTE DE ELÉTRONS EM CÉLULA DE MICROALGA 

VERDE DURANTE A FOTOSSÍNTESE. 

 
FONTE: HEMSCHEMEIER et al., 2009 
 

Um dos principais fatores limitantes para a produção de hidrogênio por 

microalgas está relacionado a sensibilidade das enzimas responsáveis pela 
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produção do gás hidrogênio ao oxigênio (GHIRARDI, 2015). Microalgas verdes 

por serem microrganismos fotosintéticos oxigenados, produzem oxigênio 

devido à divisão de água em PSII, o que pode inibir as atividades de 

hidrogenase (enzima responsável pela produção de hidrogênio) (LAMBERTZ et 

al., 2011). Em condições normais de crescimento, a taxa fotossintética é cerca 

de 4 a 7 vezes maior do que a taxa de respiração, enquanto que em condições 

de cultivo que limitam a presença de enxofre no meio, a taxa de fotossíntese é 

induzida até a taxa de respiração em condições anaeróbicas, condição 

adequada para a produção de hidrogênio (GHIRARDI, 2015). 

Com relação a escala de produção de hidrogênio, o processo que 

apresenta melhores índices energéticos e econômicos de viabilidade é a 

produção a partir de hidrocarbonetos de origem fóssil, através do uso de vapor 

superaquecido, quando comparado com metodologia como eletrólise da água e 

a termólise e fotólise direta da água, sem o uso de combustível fóssil, 

metodologias que não apresentam balanço energético favorável. Desta forma, 

o potencial de produção de hidrogênio através do cultivo de microalgas em 

fotobiorreatores se apresenta como um processo bastante promissor (VARGAS 

et al., 2014). 

 

2.7. BIORREFINARIA 

 

 

Biorrefinaria consiste na conversão de biomassa em uma variedade de 

produtos químicos, biomateriais e energia, visando a máxima valorização da 

biomassa, e o mínimo desperdício (CHEW et al., 2017). Conceito este análogo 

ao originado em refinarias de petróleo, que incluem mínimo custo de produção, 

alto volume de produção, produção de compostos químicos e materiais base 

de outros processos, assim como produtos de alto valor agregado e baixo 

volume de produção (GÜNERKEN et al., 2015). A FIGURA 3 apresenta a 

exemplificação de um processo genérico de microalgas no conceito de 

biorrefinaria. 
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3. OBJETIVOS 
 

 

A revisão bibliográfica apresentou o potencial para o emprego de 

microalgas na produção de biocombustíveis e coprodutos. Apesar das 

vantagens apresentadas pelo cultivo de microalgas, as limitações atuais, ainda 

impedem que um projeto em larga escala seja econômica e energeticamente 

viável. Desta forma, o desenvolvimento de estratégias com o objetivo de 

melhorar o rendimento na produção mostra-se necessário. Dentre estas, o 

melhoramento de linhagens utilizando ferramentas da engenharia genética 

apresenta-se como uma possibilidade para superar tais limitações, auxiliando 

no incremento da viabilidade econômica de um projeto em larga escala, como o 

desenvolvido no NPDEAS. A FIGURA 4 apresenta o fluxograma do processo 

estabelecido. 

 
FIGURA 4 - REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DOS PROCESSOS DESENVOLVIDOS NO 

NPDEAS. 

 
Fonte: NPDEAS. 
 

Dentro do fluxograma de qualquer processo de produção existem 

etapas que devem ser aprimoradas para que o balanço de energia seja 
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favorável. Etapas como a separação da biomassa do meio de cultivo, a 

extração do óleo e a obtenção de coprodutos podem ser aprimoradas através 

do melhoramento de determinadas características de uma espécie de 

microalga. 

 

3.1. OBJETIVOS GERAIS 

 

 

Este trabalho tem por objetivo principal identificar e avaliar a 

capacidade de produção de hidrogênio e de coprodutos pela linhagem de 

microalga utilizada nos FBRs do NPDEAS visando contribuir para a viabilidade 

econômica da produção em larga escala da biomassa microalgal para 

biocombustível, através do conceito de biorrefinaria. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Isolar e identificar a principal linhagem de microalga utilizada nos FBRs 

do NPDEAS; 

 Avaliar a atividade biológica de extratos produzidos pela linhagem 

isolada, e 

 Desenvolver processo de produção e quantificação de hidrogênio 

produzido pela linhagem isolada. 
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4. METODOLOGIA 
 

 

As metodologias aplicadas durante toda a realização dos 

experimentos, são apresentadas segundo cada etapa proposta para o 

desenvolvimento desta dissertação. 

 

4.1. ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DA LINHAGEM DE MICROALGA 

 

 

A obtenção de linhagens de microalga únicas ocorreu através da 

técnica de diluição seriada, com o objetivo de dissociar possíveis 

microrganismos presentes na amostra e selecionar colônias isoladas de 

possíveis espécies de microalgas (ZHANG et al., 2014). 

O isolamento ocorreu através da diluição de uma alíquota da amostra, 

mantida em meio CHU (TABELA 2), em solução salina (NaCl 0,8% p/v), 

seguindo com diluições sequenciais em concentrações determinadas (100, 10-1, 

10-2 e 10-3). Destas soluções resultantes uma alíquota (20.0 µL) foi transferida 

para placas de petri contendo meio CHU sólido (concentração de ágar 10g/L), 

as quais foram encaminhadas para cultivo pelo período de 7 a 10 dias em 

condição controladas de luz, temperatura, umidade e concentração de dióxido 

de carbono respectivamente (125 µmol, 22 ºC, 36% e 356 PPM). 

 
TABELA 2 - COMPOSIÇÃO DO MEIO DE CULTIVO CHU. 

Componentes Concentração em Solução 
Estoque (g·L-1) 

Volume para 1.000 ml de 
meio (L) 

NaNO3 25,0 0,01 
CaCl3.2H2O 2,50 0,01 
MgSO4. 7H2O 7,50 0,01 
K2HPO4 7,50 0,01 
MgH2PO4 17,5 0,01 
NaCl 2.50 0,01 
C10H14N2Na2O8.2H2O 5,00 0,001 
KOH 31,0 0,001 
FeSO4. 7H2O 4,90 0,001 
H3BO3 11,4 0,001 
ZnSO4.7H2O 0,00882 0,001 
MnCl2.4H2O 0,00144 0,001 
MoO3 0,00071 0,001 
CuSO4.5H2O 0,00157 0,001 
Co(NO3)2·6H2O 0,00049 0,001 
FONTE: Adaptado de CHU, 1942. 
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amostras foram submetidas a centrifugação (5 minutos em 12.000 rpm), e o 

sobrenadante foi descartado. 

Na sequência uma alíquota de solução salina (NaCl 0,8% p/v), com o 

dobro de volume, da alíquota de cada inóculo, foi utilizada para ressuspender o 

precipitado formado, objetivando a lavagem das células obtidas, a etapa de 

centrifugação foi repetida duas vezes. 

Ao final, o precipitado obtido foi ressuspendido em um volume de 

solução salina equivalente a um quarto (¼) do volume do inóculo submetido no 

início da metodologia. As lâminas foram montadas com a transferência de um 

volume de 10 µL da solução final, seguida pela deposição de lamínula sobre o 

volume transferido e a selagem do conjunto. 

