Docusign Envelope ID: 7E9167AB-70F1-4671-885A-3CD989A95A2C

ANTT — Agéncia Nacional de Transportes Terrestres
RDT - Recurso de Desenvolvimento Tecnoldgico

RELATORIO FINAL

ESTUDOS PARA O DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA BIOLUMINESCENTE SUSTENTAVEL
PARA APLICACAO EM ELEMENTOS DE SINALIZACAO DE
RODOVIAS -FASE I

ECOVIAS CERRADO

21/11/2025
Pagina 1 de 144



Docusign Envelope ID: 7E9167AB-70F1-4671-885A-3CD989A95A2C

Sumario
1.  DESCRICAO DO PROJETO.....coieieieeriieeeteiese s sesissessesssss s sen s s sssesn s snasnensans 4
2. METODOSE TECNICAS UTILIZADAS ....ooveeeveeeeveeere e sesess s senassesisnensnes 13
2.1, AQUISICA0 08 EQUIPAMENTOS....cviiiiirieiteeiesiee e eteetee e e e e e e e reesraebe e e e saeesreeneesreenee e 13
2.2. Abordagem DiolUMINESCENCIA .........ueivieieiiecieee e 14
2.3. Abordagem bioeletroatiVIdade ...........ccoiiieiieiiiieeee e 14
3. ETAPAS DA ABORDAGEM BIOLUMINESCENCIA ........cooovviieieeiieeeserseeenesins 15
3.1. ETAPA 01: coleta, iSOlament0 € EStOQUE .........ccvveeereerieiiesieerieeeesieesie e sree e enee e e 15
3.2. ETAPA 02: avaliacéo da producéo de bioluminescéncia qualitativamente................... 18
3.3. ETAPA 03: avaliacéo da producéo de bioluminescéncia quantitativamente.................. 22
3.4, ETAPA 04: genoma COMPIETO.......ccueriiiiriiiiiiiieiieieeie e 28

3.5. ETAPAS 05 e 06: planejamento molecular (estudo da construcdo do plasmideo, escolha do vetor,

amplificacdo do gene, clonagem) e experimental (DOE) para otimizagao ............c.cceevervvennenn. 34
3.6. ETAPA 07: TOMMUIAGED .......ccviieieiieieiieieeite s 55
3.7. ETAPA 08: desenvolvimento do prot6tipo e teste em Campo ........ccoeevvvrereeeriereeenen, 58
4, ETAPAS DA ABORDAGEM BIOELETROATIVIDADE ........ccccoceiiiiienieeee e 86

4.1. ETAPA 01: ativacéo, validacdo e selecdo de tratamentos no contexto de bioeletroatividade 86

4.2. ETAPA 02: investigacdo do genoma completo das cepas associadas a eletroatividade 96

4.3. ETAPA 03: desenvolvimento do prototipo e teste em Campo ........ccceeevererierineenenn 112
5.  CONCLUSOES, CONSIDERA(}@ES FINAIS E PRODUTOS .......coooeiiiiieeieeiee 140
5.1, CoNSIAEragGies FINAIS......cc.ooviiiirierieitiriisi ettt bbbt 140
5.2, ProdULOS GEIAUDS. ......ccueeuieriiiiitesie sttt bbbttt sb ettt sttt nes 141
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coviiiirieeeineeseieessessssssssseseseesssessssnes 142

Pagina 2 de 144



Docusign Envelope ID: 7E9167AB-70F1-4671-885A-3CD989A95A2C

T ANEXOS ... s 144

7.1. ResUMO de atiVIdadesS .....ccooeeeeeeeeeeeeeee e 144

Pagina 3 de 144



Docusign Envelope ID: 7E9167AB-70F1-4671-885A-3CD989A95A2C

1. DESCRICAO DO PROJETO
Titulo do projeto:

ESTUDOS PARA O DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA BIOLUMINESCENTE SUSTENTAVEL
PARA APLICACAO EM ELEMENTOS DE SINALIZACAO DE RODOVIAS — FASE Il

Resumo:

O presente Relatério Final (Fase IlI) do projeto "Estudos para o Desenvolvimento de Sistema
Bioluminescente Sustentavel para Aplicacdo em Elementos de Sinalizacdo de Rodovias" teve como
objetivo principal desenvolver e validar em ambiente relevante (Escala de maturidade tecnoldgica — TRL
5) protdtipos de sinalizacao sustentavel a partir de microrganismos marinhos do BANCO REGENERA -
primeiro banco de bactérias e fungos marinhos e costeiros legalmente disponivel para bioprospeccao —
usando duas abordagens inovadoras: Bioluminescéncia e Bioeletroatividade. Este trabalho visa oferecer
uma alternativa ecoldgica para a sinalizacao rodoviaria, minimizando a dependéncia de energia da rede e
0 impacto ambiental de tecnologias convencionais. Na abordagem de Bioluminescéncia, 44 bactérias
marinhas bioluminescentes foram isoladas, sendo a bactéria 1485 identificada como a mais promissora
apos avaliacdo qualitativa e quantitativa. Foram desenvolvidas formulacdes utilizadas em prot6tipos para
asinalizacdo de rodovias e EPIs. Os protdtipos se mostraram perceptiveis a uma distancia de até 15 metros,
validando o conceito em ambiente relevante. Na abordagem de Bioeletroatividade, microrganismos pré-
selecionados foram avaliados em Células a Combustivel Microbianas (CCMs), sendo selecionado o
microrganismo mais promissor (848). Foi desenvolvido o protétipo, um sistema de geracdo de energia
com eletrodos de aluminio e carbono, que alimenta um sinalizador. Este sistema demonstrou potencial,
sendo detectavel por veiculos e pedestres em ambiente relevante, a uma distancia de até 40 metros. Os
resultados demonstram a viabilidade técnica e a alta sustentabilidade das abordagens, uma vez que
utilizam recursos bioldgicos renovaveis, contrastando com a alta pegada de carbono e o descarte de
residuos toxicos das tecnologias de iluminagdo convencionais. Estes resultados posicionam a
REGENERA/ECOVIAS CERRADO/ANTT como lideres absolutos em inovagdo verde para
infraestrutura em bioeletroatividade e bioluminescéncia para sinalizacdo de rodovias. Desta forma, todos

0s objetivos do plano de trabalho foram cumpridos.
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Palavras-chave:

Bioeletroatividade; Bioluminescéncia; Microrganismos marinhos; Sinalizagéo
Justificativas:

A demanda no consumo de energia no mundo vem continuamente aumentando e a busca pela
independéncia nesse setor € motivo de intensa pesquisa. O uso de formas de energias sustentaveis,
chamadas de energias-verdes, vem ganhando espaco no mercado dadas as inumeras vantagens frente a
outras energias nao-renovaveis disponiveis. Neste contexto, 0 uso de microrganismos tem se apresentado
como uma das principais alternativas para geracdo de luz de maneira sustentavel. Dentro deste cenério, a
empresa REGENERA MOLECULAS DO MAR viabiliza o acesso a biodiversidade de fungos e bactérias
marinhos de maneira legal, sustentavel e sem burocracias. A empresa possui uma plataforma de Pesquisa
& Desenvolvimento inédita no pais: 0o BANCO REGENERA. Trata-se do primeiro e Unico banco de
microrganismos de origem marinha do Brasil disponivel para bioprospec¢do e desenvolvimento
tecnoldgico com potencial de aplicacdo em diferentes setores da economia. Para a atual proposta, o
BANCO REGENERA foi incrementado com novos organismos bioluminescentes.

A bioluminescéncia é a emissdo de luz por seres vivos, resultante de uma reagdo quimica
provocada por um gene. Bactérias e fungos de origem marinha sdo apontados como importantes fontes de
bioluminescéncia, visto que os grandes relatos desse fendmeno ocorrem no mar. Além disso, estes
microrganismos tém o potencial de produzir energia elétrica a partir do seu metabolismo
(bioeletroatividade), sendo considerada uma outra abordagem sustentavel para a iluminacdo (Herring,
1997; Logan, 2009; Zarubin et al., 2012; Tanet et al., 2019; Syed & Anderson, 2021).