As lâminas foram encaminhadas para a obtenção das imagens em 

microscópio Axio Imager Z2 (Carl Zeiss, Jena, DE), equipado com software 

Metafer 4 de captura automatizada (Metasystems, Altlussheim, DE). Utilizando 

câmara de modelo: CoolCube Monocromática 1 - Metasystems. 

 
4.1.2. Identificação Molecular 
 
 

As linhagens obtidas na etapa de purificação foram cultivadas em meio 

líquido (TAP) para crescimento da biomassa microalgal. O escalonamento do 

cultivo até a obtenção de biomassa para submeter a purificação do DNA 

genômico iniciou com volume de 2,0 mL de cultivo, seguindo para 20,0 mL e 

finalizado com volume de 200,0 mL. Após o período de 7 dias de cultivo do 

volume final de 200,0 mL, o crescimento foi interrompido e ocorreu a 

recuperação da biomassa através de centrifugação (4.000 rpm, 15 min.). 

A biomassa recuperada foi então encaminhada para liofilização, e 

posterior extração do DNA genômico, através de utilização de kit de purificação 

comercial (NucleoSpin Plant II da Macherey-Nagel, MN, Düren, Germany). 

 
4.1.2.1. Purificação do DNA Genômico 
 
 

O DNA genômico das linhagens selecionadas foram purificados com o 

kit NucleoSpin Plant II da Macherey-Nagel (MN, Düren, Germany), de acordo 

com as instruções do fabricante. A quantificação, integridade e a avaliação 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 quantificação do DNA genômico 

obtido, as diluições necessárias para a utilização dos DNAs em reação de PCR 

serão realizadas. 

 
4.1.2.2. Amplificação e Sequenciamento 
 
 

A amplificação da região ITS do DNA ribossomal foi realizada através 

da utilização dos oligonucloetídeos LS266 (5’-

gCATTCCCAAACAACTCgACTC-3’) e V9G (5’-TTACgTCCCTgCCCTTTgTA-3’) 

(GERRITS VAN DEN ENDE; DE HOOG, 1999), onde a região de amplificação 

está representada esquematicamente na FIGURA 6. A reação de PCR utilizou, 

volume final de 12.5 µl contendo 1.0 µl de DNA da amostra (10.0 ng), 0.25 µl 

de cada primer para a PCR (10.0 mM), dNTPs Mix 6.0 µl (0,3 U/reação), 0.375 

µl MgCl2 (50.0 mM), 1.0 U Taq DNA e 4.625 µl água MilliQ autoclavada. As 

condições da reação foram, desnaturação inicial 94 ºC por 2 minuto, seguido 

por 30 ciclos de desnaturação em 94 ºC por 30 segundos, anelamento a 56 ºC 

por 45 segundos e extensão a 72 ºC por 60 segundos. Uma extensão final 

ocorreu na temperatura de 72 ºC por 10 minutos. 

 
FIGURA 6 - ESQUEMA DA ESTRUTURA DA REGIÃO ITS, INDICANDO OS PRIMERS QUE 

SÃO MAIS COMUMENTE UTILIZADOS EM DIAGNÓSTICOS DE HUMANOS E 
FUNGOS. 

 
FONTE: IRINYI et. al., 2015 (DNA barcoding of fungi causing infections in humans and animals) 
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O produto da reação foi submetido à corrida em gel de eletroforese de 

1,5% de agarose em TBE 1x, e utilizando o GelRed® (Life Technologies, USA) 

para permitir a visualização do DNA em luz UV. 

A reação de sequenciamento foi realizada com os mesmos 

oligonucloetídeos utilizados na reação de PCR (V9G e LS266). O produto da 

reação 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 

automático modelo ABI Prism 3500 (Applied Biosystems). 

As sequências foram visualmente verificadas e alinhadas nos 

programas BioEdit e Mega 6.0, e comparadas com sequências depositadas no 

banco de dados do NCBI através da ferramenta BLAST. 

 

4.2. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA DE EXTRATO 

 

 

Os coprodutos identificados correspondem a produtos com potencial 

antimicrobiano. Este potencial foi investigado com relação à espécime de 

microalga utilizado nos fotobiorreatores do NPDEAS. A metodologia consistiu 

na obtenção de extratos metabólicos 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 investigação de ação 

larvicida (MANILAL et al., 2011. BIANCO et al., 2013). 

A metodologia de produção de extratos a partir das fases de cultivo de 

biomassa microalgal e avaliação da atividade biológica, seguiram os processos 

descritos nos itens 4.3.1, 4.3.2 e 4.3.3. Onde os passos são apresentados no 

fluxograma da FIGURA 7. 
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A produção de extratos a partir do meio de cultivo residual foi realizada 

com acetado de etila. O procedimento consistiu na adição de volume igual 

(1:1), de solvente orgânico ao cultivo residual, proveniente da etapa de 

centrifugação. Na sequência, com o auxílio de um funil de decantação foi 

realizado, a separação entre a fase polar e o extrato resultante. Este 

procedimento foi realizado pelo menos duas vezes. 

Os extratos obtidos foram então submetidos a rotaevaporação (150 

rpm a 45 °C) e evaporação em estufa a 37 °C, posteriormente foram pesados e 

diluídos a uma concentração de 10 mg/mL. 

 

4.2.2. Atividade Antibacteriana contra Patógenos Clínicos – Teste de difusão 

em disco 

 

 

A atividade dos extratos produzidos foi avaliada através do teste de 

difusão em disco. A metodologia consiste no cultivo dos patógenos utilizados 

em meio líquido TSB, volume de 5,0 mL de meio, em temperatura de 37 °C, e 

agitação de 180 rpm pelo período de 10 horas. Na sequência ocorre a diluição 

destes cultivos até a concentração de 108 UFC/mL com base na escala 

MacFaland N° 0.5. Em seguida placas de petri com meio ágar Mueller-Hinton, 

foram inoculadas com as respectivas diluições, 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 período de 24 horas. 

Como controle positivo foram utilizados antibióticos com ação 

comprovada contra as linhagens testadas, e como controle também foi utilizado 

o solvente aplicado na produção dos extratos. Após o período de incubação a 

formação de halo de crescimento das culturas das linhagens testadas foi 

avaliada, assim como os halos obtidos em ação dos controles (SAVI et al., 

2015). A TABELA 3 apresenta as linhagens utilizadas na metodologia, assim 

como os respectivos antibióticos de ação comprovada. 

 



40 
 
TABELA 3 - PATÓGENOS CLÍNICOS UTILIZADOS NO TESTE DE DIFUSÃO EM DISCO E 
OS RESPECTIVOS ANTIBIÓTICOS DE AÇÃO COMPROVADA. 

Classificação Abreviação Patógeno Clínico Antibiótico de Ação 
Comprovada 

Gram-positiva MRSA 
Staphylococcus aureus 
resistente à meticilina 
(MRSA) 

Oxacilina 

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 
Carbapenemase) Vancomicina, meropenem 

Gram-negativa P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa Vancomicina, meropenem 

Gram-negativa S. maltophilia Stenotrophomonas 
maltophilia Vancomicina, meropenem 

    
Fungo C. albicans Candida albicans Anfotericina 
FONTE: O Autor. 
 

4.2.3. Avaliação da Atividade Larvicida dos Extratos 

 

 

A avaliação 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 preparação de soluções a 

partir do extrato nas concentrações de 100, 300 e 500 ppm. Para tanto os 

extratos, após produzidos, foram solubilizados em 1,4% de dimetilsulfóxido 

(DMSO) juntamente com água destilada, a qual foi acrescida até o volume final 

de 100 mL, para cada concentração. 

O experimento envolveu, para cada concentração, a utilização de 20 

larvas da linhagem Rockfeller da em estágio larval correspondente ao 4° instar. 

Para cada concentração o experimento foi realizado em triplicata. A 

metodologia do experimento consistiu, então na preparação das soluções e na 

deposição das larvas para posterior avaliação da mortalidade nos períodos de 

24 e 48 horas. Porém a concentração letal responsável pela mortalidade de 

50% da população larval (LC50), foi determinada com a mortalidade observada 

após o período de 48 horas do experimento, esta taxa foi determinada 

utilizando o método de analise de regressão. A mortalidade larval foi 

determinada quando as larvas não respondiam a estímulos mecânicos e/ou 

quando não emergiam a superfície da solução. O experimento também contou 
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TABELA 4 - COMPOSIÇÃO DO MEIO DE CULTIVO TAP (TRIS-ACETATE-PHOSPHATE). 

Componentes Concentração em Solução 
Estoque 

Quantidade para 1.000 mL 
de meio 

NH4Cl 
MgSO4·7H2O 
CaCl2·2H2O 

100,0 g 
4,0 g 
2,0 g 

5,0 mL 

K2HPO4 
KH2PO4 

28,8 g·100 mL-1 
14,4 g·100 mL-1 5,0 mL 

Na2EDTA·2H2O 
ZnSO4·7H2O 
H3BO3 
MnCl2·4H2O 
FeSO4·7H2O 
CoCl2·6H2O 
CuSO4·5H2O 
(NH4)5MoO3 

50,0 g·250 mL-1 
22,0 g·100 mL-1 
11,4 g·200 mL-1 
5,06 g·50 mL-1 
4,99 g·50 mL-1 
1,61 g·50 mL-1 
1,57 g·50 mL-1 
1,10 g·50 mL-1 

1,0 mL 

CH3COOHNa·3H2O 300,0 g 5,0 mL 
FONTE: Culture collection of Cryophilic Algae (CCCryo). 
 
TABELA 5 - COMPOSIÇÃO DO MEIO DE CULTIVO TAP-S (TRIS-ACETATE-PHOSPHATE 
FREE EN SULFUR). 

Componentes Concentração em Solução 
Estoque 

Quantidade para 1.000 mL 
de meio 

NH4Cl 
MgCl2·7H2O 
CaCl2·2H2O 

100,0 g 
4,0 g 
2,0 g 

5,0 mL 

K2HPO4 
KH2PO4 

28,8 g·100 mL-1 
14,4 g·100 mL-1 5,0 mL 

Na2EDTA·2H2O 
ZnCl2·7H2O 
H3BO3 
MnCl2·4H2O 
FeCl2·7H2O 
CoCl2·6H2O 
CuCl2·5H2O 
(NH4)5MoO3 

50,0 g·250 mL-1 
22,0 g·100 mL-1 
11,4 g·200 mL-1 
5,06 g·50 mL-1 
4,99 g·50 mL-1 
1,61 g·50 mL-1 
1,57 g·50 mL-1 
1,10 g·50 mL-1 

1,0 mL 

CH3COOHNa·3H2O 300,0 g 5,0 mL 
FONTE: Culture collection of Cryophilic Algae (CCCryo). 

 

Os inóculos foram mantidos em condição controladas de luz, 

temperatura, umidade e concentração de dióxido de carbono respectivamente 

(125 µmol, 22 ºC, 36% e 356 PPM), pelo período de 7 dias, sem a adição de 

CO2, através de aeração do sistema. Ao fim deste período o inóculo foi 

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

 

4.3.2. Quantificação do Hidrogênio 

 

 

A quantificação do hidrogênio produzido foi realizada pela leitura do 

gás em um sistema de aquisição de dados utilizado nos experimentos durante 
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a coleta quantitativa de dados, é constituído de um computador contendo duas 

placas da National Instruments, uma de controle e outra de Multímetro, capaz 

de realizar 60 leituras por segundo de dados com tensão (AC e DC), corrente 

(AC e DC) e/ou medição de resistência em dois, três ou quatro fios. Por 

intermédio da placa multímetro são realizadas as leituras de todo o conjunto de 

sensores instalados. O armazenamento e a manipulação dos dados são 

realizados por programa desenvolvido no LABVIEW (DIAS, 2017). 

A medição de temperatura foi realizada por termistores do modelo 521-

3dc, fabricado pela Nova Ética, com faixa de registro de temperatura de -40 °C 

a 200 °C, com resolução de leitura de 0,1 °C. Equipamento certificado e 

calibrado RBC e com validação física, referente a distribuição de temperatura 

em sua cuba, com relatório emitido pelo fabricante. Para a medição das 

concentrações de H2 foi utilizado um sensor de hidrogênio 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 quantificação do hidrogênio 

produzido com a metodologia desenvolvida. 

 
FIGURA 9 - ESQUEMA DA MONTAGEM DO EXPERIMENTO PARA PRODUÇÃO E 

QUANTIFICAÇÃO DE HIDROGÊNIO. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FONTE: O AUTOR. 
 

Agitador Magnético

Sensor

Sistema de 
Aquisição de Dados

Erlenmeyer

 





45 
 

5.1.2. Purificação e Identificação 

 

 

As linhagens obtidas, com a aplicação da metodologia de diluição 

seriada, foram submetidas a cultivo em meio líquido para obtenção de 

biomassa e consequente purificação do DNA genômico. 

Após a aplicação do kit de purificação do DNA genômico os valores 

referentes a quantificação do DNA obtido são apresentados na TABELA 6. 

Além disso, o DNA genômico está em qualidade suficiente para o uso em 

sequenciamento, ou seja, sem proteínas e íntegro como pode ser visualizado 

na FIGURA 11. 

 
TABELA 6 - RESULTADOS OBTIDOS EM QUANTIFICAÇÃO POR NANODROP, E DILUIÇÃO 
APLICADA. 
LINHAGEM CONCENTRAÇÃO (ng/µL) Λ (nm) RAZÃO DILUIÇÃO 

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 GENÔMICO DOS 4 MORFOTIPOS DAS LINHAGENS DE MICROALGAS 
PROVENIENTES DO INÓCULO DO NPDEAS. 

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

 

A PCR dos 4 morfotipos obtidos apresentou banda única do tamanho 

esperado para os primes utilizados, 1000 bp FIGURA 12. 
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FIGURA 12 - PRODUTO DA REAÇÃO DE PCR DOS 4 MORFOTIPOS DA LINHAGEM DE 

MICROALGA PROVENIENTES DO INÓCULO DO NPDEAS. 