A proposta aqui apresentada é a segunda fase de um projeto ja aprovado e executado, envolvendo
duas “estratégias” para estabelecer uma solugdo que possa ser utilizada para a sinalizacéo de rodovias. O
objetivo da FASE Il é desenvolver para teste em campo um sistema bioluminescente e um sistema
sinalizacdo com bioeletroatividade passivel de aplicacdo em rodovias, uniformes e coletes a partir de
microrganismos marinhos e de forma sustentavel.

Em relagdo aos ganhos na &rea Ambiental, a iluminacéo proveniente de bactérias produz uma luz
fria que diminui a radiacao termal, é praticamente ndo poluente e ndo emite CO2 (Jose et al., 2021). Gracas
a uma matéria-prima de origem biologica e biodegradavel feita de bactérias marinhas que podem ser
cultivadas infinitamente em laboratério, podemos reduzir o consumo de recursos limitados como a agua

(luzes de LED dependem de grande quantidade de agua de hidrelétrica para seu funcionamento e ndo sao
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biodegradaveis), bem como a poluicdo gerada por sua extragdo, transformacéao e exportacao, tendo como
principal objetivo a reducdo dos efeitos nocivos da polui¢do luminosa e da poluicao visual.

Em relacdo aos ganhos na operacdo em todo o sistema rodoviario, destaca-se o estabelecimento de
uma nova tecnologia que seja autossustentavel para uso em rodovias com elementos mais visiveis,
diminuicdo da manutencdo na sinalizacdo de rodovias a longo prazo, diminuigdo dos custos e melhoria da
capacidade visual, gerando assim um maior conforto e seguranca aos usuarios. Embora a iluminagéo
bioldgica esteja dando os primeiros passos, € uma solucdo particularmente promissora, uma vez que
apresenta inumeras vantagens ambientais e de operacao:

(i) E um recurso inesgotavel. As bactérias utilizadas podem ser cultivadas infinitamente. A

biomassa resultante pode ser reciclada como energia renovavel.

4

(if) A luz emitida ¢ “fria”, a bioluminescéncia pode combater a poluigdo visual que atinge 80% da

populacéo.

(iii) A bioluminescéncia permitiria utilizar menos recursos, emitir menos CO: para a atmosfera ¢

proteger 0s ecossistemas animais e vegetais fragilizados pela iluminacgéo publica tradicional.

Objetivos geral e especificos:

O objetivo geral deste projeto foi desenvolver para teste em campo sinalizagbes sustentaveis,
dentro das abordagens (i) Bioluminescente e (ii) Bioeletroatividade, passiveis de aplicacdo em rodovias

e/ou EPIs a partir de microrganismos marinhos.

Obijetivos especificos para a abordagem Bioluminescéncia

1. Coletar microrganismos originarios da biodiversidade marinha brasileira a
fim de criar um estoque de organismos capazes de produzir

bioluminescéncia;

2. Avaliar a produgcdo de bioluminescéncia qualitativamente e
quantitativamente a fim de selecionar 0s microrganismos mais

promissores;

3. Selecionar a(s) cepa(s) bioluminescente(s) mais promissora(s) para

sequenciamento do genoma completo, buscando os genes de interesse;
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4. Desenvolver e otimizar uma formulacdo bioluminescente, utilizando uma
abordagem de engenharia genética mais experimental (e.g., construcao do
plasmideo, escolha do vetor, amplificacdo e clonagem dos genes de

interesse) e/ou planejamento experimental (DoE).
5. Validar a formulagéo;

6. Desenvolver e testar o prot6tipo em campo.

Objetivos especificos para a abordagem Bioeletroatividade
7. Realizar testes de incremento de producdo de energia pelas cepas dos
microrganismos selecionados na FASE | do projeto;

8. Selecionar a(s) cepa(s) mais promissora(s) para sequenciamento do
genoma completo, buscando os genes de interesse;

9. Selecionar a(s) cepa(s) mais promissora(s) para o emprego de técnicas

moleculares e/ou otimizacdo dos sistemas e do meio de cultivo;

10. Desenvolver e testar o prottipo em campo.

Organizacéo do trabalho:

A Tabela abaixo apresenta as Etapas e Principais Atividades de cada abordagem do projeto.