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

As sequências de ITS obtidas foram comparadas com as sequências 

depositadas no banco de dados genbank e apresentaram 100% de similaridade 

com a sequência da espécie tipo Acutodesmus obliquus. A analise de máxima 

verossimilhança utilizando as sequências de referencia pertencentes ao gênero 

Acutodesmus, confirmou os isolados como pertecendo a espécie A. obliquus 

(FIGURA 13). A espécie Chlorella vulgaris foi utilizada como grupo externo.
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FIGURA 13 - ÁRVORE FILOGENÉTICA DE MÁXIMA VEROSSIMILHANÇA (ML) 
CONSTRUÍDA A PARTIR DE DADOS DE SEQUENCIAS QUE ABRANGEM REGIÕES DE 
DNA RIBOSSOMAL ITS1, 5.8S E ITS2. 

 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

 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

 AJ237949.1|_Acutodesmus_acuminatus

 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

 JQ082326.1|:1-836_Acutodesmus_reginae_strain_CCAP_276/66

 AJ237951.1|_Acutodesmus_reginae

 JQ082325.1|:1-867_Acutodesmus_nygaardii_strain_CCAP_276/62

 JQ082320.1|:1-848_Acutodesmus_nygaardii_strain_CCAP_276/50

 JQ240282.1|_Acutodesmus_bernardii_strain_CCAP_276/34

 JQ082322.1|:1-875_Acutodesmus_distendus_strain_CCAP_276/52

 AY510468.1|_Acutodesmus_bajacalifornicus_isolate_BCP-LG2-VF16

 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

 AF349725.1|_Desmodesmus_pirkullei

 AY510465.1|_Scenedesmus_rotundus_isolate_BCP-SEV3-VF49

 FJ436342.1|_Hylodesmus_singaporensis_strain_CAUP_H_8001

 FJ715936.1|_Hylodesmus_singaporensis_strain_E4-g

 KP645228.1|_Chlorella_vulgaris_strain_UTEX_395

 
FONTE: O Autor. 
NOTA: A barra, 0,1 é o valor de substituições por nucleotídeos e os valores mostrados nos 
braços da arvore indica o bootstrap expresso em valores de porcentagem. Chlorella vulgaris foi 
utilizada como outgroup 
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5.2. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS 

 

 

5.2.1. Produção de Extratos 

 

 

As concentrações de metabólitos secundários em diferentes meios de 

cultivo são apresentadas na TABELA 7. Extratos produzidos a partir da 

biomassa microalgal apresentaram o maior rendimento mássico, superior a 

50% em relação a fase de meio de cultivo residual para os três 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 repetição), seguido do meio alternativo e 

em último no meio CHU 

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

Meio de Cultio Biomassa Cultivo Residual 

Meio CHU 
21 mg 6 mg 
21 mg 14 mg 
22 mg 11mg 

Meio TAP 
41 mg 24mg 
24 mg 14mg 
22 mg 15 mg 

Meio Alternativo 
20 mg 15 mg 
23 mg 11 mg 
21 mg 12 mg 

FONTE: O autor. 
 

A produção de extratos ocorreu em triplicata para cada meio de cultivo 

(CHU, TAP e meio alternativo), os extratos produzidos foram utilizados em 

teste de difusão em disco para verificar a atividade antibacteriana contra 

patógenos clínicos. 

Os valores de rendimento mássico dos extratos, apresentados na 

TABELA 7, foram utilizados na construção da representação gráfica 

apresentada na FIGURA 14, onde podemos visualizar que o redimento 

mássico 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 MÁSSICO DOS EXTRATOS OBTIDOS COM OS MEIOS DE 

CULTIVO CHU, TAP E CULTIVO EM MEIO ALTERNATIVO. 
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FONTE: O autor. 
NOTA: Os rendimentos mássicos dos extratos obtidos com as respectivas barras de erro 
utilizadas para indicar a incerteza em um valor. 
 

5.2.2. Atividade Antibacteriana contra Patógenos Clínicos – Teste de difusão 

em disco 

 

 

A atividade biológica frente a ação antibacteriana contra patógenos 

clínicos, foi avaliada através do teste de difusão em disco. O qual foi realizado 

em triplicata para cada linhagem de patógeno. A TABELA 8 mostra os 

resultados das placas de cultivo após 24 horas de cultivo, onde os valores dos 

halos de inibição formados foram mensurados. 

 
TABELA 8 - IMAGENS DO TESTE DE DIFUSÃO EM DISCO REALIZADO COM EXTRATOS 
METABÓLICOS. 

Patógeno 
Clínico 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 inibição formados no teste de 

difusão 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, são 

apresentados na TABELA 9. 

Com os valores apresentados foi possível realizar a contrução dos 

gráficos apresentados na sequencia. A FIGURA 15, apresenta os gráficos 

referentes aos valores médios dos halos de inibição e respectivas barras de 

significância, para cada linhagem de patógeno clínico: MRSA, Enterobacter 

cloacae, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus e KPC (Klebsiella 

pneumoniae Carbapenemase). E a FIGURA 16, apresenta os gráficos 

referentes aos valores médios dos halos e respectivas barras de significância, 

para as linhagens de patógenos Candida albicans, Stenotrophomonas 

maltophilia, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Enterococcus 

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

Patógeno Clínico 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 10,44±1,51 mm 12,11±1,76 mm 11,67±1,58 mm 
Gram-positiva S. aureus 10,22±1,48 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 10,89±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 11,89±2,03 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 11,22±0,83 mm 10,44±1,13 mm 12,00±1,87 mm 13,67±2,18 mm 

        
Fungo C. albicans 9,22±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 padrão. MRSA - Controle positivo (Oxacilina 1µg/disco): 27,0 ± 2,5 mm; Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. Enterobacter cloacae - 
Controle Positivo (Meropenem 10µg/disco): 25,0 ± 1,0 mm; Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. Acinetobacter baumanni - Controle positivo (Vancomicina 
30µg/disco): 0,0 mm e (Meropenem 10µg/disco): 13,0 ± 1,5 mm; Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. Staphylococcus aureus meticilina sensível - Controle 
positivo (Oxacilina 6µg/disco): 30,0 ± 3,1 mm; Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. KPC - Controle positivo (Meropenem 10µg/disco): 14,0 ± 2,1 mm; 
Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. Candida albicans - Controle positivo (Anfotericina B 5µg/disco): 20,0 ± 5,0 mm; Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. 
Stenotrophomonas malthophilia - Controle positivo (Meropenem10µg/disco): 38,0 ± 7,0 mm; Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. Pseudomonas aeruginosa 
- Controle positivo (Meropenem 10µg/disco): 34,0 ± 3,5 mm; Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. Escherichia coli - Controle positivo (Ampicilina 10µg/disco): 
32,0 ± 2,5 mm; Controle negativo (Metanol): 0,0 mm. Enterococcus faecalis – Controle Positivo (Vancomicina 30 µg/disco): 15,0 ± 3,0 mm; Controle negativo 
(Metanol): 0,0 mm. 
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FIGURA 15 - GRÁFICOS REFERENTES AS MÉDIAS DOS VALORES DOS HALOS DE 

INIBIÇÃO PARA CADA LINHAGEM DE PATÓGENOS CLÍNICO. 
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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 - GRÁFICOS REFERENTES AS MÉDIAS DOS VALORES DOS HALOS DE 
INIBIÇÃO PARA CADA LINHAGEM DE PATÓGENOS CLÍNICO. 
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FONTE: O Autor. 
LEGENDA: A – Candida albicans; B - Stenotrophomonas maltophilia; C - Pseudomonas 
aeruginosa; D - Escherichia coli e E - Enterococcus faecalis. 