Abordagem Etapas Principais Atividades

Aquisicéo dos seguintes equipamentos:
Freezer;

Computador;

Microscopio;
Espectrofotémetro;
Autoclave;

- Aquisicéo de equipamentos Capela de fluxo laminar;
Centrifuga;

Cuba e fonte de eletroforese;
Banho seco;
Fotodocumentador;
Termociclador;
Quantificador de DNA.
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Bioluminescéncia

Etapa 01: coleta, isolamento e
estoque

1. Coleta e isolamento de microrganismos marinhos;

2. Avaliacdo da viabilidade dos microrganismos e
desenvolvimento do estoque para ampliacdo da
longevidade das linhagens.

Etapa 02: avaliar a producéo de
bioluminescéncia
qualitativamente

1. Avaliar a producdo de bioluminescéncia dos
microrganismos isolados por meio de técnicas de
microbiologia qualitativa — caAmara escura.

Etapa 03: avaliar a producéo de
bioluminescéncia
quantitativamente

1. Avaliar a producdo de bioluminescéncia dos
microrganismos isolados por meio de técnica de
microbiologia quantitativa — espectrofotdmetro;

2. Selecionar as cepas bioluminescentes de interesse e
identifica-las em nivel de espécie.

Etapa 04: genoma completo

1. Extracdo de DNA dos microrganismos para a analise do
genoma completo;

2. Envio para sequenciamento do genoma;

3. Montagem do genoma;

4. Analise de genes de interesse.

Etapas 05 e 06: planejamento
molecular (estudo da construcao
do plasmideo, escolha do vetor,
amplificacdo do gene, clonagem) e
experimental (DoE) para
otimizacao

1. Estudo aprofundado sobre plasmideos disponiveis;

2. Estudo aprofundado sobre gene de interesse e regides
regulatorias;

3. Planejamento da construgdo do plasmideo e potenciais
chassis;

4. Escolha do chassi para clonagem;

5. Desenho de primers para obten¢do dos genes de interesse
para clonagem;

6. Estudo sobre amplificacdo do gene;

. Estudo sobre a Construcdo do vetor;

DoE

. Validagdo.

© o~

Etapa 07: formulagéo

. Testar diferentes formulacdes bioluminescentes;
. Definir a formulagéo.

Etapa 08: desenvolvimento do
prototipo e teste em campo

. Desenvolvimento do protétipo;

. Producéo de biomassa em bioreator dos tratamentos a
serem testados nas rodovias;

3. Aplicacéo simulando o campo;

4. Definicdo da qualificacdo dos parametros;

5. Andlise estatisticas dos dados observados.

N - N -

Bioeletroatividade

Etapa 01: ativacdo, validacao e
selecdo de tratamentos no
contexto de bioeletroatividade

1. Ativacdo dos microrganismos potenciais pré-
selecionados dos ensaios de eletroatividade do BANCO
REGENERA por meio de técnicas de microbiologia
realizadas na Regenera Moléculas do Mar;

2. Avaliagdo da viabilidade dos microrganismos e reposicéo
do estoque para ampliacdo da longevidade das linhagens.

Etapa 02: investigacdo do
genoma completo das cepas
associadas a eletroatividade

1. Extracdo de DNA do(s) microrganismo(s) para a analise
do genoma completo;

2. Envio para sequenciamento do genoma;

3. Montagem do genoma;

4. Andlise de genes de interesse;

5. Otimizacéo.
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1. Desenvolvimento do prot6tipo em larga-escala;
2. Producéo de biomassa em bioreator dos tratamentos a
Etapa 03: desenvolvimento do serem testados nas rodovias;
protétipo e teste em campo 3. Aplicacéo simulando o campo;
4. Definica¢do da qualificacdo dos parametros;
5. Anélise estatiticas dos dados observados.