55 
 

A FIGURA 17 apresenta todos os valores obtidos para cada fase do 

cultivo de biomassa microalgal com os respectivos meios de cultivo 

pesquisados. Os resultados são separados por linhagem de patógeno clínico e 

por fase de cultivo. 

 
FIGURA 17 - GRÁFICO REFERENTE A MÉDIA DOS VALORES DOS HALOS DE INIBIÇÃO 

PARA CADA MEIO DE CULTIVO E FASE DE CULTIVO E A RESPECTIVA 
LINHAGEM DE PATÓGENO CLÍNICO UTILIZADA NO TESTE. 
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T B 3  -  M e io  T A P  -  B io m a s s a  - A . b a u m a n n ii

T C 3  -  M e io  T A P  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - A . b a u m a n n ii

A B 3  -  M e io  A lte rn a t iv o  -  B io m a s s a  - A . b a u m a n n ii

A C 3  -  M e io  A lte rn a t iv o  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - A . b a u m a n n ii

C B 4  -  M e io  C H U  - B io m a s s a  - S . a u re u s

C C 4 -  M e io  C H U  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - S . a u re u s

T B 4  -  M e io  T A P  -  B io m a s s a  - S . a u re u s

T C 4  -  M e io  T A P  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - S . a u re u s

A B 4  -  M e io  A lte rn a t iv o  -  B io m a s s a  - S . a u re u s

A C 4  -  M e io  A lte rn a t iv o  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - S . a u re u s

C B 5  -  M e io  C H U  -  B io m a s s a  -  K P C

C C 5  -  M e io  C H U  -  C u lt iv o  R e s íd u a l -  K P C

T B 5  -  M e io  T A P  -  B io m a s s a  -  K P C

T C 5  -  M e io  T A P  -  C u lt iv o   R e s íd u a l -  K P C

A B 5  -  M e io  A lte rn a t iv o  -  B io m a s s a  -  K P C

A C 5  -  M e io  A lte rn a t iv o  -  C u lt iv o  R e s íd u a l -  K P C

C B 6  -  M e io  C H U  - B io m a s s a  - C . a lb ic a n s

C C 6  -  M e io  C H U  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - C . a lb ic a n s

T B 6  -  M e io  T A P  -  B io m a s s a  - C . a lb ic a n s

T C 6  -  M e io  T A P  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - C . a lb ic a n s

A B 6  -  M e io  A lte rn a t iv o  -  B io m a s s a  - C . a lb ic a n s

A C 6  -  M e io  A lte rn a t iv o  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - C . a lb ic a n s

C B 7  -  M e io  C H U  - B io m a s s a  - S . m a lto p h il ia

C C 7  -  M e io  C H U  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - S . m a lto p h il ia

T B 7  -  M e io  T A P  -  B io m a s s a  - S . m a lto p h il ia

T C 7  -  M e io  T A P  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - S . m a lto p h il ia

A B 7  -  M e io  A lte rn a t iv o  -  B io m a s s a  - S . m a lto p h il ia

A C 7  -  M e io  A lte rn a t iv o  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - S . m a lto p h il ia

C B 8  -  M e io  C H U  - B io m a s s a  - P . a e ru g in o s a

C C 8  -  M e io  C H U  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - P . a e ru g in o s a

T B 8  -  M e io  T A P  -  B io m a s s a  - P . a e ru g in o s a

T C 8  -  M e io  T A P  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - P . a e ru g in o s a

A B 8  -  M e io  A lte rn a t iv o  -  B io m a s s a  - P . a e ru g in o s a

A C 8  -  M e io  A lte rn a t iv o  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - P . a e ru g in o s a

C B 9  -  M e io  C H U  - B io m a s s a  - E . c o li

C C 9  -  M e io  C H U  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - E . c o li

T B 9  -  M e io  T A P  -  B io m a s s a  - E . c o li

T C 9  -  M e io  T A P  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - E . c o li

A B 9  -  M e io  A lte rn a t iv o  -  B io m a s s a  - E . c o li

A C 9  -  M e io  A lte rn a t iv o  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - E . c o li

C B 1 0  -  M e io  C H U  -  B io m a s s a  - E . fa e c a lis

C C 1 0  -  M e io  C H U  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - E . fa e c a lis

T B 1 0  -  M e io  T A P  -  B io m a s s a  - E . fa e c a lis

T C 1 0  -  M e io  T A P  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - E . fa e c a lis

A B 1 0  -  M e io  A lte rn a t iv o  -  B io m a s s a  - E . fa e c a lis

A C 1 0  -  M e io  A lte rn a t iv o  -  C u lt iv o  R e s íd u a l - E . fa e c a lis

FONTE: O autor 
 

Com os dados obtidos foram possíveis também realizar comparações 

entre as ações 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 comparações com as respectivas significâncias. 
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FIGURA 18 - GRÁFICOS REFERENTES AS MÉDIAS DOS VALORES DOS HALOS DE 

INIBIÇÃO PARA O PATÓGENO CLÍNICO MAB1 EM RELAÇÃO AOS 
PATÓGENOS CLÍNICOS MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9). 
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FONTE: O Autor. 
LEGENDA: A – Comparação entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em 
meio CHU, entre MAB1 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); B - Comparação entre os extratos produzidos 
com o cultivo residual de microalgas em meio CHU, entre MAB1 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); C - 
Comparação entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em meio TAP, entre 
MAB1 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); D - Comparação entre os extratos produzidos com o cultivo 
residual de microalgas em meio TAP, entre MAB1 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); E - Comparação 
entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em meio alternativo, entre MAB1 e 
MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9) e F - Comparação 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 - GRÁFICOS REFERENTES AS MÉDIAS DOS VALORES DOS HALOS DE 

INIBIÇÃO PARA O PATÓGENO CLÍNICO MAB4 EM RELAÇÃO AOS 
PATÓGENOS CLÍNICOS MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9). 
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FONTE: O Autor. 
LEGENDA: A – Comparação entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em 
meio CHU, entre MAB4 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); B - Comparação entre os extratos produzidos 
com o cultivo residual de microalgas em meio CHU, entre MAB4 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); C - 
Comparação entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em meio TAP, entre 
MAB4 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); D - Comparação entre os extratos produzidos com o cultivo 
residual de microalgas em meio TAP, entre MAB4 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); E - Comparação 
entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em meio alternativo, entre MAB4 e 
MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9) e F - Comparação 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 - GRÁFICOS REFERENTES AS MÉDIAS DOS VALORES DOS HALOS DE 