Periodo de desenvolvimento do projeto:
01/11/2023 a 31/10/2025
Cronograma de execucao:
O quadro abaixo apresenta o cronograma de execu¢do do projeto em 24 meses, sendo a entrega

de 3 Relatérios Parciais realizados em abril/2024, out/2024 e abril/2025 e do Relatério Final em
nov/2025.
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Periodo 2023 2024
Abordagem Etapas nov | dez jan | fev | mar | abr ] mai I jun I jul I ago I set I out

Etapa 01: coleta, isolamento e estoque

Etapa 02: avaliar a producgéo de
bioluminescéncia qualitativamente

Etapa 03: avaliar a producéo de
bioluminescéncia quantitativamente

Etapa 04: genoma completo

Etapas 05 e 06: planejamento
molecular (estudo da construcdo do
plasmideo, escolha do vetor,
amplificagé@o do gene, clonagem) e
experimental (DoE) para otimizagao

Bioluminescéncia

Etapa 07: formulagéo

Etapa 08: desenvolvimento do
protétipo e teste em campo

Etapa 01: ativacédo, validagéo e
selecdo de tratamentos no contexto de
bioeletroatividade

Etapa 02: investigagdo do genoma
completo das cepas associadas a
eletroatividade

Bioeletroatividade

Etapa 03: desenvolvimento do

protétipo e teste em campo
Periodo 2024 2025

Abordagem Etapas nov | dez jan | fev | mar | abr | mai [ jun | jul | ago | set out

Etapa 01: coleta, isolamento e estoque

Etapa 02: avaliar a producgéo de
bioluminescéncia qualitativamente

Etapa 03: avaliar a producéo de
bioluminescéncia quantitativamente

Etapa 04: genoma completo

Etapas 05 e 06: planejamento
molecular (estudo da construc&o do
plasmideo, escolha do vetor,
amplificacdo do gene, clonagem) e
experimental (DoE) para otimizagéo

Bioluminescéncia

Etapa 07: formulacéo

Etapa 08: desenvolvimento do
protétipo e teste em campo

Etapa 01: ativacéo, validagéo e
selecdo de tratamentos no contexto de
bioeletroatividade

Etapa 02: investigagédo do genoma
completo das cepas associadas a
eletroatividade

Bioeletroatividade

Etapa 03: desenvolvimento do
protdtipo e teste em campo

Local de execucéo:

REGENERA BIOTECNOLOGIA S.A., com antiga sede na cidade de Porto Alegre, Estado do Rio Grande
do Sul, na Av. Bento Gongalves 9500 - Prédio 43421 - Setor IV - Sala 117, Bairro Agronomia, CEP
91501-970 (Cx. Postal 15005); e sede atual na cidade de Porto Alegre, Estado do Rio Grande do Sul, na
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Av. Ipiranga 6681 - Prédio 96D- Sala 210, Bairro Partenon, CEP 90619-900. Site:

https://regeneramoleculas.com.br/

LAPEC — Laboratorio de Pesquisa em Corrosdo — UFRGS com sede na cidade de Porto Alegre, Estado
do Rio Grande do Sul, na Av. Bento Gongalves - 43427, 2° Andar - Setor IV Bairro Agronomia, CEP
91501-970. Site: https://www.ufrgs.br/lapec/.

Equipe executora:

O projeto foi executado por uma equipe multidisciplinar com perfil diversificado, focado em éreas

como biotecnologia, biologia, quimica, fisica, engenharia, gestdo da qualidade e gestdo de projetos.

Dr. Mario Luiz Conte da Frota Junior — Coordenador Geral do Projeto

Diretor-Presidente e Socio-Fundados da REGENERA BIOTECNOLOGIA S.A. Graduado em Ciéncias
Bioldgicas — Enfase Molecular e Funcional (2002) pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS); Mestre em Ciéncias Bioldgicas - Bioquimica (2005) e Doutor em Ciéncias Bioldgicas -
Bioquimica (2008) pela UFRGS; P6s-Doutorado (Programa PNPD-CNPg/Capes) no PPG-
Bioquimica/UFRGS (2008 - 2013). (Link do Lattes: http://lattes.cnpq.br/7777625656290021).

Dra. Vanessa Ochi Agostini — Coordenadora Técnica do Projeto

Especialista de P&D Il na REGENERA BIOTECNOLOGIA S.A. Graduada em Ciéncias Bioldgicas com
énfase em Biologia Marinha e Costeira (2012) — Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS);
Mestre em Oceanografia Bioldgica (2014) — Universidade Federal do Rio Grande (FURG); Doutora em
Oceanografia Bioldgica (2018) — FURG com sanduiche no lIstituto di Scienze Marine (ISMAR), Italia;
Pds-Doutorado (Programa PNPD-CAPES) no PPG Oceanologia/FURG (2018-2020); Pés-Doutorado
(Programa PDI-CNPg) na REGENERA (2020-2021); Especialista em Gestdo de Projetos (2025) -
Faculdade Metropolitana de Franca, FAMEF (Link do Lattes: http://lattes.cnpg.br/7539912325046266).