INIBIÇÃO PARA O PATÓGENO CLÍNICO MAB10 EM RELAÇÃO AOS 
PATÓGENOS CLÍNICOS MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9). 
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FONTE: O Autor. 
LEGENDA: A – Comparação entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em 
meio CHU, entre MAB10 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); B - Comparação entre os extratos produzidos 
com o cultivo residual de microalgas em meio CHU, entre MAB10 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); C - 
Comparação entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em meio TAP, entre 
MAB10 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); D - Comparação entre os extratos produzidos com o cultivo 
residual de microalgas em meio TAP, entre MAB10 e MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9); E - Comparação 
entre os extratos produzidos com biomassa de microalgas em meio alternativo, entre MAB10 e 
MAB (2, 3, 5, 7, 8, 9) e F - Comparação 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 relação ao patógeno clínico 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 inibição 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 relação ao patógeno clínico S. aureus sensível 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 (MAB5), mostrou zonas de 

inibição 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 

diâmetro de inibição, respectivamente, entre 6,27 e 16,12 mm e entre 6,96 e 

15,85 mm. As linhagens patogênicas 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 diâmetro de inibição, respectivamente, entre 

8,58 e 15,67 mm e entre 7,21 e 15,24 mm. E por fim a linhagem patogênica, 

gram-positiva, E. faecalis (MAB10) apresentou os melhores resultados com 

relação a formação de halos de inibição com o extrato obtido a partir do cultivo 

residual também proveniente do cultivo em meio alternativo, com valores de 

diâmetro de inibição, entre 8,50 e 15,12 mm. 

Com relação a comparação entre o grupos gram-positivos e gram 

negativos dos patógenos clínicos utilizados, podemos observar, segundo os 
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gráficos 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, MAB8 e 

MAB9),para cada fase do cultivo em cada um dos meios, que em sua quase 

totalidade que os valores de inibição para as linhagens gram-negativas são 

maiores e do que para as linhagens gram-positivas. Comprovando assim a 

maior ação de todos os extratos frente a bactérias gram-negativas, do que em 

relação a linhagens gram-positivas. 

 

5.3. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE LARVICIDA DOS EXTRATOS 

 

 

Ao fim do período de 48 horas de experimento, foi realizada a 

contagem das larvas que atendiam aos critérios de mortalidade. Os valores 

coletados são apresentados na TABELA 10. 

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

do Extrato 
(ppm) 

Repetição 
1 

Repetição 
2 

Repetição 
3 

Médi da 
Mortalidade 

% da 
Mortalidade 

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 estatísticos, foi 

possível determinar a dose letal LC50. Os valores determinados são 

apresentados na TABELA 11. 

 
TABELA 11 - CONVERSÃO DOS VALORES EM FUNÇÃO LOGARÍTMICA E OBTENÇÃO 
DOS VALORES PROBABILÍSTICOS. 

Concentração 
(ppm) 

Concentração 
(log) % da Mortalidade Valores 

probabilísticos 
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 

regressão linear simples dos dados contidos na TABELA 11. Os valores dos 

coeficientes obtidos foram os valores de interseção e variável x, 

respectivamente, b = 3,65113619707452 e a = -5,22430707764961. Utilizando 

a formulação de equação de primeio grau ( ), com o valor da variável, 

, igual a 5, pois é o valor de LC50 a ser determinado. Assim sendo, 

substituindo os valores na equação, encontramos o valor de LC50 para o 

extrato testado de 632 ppm 
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5.4. PRODUÇÃO DE HIDROGÊNIO 

 

 

A avaliação da produção de hidrogênio foi realizada em duplicata com 

a linhagem de Tetradesmus obliquus (=Acutodesmus obliquus) (LGMM0001). 

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 concentração celular, do inóculo representando o momento 

inicial do experimento e os valores do fim do experimento, foram mensurados. 

Em todos os experimentos os valores de concentração celular ficaram em torno 

de 104, tanto para o inicio dos experimentos quanto ao final. Para a linhagem 

LGMM0001 os valores médios iniciais e finais de concentração celular ficaram, 

respectivamente, em torno de 4,025·104 e 3,255·104 células/mL. E para a 

linhagem CC-125 os valores médios iniciais e finais de concentração celular 

ficaram, respectivamente, em torno de 10,785·104 e 7,24·104 células/mL. Os 

valores para cada repetição realizada são apresentados na TABELA 12. 

 
TABELA 12 - VALORES DE CONCENTRAÇÃO CELULAR DO TEMPO INICIAL E FINAL DA 
PRODUÇÃO DE HIDROGÊNIO. 

REPETIÇÃO ESPÉCIE DE MICROALGA CONCENTRAÇÃO 
INÓCULO (células/ml) 

CONCENTRAÇÃO 
FINAL (células/mL) 

1A Acutodesmus obliquus 4,81·104 4,01·104 
1B Chlamydomonas reinhardtii 2,97·104 4,48·104 
2A Acutodesmus obliquus 3,24·104 2,50·104 
2B Chlamydomonas reinhardtii 1,86·105 1,00·105 

FONTE: O autor. 
 

5.4.1. Quantificação de Hidrogênio 

 

 

Os valores referentes a concentração de hidrogênio produzido (mg/m3) 

foram utilizados para construir os gráficos apresentados na FIGURA 21, 

referente a linhagem LGMM0001 de A. obliquus e da linhagem CC-125 de C. 

reinhardtii. As curvas desenhadas representam o padrão de produção de 

hidrogênio em relação ao tempo (em dias), em cada dia de produção para cada 

linhagem os pontos apresentam barra de erro. 
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6. DISCUSSÃO 
 

 

6.1. ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DE MICROALGAS 

 

 

O interesse no cultivo de microalgas com aplicações industrial e 

acadêmica pode ser classificado como recente, e apresenta um relativo 

aumento no número de pesquisas e investimentos nas últimas décadas 

(CORREA et al., 2017). Tais aplicações são em especial em relação ao 

potencial de produção de energias renováveis, assim como devido ao potencial 

de produção de produtos de elevado valor agregado. Tais interesses aliados 

com o potencial de conversão de poluentes e/ou dejetos apresentados por 

algumas espécies de microalgas, tornam de maior interesse a construção de 

processos que permitam o tratamento e resultem em produtos que sejam 

viáveis econômica e energeticamente (ZHU, 2015). 

Para tanto a identificação adequada das espécies que propicie o 

conhecimento dos potenciais genéticos que determinada espécie pode 

alcançar pode ajudar a estabelecer um processo que seja viável energética e 

economicamente. A identificação da linhagem utilizada nos FBRs do NPDEAS 

(LGMM0001) iniciou com o isolamento de colônias a partir de uma amostra 

disponibilizada, através de técnicas de microbiologia. Colônias foram 

selecionadas por apresentarem inicialmente diferenças morfológicas, como 

coloração e contornos dos bordos das colônias, o que indicava a possibilidade 

da existência de diferentes morfotipos. Os isolados apresentaram 

características gerais compartilhadas pelos gêneros Scenedesmus e 

Acutodesmus, como células ovais ou cilíndricas com pólos obtusos ou 

truncados, sem espinhos, em coenobios planos ou ligeiramente curvos e 

parede celular lisa (KRIENITZ; BOCK, 2012), como apresentado na Figura 6. 