Dr. Alexandre José Macedo — Consultor do Projeto
Socio-Fundados da REGENERA BIOTECNOLOGIA S.A. Graduado em Quimica (1999) — Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS); Mestre em Biologia Celular e Molecular (2002) — UFRGS;

Doutor em Ciéncias Naturais - Microbiologia (2006) — Helmholtz Centre for Infection Research,
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Alemanha.

Esp. Jéssica Scherer — Pesquisadora do Projeto

Gerente de P&D na REGENERA BIOTECNOLOGIA S.A. Graduada em Biotecnologia — Enfase em
Biotecnologia Molecular (2015) — Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS); MBA em Gestao
da Qualidade e Engenharia de Producéo (2019 — 2021) — Instituto de P6s-Graduacao e Graduacéo (IPOG).

Dr. Adilar Gongalves dos Santos Jr. — Pesquisador do Projeto (remunerado com recurso RDT) —
Nov/23 a Ago/25

Graduado em Engenharia Mecanica (2009) - Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das
Missdes (URI); Especialista em Engenharia de Campo — Enfase Construcio e Montagem (2013) -
Universidade Federal do Rio Grande (FURG); Mestre em Engenharia Mecénica (2016) - FURG e
Doutor em Engenharia de Minas, Metallrgica e de Materiais (2021) - Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS).

Yasmin de Castro Coelho de Souza — Bolsista do Projeto (remunerada com recurso RDT) — Jan/24
aJun/24

Graduacdo em andamento (durante o periodo de contratacdo) em Engenharia de Bioprocessos e
Biotecnologia - Universidade Estadual do Rio Grande do Sul (UERGS).

Gabriel Stracke Oliveira — Bolsista do Projeto (remunerado com recurso RDT) — Jul/24 a Dez/24
Técnico em Biotecnologia (2023) - Instituto Federal de Ciéncias e Tecnologias do Rio Grande do
Sul; Graduagdo em andamento em Biotecnologia pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS).

Daniela Arantes de Almeida — Equipe Ecovias Cerrado

Coordenadora de Sustentabilidade na Ecovias Cerrado. Graduada em Engenharia Ambiental (2016) —
Universidade Federal de Uberlandia (UFU); Pos graduacdo em Gestdo Ambiental (2018) — Instituto
Federal do Tridangulo Mineiro (IFTM); MBA em andamento em ESG Sustentabilidade e Inovacdo —

Trevisan Escola de Negdcios.

Andressa de Moura Silva — Equipe Ecovias Cerrado

Pagina 12 de 144



Docusign Envelope ID: 7E9167AB-70F1-4671-885A-3CD989A95A2C

Analista de Sustentabilidade Sr. na Ecovias Cerrado. Graduada em Engenharia Ambiental (2018) —
Universidade Federal de Uberlandia (UFU); MBA em andamento em ESG e impact — Trevisan

Escola de Negocios.

2. METODOS E TECNICAS UTILIZADAS
2.1. Aquisicdo de equipamentos

Para desenvolvimento do projeto, foram adquiridos 0s seguintes equipamentos com recursos
RDT:

e Freezer;

e Computador;

e Microscopio;

e Espectrofotdémetro;

e Autoclave;

e Capela de fluxo laminar;
e Centrifuga;

e Cuba e fonte de eletroforese;
e Banho seco;

e Fotodocumentador;

e Termociclador;

e Quantificador de DNA.