Devido à plasticidade morfológica apresentada por estes organismos 

(LÜRLING, 2003) um número significativo de espécies, descritas com base em 

características morfológicas, está em revisão. 
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Inúmeros autores realizaram estudos de identificação em nível de 

espécie utilizando o sequenciamento da região ITS para microalgas (AN et al., 

1999; TIMMINS et al., 2009; HEGEWALD et al., 2003, 2013; FERRIGO et al., 

2014). Apenas a região do ITS 2 já foi utilizada por Chen e colaboradores como 

barcode de DNA para plantas, sendo capaz de identificar amostras de 

diferentes famílias de grupos taxonômicos próximos (CHEN et al., 2010). Chen 

e colaboradores concluíram, utilizando apenas a região do ITS2, que em 6.685 

amostras contendo 4.800 espécies diferentes, as análises apresentaram 

porcentagens de identificação de 92,7% em nível de espécie e 99,8% em nível 

de gênero, mostrando assim alto grau de confiabilidade na utilização da região 

do ITS2 para estudos de análise filogenética.  

As sequências da região ITS1, 5.8S, ITS2 e 729 pb, dos isolados, a 

análise apresentaram 100% de semelhança entre as sequências dos isolados e 

as sequências 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 morfológicos, e após análises filogenéticas, foi 

proposto que esta linhagem fosse reclassificada no gênero 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 coleção 

de cultura do Laboratório de Genética em Microrganismos da UFPR com o 

código LGMM0001 e a sequência depositada Genbank, KY436159. Desta 

forma, pode-se dizer que a região do ITS (ITS1, 5.8 e ITS2) apresenta eficácia 

na identificação molecular em nível de espécie para as amostras obtidas na 

etapa de isolamento e para espécies pertencentes ao gênero Acutodesmus, 

atualmente reconhecido como Tetradesmus. 

 

6.2. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS 

 

 

A resistência aos antibióticos apresentada por inúmeras linhagens de 

patógenos clínicos, tem se apresentado como um grave e crescente problema 

para a saúde pública nas últimas décadas (BROKE, 2012; BONOMO et al., 

2016). Desta forma pesquisas e desenvolvimento de novos compostos que 
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apresentem atividade biológica frente a linhagens patogênicas, se apresentam 

como atrativas para processos novos e já estabelecidos de cultivos de 

microrganismo (STROBEL et al., 2003; PAULUS et al., 2017). 

Durante o levantamento bibliográfico, não foi encontrado nenhum relato 

de trabalhos que apresentassem a exploração de metabólitos secundários 

provenientes de microalgas, da forma como foi realizado neste projeto. Tal 

interesse surgiu devido principalmente ao observar a baixa taxa de presença 

de bactérias durante o cultivo no FBRs existentes no NPDEAS, em 

comparação à concentração de células de microalgas. Este fato pareceu uma 

possível fonte de um novo co-produto, com potencial de alto valor agregado, 

justificando assim a pesquisa neste campo. 

Para a produção dos metabólitos com atividade biológica, foram 

utilizados três meios de cultura, com diferentes fontes de nitrogênio 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 é utilizado em 

escala de engenharia nos FBRs. 

Com relação ao rendimento de extratos obtidos pode-se observar, 

segundo os valores apresentados na TABELA 7 e a representação gráfica na 

FIGURA 14, que os rendimentos mássicos dos extratos obtidos também 

apresentaram diferença com relação ao meio de cultivo utilizado, assim como 

com a fase do cultivo utilizada para a obtenção dos extratos. Em comparação, 

os extratos obtidos a partir da biomassa de microalgas dos três meios de 

cultivos estudados apresentaram um maior rendimento em relação 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 biológica frente às linhagens de patógenos foi 

possível observar que os metabólitos secundários apresentaram perfil de 

atividade distintos, provavelmente devido a variação das fontes de carbono 

assim como das condições de cultivo em relação aos meios de cultivo 

sintéticos, condições de cultivo de temperatura e luminosidade controlados em 

relação ao meio alternativo com condição de temperatura e luminosidade 
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externos. Perfil este dentro do esperado quando falamos de metabólitos 

secundários e variações de cultivo (NETZKER et al., 2015). 

Através da comparação dos dados obtidos podemos observar que o 

meio alternativo de cultivo, o qual utiliza dejeto suíno como base de sua 

composição, apresentou os resultados mais significativos tanto em relação a 

biomassa quanto em relação ao cultivo residual frente a todas as 10 (dez) 

linhagens de patógenos clínicos estudados. Frente as linhagens patogênicas 

existentes no grupo utilizado, a análise 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 são superiores aos resultados obtidos a 

partir do cultivo nos meios sintéticos utilizados. 

Dentre todas as dez linhagens pesquisadas, a inibição de crescimento 

da bactéria gram positiva S. aureus (sensível 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 inibição 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 considerável de inibição das linhagens, C. albicans, S. maltophilia e 

E. faecalis. Assim sendo, considerando a dificuldade no tratamento de 

infecções causadas por estas linhagens patogênicas, os resultados obtidos se 

apresentam relevantes e estudos para a identificação dos compostos 

causadores da inibição do crescimento são importantes. 

Nas últimas décadas o desenvolvimento e a propagação da resistência à 

antibióticos entre linhagens de microrganismos patogênicos, tem se mostrado 

um problema crescente e em escala mundial para a saúde pública. Algumas 

espécies de patógenos apresentam resistência intrínseca a antibióticos e assim 
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sendo, são também associados a infecções que são responsáveis por grandes 

custos na saúde pública (BROKE, 2012; BONOMO et al., 2016). 

Os resultados mostram o potencial na investigação dos metabólitos 

secundários produzidos pela linhagem de microalga T. obliquus (=A. obliquus) 

(LGMM0001), devido a elevada atividade biológica observada. Este é o 

primeiro relato de atividade biológica, apartir de extratos produzidos por esta 

espécie de microalga, sendo que a linhagem (LGMM0001) apresentou 

atividade moderada contra as linhagens de patógenos clínicos. 