Considerando a op¢do da Concessionaria por ndo arrolar os equipamentos como bens da concesséo, foi
protocolada a carta ECC-GAC-1098-2025 (SEI 37236413) solicitando autoriza¢do da Agéncia para dar

seguimento aos tramites de doacdo dos equipamentos.
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2.2. Abordagem bioluminescéncia

Microrganismos marinhos foram isolados de tecidos animais e vegetais marinhos frescos (e.g.,
peixes, algas e moluscos), &gua, substratos consolidados (e.g., pilares e basalto), bem como de
sedimentos marinhos, a fim de compor um BANCO de microrganismos bioluminescentes. Para a sele¢édo
dos microrganismos de interesse, 0 material coletado foi ressuspendido, inoculado e incubado em meios
de cultivo liquidos e sélidos especificos (TCBS, LB, LM, LSW70, SWC). Apds o periodo de incubacgéo
foi realizada a selecdo dos organismos que apresentaram bioluminescéncia (observacao em sala escura),
os quais foram isolados e estocados (-80°C) para uso nas posteriores etapas do projeto. Os
microrganismos isolados foram investigados qualitativamente em relacdo a producdo de
bioluminescéncia. Para tal, foram cultivados em meio sélido especifico e avaliados quanto a producao
de bioluminescéncia em camara escura, utilizando o software Living Image 3.1. Os microrganismos
isolados e que apresentaram atividade qualitativa tiveram sua bioluminescéncia quantificada em
espectrofotdmetro. Os microrganismos que produziram maiores intensidades luminosas e por mais tempo
foram selecionados e tiveram o seu genoma completo analisado. A fim de otimizar a atividade de
bioluminescéncia, algumas estratégias moleculares e de planejamento experimental (DoE) foram
estudadas: plasmideos disponiveis; genes de interesse e regides regulatorias; construcdo do plasmideo e
potenciais chassis; formas de conjugacao, fatores nutricionais e ambientais. Posteriormente, a otimizacao
realizada, foram avaliadas estratégias de formulagdo. A producdo do microrganismo selecionado foi
escalonado em biorreator e os protétipos (sinalizacdo de rodovias e EPI) foram testados em campo.
Dentre os parametros avaliados em campo, inclui-se: intensidade da bioluminescéncia, a distancia,
ofuscamento de fardis e a duracdo, viabilidade do sistema, validacdo, poluicdo visual, delineamento de

pista, tempo entre manutencoes, resisténcia a interperies.

2.3. Abordagem bioeletroatividade

Os 22 microrganismos, selecionados na Fase | do projeto, foram ativados e comparados em
relacdo a producdo de energia em células combustiveis microbianas em meio marinho artificial (MD),
mensurada pela diferenca de potencial utilizando um multimetro (BOM-6007-BOMVINK). Apo6s
ensaios quantitativos, o microrganismo com maior producdo de bioeletroatividade foi selecionado para
a obtencdo do genoma completo, para auxiliar na otimizagéo da atividade. Para o desenvolvimento de
dispositivo microbiano para geracdao de energia a partir de eletroatividade de microrganismos, foram

avaliadas diferentes caractéristicas das células combustiveis microbianas (tamanho, proporcéo,
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substratos, ponte salina), bem como caracteristicas de crewscimento do microrganismo (meio de cultivo,
temperatura, pH, salinidade). Apds os parametros definidos, o microrganismo foi escalonado em
biorretair para compor o protétipo de tente em campo, baseado no projeto desenvolvido na Fase I. Dentre
0s parametros avaliados em campo, inclui-se: intensidade da bioluminescéncia, a distancia, ofuscamento
de farois e a duracdo, viabilidade do sistema, validacdo, poluicdo visual, delineamento de pista, tempo

entre manutencdes, resisténcia a interpeéries.

3. ETAPAS DA ABORDAGEM BIOLUMINESCENCIA
3.1. ETAPA01: coleta, isolamento e estoque

3.1.1. Coleta e isolamento de microrganismos marinhos

Foram realizadas coletas microbiol6gicas em novembro de 2023 como o objetivo de obter
microrganismos marinhos bioluminescentes. Para tal, foram selecionados meios de cultivo sélidos e
liquidos que favorecem o crescimento destes microrganismos (LB, LM, SWC, LSW), levantados a partir
da literatura especializada. Basicamente, 0s meios continham uma combinacdo de nutrientes, tais como:
Peptona Bacterioldgica, Triptona, Extrato de Levedura, Glicerol e Sal. Os microrganismos foram
coletados em ambiente marinho (agua, sedimento e superficies de substratos e organismos) no litoral norte

do Rio Grande do Sul (Imbé, Tramandai, Torres) (Figura 1).
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Figura 1. Pontos de coleta de microrganismos bioluminescentes. A: Costdo Rochoso de Torres, RS. B:
Planta aquética, C: Peixe morto, D: Plataforma de Pesca de Cidreira, RS ap6s a arrebentacdo, E:
Plataforma de Pesca de Tramandai, RS pré-arrebentacéo, F: coleta por esfregaco em pilar da plataforma
de pesca, G: algas coletadas dos pilares da plataforma de pesca, H: organismos incrustantes presentes nos

pilares da plataforma de pesca.