 

6.3. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE LARVICIDA DOS EXTRATOS 

 

 

O extrato testado para atividade larvicida escolhido foi o que 

apresentou os melhores valores de rendimentos mássicos, além de resultados 

expressivos com relação a atividade contra linhagens patogênicas. Os 

resultados do teste de atividade larvicida dos extratos mostram que a 

mortalidade de larvas dos mosquitos de A. aegypti na concentração 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 não mostram uma atividade larvicida de 

grande potencial quando comparada aos resultados já publicados (RAO et al., 

1999; MANILAL et al., 2011), já que o valor de dose letal necessária para 

eliminar metade de uma população (LC50 = 632 ppm) é muito superior. Em 

adição, 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 aplicação do extrato não resulte em inibição do mosquito fêmea 

em depositar ovos. Assim sendo, é importante levar em conta e determinar se 

o extrato proveniente da linhagem de microalga em questão (LGMM0001) é 

determinante para repelir o mosquito fêmea na deposição de ovos, que 

resultarão em larvas e por fim em novos mosquitos (BIANCO et al., 2013). 
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6.4. PRODUÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE HIDROGÊNIO 

 

 

O hidrogênio é uma das fontes de energia limpa com maior grau de 

eficiência energética e sustentável, quando originado de fonte renováveis, que 

pode ser usado em complemento ou substituição aos combustíveis de origem 

fóssil (AZIZ, 2016. HOSSEINI & WAHID, 2016). Com relação a aplicação do 

gás hidrogênio, está ocorre nos mais diversos segmentos desde de geração de 

energia elétrica até como células de combustível, incluindo aplicações em 

processos industriais. Porém, o alto custo de produção, assim como os 

desafios de logística e armazenamento, resultam em uma viabilidade 

econômica desafiadora para o uso do hidrogênio como fonte de combustível 

(CHU & MAJUMDAR, 2012. RASHID et al., 2013. OEY et al., 2016). Com 

relação ao método de obtenção de hidrogênio, existem muitos processos para 

a produção, como por exemplo, eletrólise, fotólise ou via ação de 

microrganismos (HOLLADAY et al., 2009. OBRADOVIC et al., 2013. YILMAZ et 

al., 2016). Entretanto os processos de produção termoquímicos e 

eletroquímicos apresentam altos índices de gasto energético elevando os 

custos de produção além do impacto ambiental que estes processos produtivos 

causam. Desta forma, a produção de hidrogênio por vias biológicas se mostra 

como uma abordagem potencialmente eficiente, ambientalmente amigável e 

com menos aplicações energéticas quando comparada aos outros métodos 

(DEBABRATA & VEZIROGLU, 2001. KHETKORN et al., 2013. NYBERG et al., 

2015). 

Como já se sabe, o potencial da produção de hidrogênio em microalgas 

verdes é diretamente relacionado e dependente da capacidade específica de 

determinada linhagem em expressar enzimas responsáveis pelo metabolismo 

do hidrogênio, assim como as condições de cultivo que favoreçam a expressão 

destas proteínas funcionais (KHETKORN et al., 2013. NYBERG et al., 2015). A 

utilização de microalgas para produção de hidrogênio pode ocorrer da forma 

bioquímica ou termoquímica, onde a segunda ainda apresenta vantagens com 

relação a rendimento, quando comparada com a primeira, e faz uso da 

biomassa microalgal nos processos de gaseificação e pirólise, enquanto que 

que a forma bioquímica de produção utiliza metabolismo das próprias linhagens 
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ou ainda se faz uso da biomassa microalgal em processo fermentativo (AZIZ et 

al., 2015). 

Nesta dissertação teve-se por objetivo identificar e quantificar a 

produção de hidrogênio pela linhagem nativa, molecularmente identificada, 

cultivada nos FBR’s do NPDEAS. A aplicação da metodologia proposta foi 

aplicada juntamente com uma linhagem de controle adquirida no 

Chlamydomonas Resource Center, pelo grupo de pesquisa, devido à 

capacidade de produção de gás hidrogênio. Assim sendo, ambas as linhagens 

utilizadas, a nativa de T. obliquus (=A. obliquus) (LGMM0001), e a linhagem 

controle C. reinhardtii (CC-125), apresentaram resposta positiva para a 

formação do gás hidrogênio de interesse, e o sistema de aquisição de dados foi 

capaz de registrar os dados para contrução da curva média de produção, 

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) 

(LGMM0001), apresentou um comportamento bastante instável, 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 são necessários, visto a influência 

apresentada nos valores obtidos no experimento da linhagem controle. Com 

relação a linhagem utilizada nos FBR’s do NPDEAS, pode-se observar que é 

necessária a adaptação do cultivo de inóculo para que que este apresente um 

maior número de células, para que resulte posteriormente em maiores índices 

de produção de hidrogênio. Porém, para comprovar tamanha influência do 

número de células presentes, sugere-se maiores desenhos experimentais. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

A metodologia do trabalho desenvolvido envolveu técnicas de 

isolamento e identificação morfológica e molecular de microrganismos. Estas 

técnicas resultaram na identificação 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 econômica e 

energética na produção em larga escala da biomassa microalgal. Assim sendo, 

foi possível comprovar que a linhagem em questão foi capaz de produzir 

hidrogênio, bem como apresentou atividade biológica dos extratos obtidos a 

partir das fases de cultivo. Em conclusão, a linhagem de microalga utilizada 

neste trabalho foi caracterizada como Tetradesmus obliquus (=A. obliquus), e 

foi capaz de produzir compostos com potencial econômico em associação com 

o processo de produção de biocombustíveis. 

 

7.1. CONCLUSÕES 

 

 

As principais conclusões desta dissertação são: 

 O isolamento e identificação 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 morfológicos e 

molecular. Este resultado mostra a importância em aliar metodologias 

moleculares com morfológicas para a identificação adequada de linhagens, 

auxiliando para os primeiros passos de trabalhos que envolvem a engenharia 

genética de linhagem selvagens. Além de mostrar divergências na taxonomia 

das microalgas que ainda sofrem modificações nas nomenclaturas aplicadas. 

 A avaliação de atividade biológica 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 vírus causador 

da febre da dengue. Tais avaliações apresentaram resultados positivos para 
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ambos os testes realizados, os quais colaboram potencialmente para combater 

os malefícios causados pelas linhagens patogênicas pesquisadas. 

 O desenvolvimento de processo de produção e quantificação de 

hidrogênio formado pela linhagem isolada foi comprovado com a metodologia 

aplicada, pois foi possível mensurar a produção de hidrogênio pela linhagem 

isolada. Desta forma foi possível comprovar que o processo de biofotólise 

indireta apresenta potencial para produção de hidrogênio em escala maiores, 

como por exemplo de FBR de 12.000 litros, o que pode auxiliar na viabilidade 

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

 

7.2. RECOMENDAÇÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

 

Recomenda-se para trabalhos futuros os seguintes pontos não tratados 

no presente trabalho e pouco abordados pela literatura: 

 Recomenda-se que um fracionamento dos extratos obtidos deva 

ser realizado para que ocorra a identificação dos compostos responsáveis pela 

ação antimicrobiana, assim como investiga a toxicidade destes compostos, 

para que a viabilidade dos extratos possa ser melhor comprovada como agente 

antipatógenos; 

 Para a ação larvicida recomenda-se que outros solventes sejam 

testados para a produção de extratos, assim como testes relacionados a ação 

repelente desses extratos obtidos; 

 Realizar maiores experimentos quanto a produção de hidrogênio 

pela linhagem isolada, objetivando o melhor conhecimento do cilo de produção 

do gás de interesse. Pesquisas com relação ao ciclo anaeróbico nos 

fotobiorreatores são necessárias, assim como para a aquisição, ajuste e 

validação da produção de hidrogênio em escalas superior à de bancada; e 

 Por fim, recomenda-se realizar análise de viabilidade econômica e 

energética da produção hidrogênio em fotobiorreatores aliada a extração de 

metabólitos secundários, levando em conta a eficiência final dos produtos, os 

custos de produção, assim como de armazenamento e transporte do gás 

hidrogênio. 
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