O processo de isolamento dos microrganismos de interesse ocorreu em laboratério. Onde as
amostras coletadas foram estriadas nos meios de cultivo sélidos e incubadas a 28°C. A cada 24h de
crescimento, as col6nias foram sendo separadas em novos meios de cultivo até a obtengdo do isolamento
dos microrganismos de interesse. Para constatacdo da atividade de bioluminescéncia, os organismos foram

avaliados em sala escura (Figura 2).
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Figura 2. Fotos das bactérias bioluminescentes do BANCO REGENERA isoladas, em sala escura.

3.1.2. Ativacdo e avaliacdo da viabilidade dos microrganismos e desenvolvimento do estoque para

ampliacéo da longevidade das linhagens

No total, foram isoladas 44 bactérias bioluminescentes, as quais seguiram para as proximas etapas

do projeto. Apds incubacdo a 28°C por 24h, nos meios de isolamento, o fen6tipo dos microrganismos foi

confirmado macroscopicamente e microscopicamente (analise de Gram). Estoques foram feitos (meio

base acrescido de 15% de glicerol) e mantidos a -80°C, garantindo a longevidade das linhagens e a

viabilidade para as proximas etapas do projeto (Tabela 1).

Tabela 1. Codigo de identificacdo dos microrganismos bioluminescentes (REF#) e seu respectivo meio de

cultivo de isolamento (meio base).

REF# Meio | REF# Meio REF# Meio REF# Meio
1483 LB 1548 LM 1538 LSW70| 1486 SWC
1505 LB 1549 LM 1540 LSW70| 1487 SWC
1516 LB 1550 LM 1541 LSW70| 1488 SWC
1517 LB 1551 LM 1543 LSW70| 1544 SWC
1533 LB 1552 LM 1546 LSW70| 1554 SWC
1542 LB 1484 LSW70| 1659 LSW70| 1655 SWC
1547 LB 1485 LSW70| 1560 LSW70| 1556 SWC
1553 LB 1504 LSW70| 1561 LSW70| 1557 SWC
1482 LM 1534 LSW70| 15662 LSW70| 1558 SWC
1537 LM 1535 LSW70| 1563 LSW70| 1564 SWC
1539 LM 1536 LSW70| 1566 LSW70| 1565 SWC
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3.2. ETAPA 02: avaliagdo da producéo de bioluminescéncia qualitativamente

3.2.1. Avaliacéo da producao de bioluminescéncia dos microrganismos isolados por meio de técnicas de

microbiologia qualitativa — camara escura

Os 44 microrganismos bioluminescentes foram avaliados qualitativamente. O objetivo foi
selecionar 0s microrganismos com maior intensidade luminosa (observacdo em sala escura), maior
durabilidade da bioluminescéncia (tempo) e que apresentassem reprodutibilidade (trés repeticbes). Para
tal, os microrganismos foram repicados com palito estéril a partir do estoque do projeto (-80° C) nos seus
respectivos meios base (i.e., LM ou LSW70 ou SWC ou LB). Apos o repique, os microrganismos foram
incubados a 28°C por 10 dias.

Os microrganismos que apresentaram intensidade luminosa significativa, durabilidade da
atividade e reprodutibilidade nos trés ensaios desenvolvidos foram o 1485, 1533, 1534, 1535, 1536, 1543,
1546, 1551, 1554, 1561, 1563 e 1564 (Figura 3).

Ensaio Qualitativo - 10 dias de Incubagao Anadlise em Sala Escura - 10 dias

1563

(&

1533

N° de Ensaios com Atividade Bioluminescente

Microrganismos
Figura 3. Gréafico com os resultados da selecdo de microrganismos por reprodutibilidade de

bioluminescéncia apos trés ensaios com incubacdo de 10 dias (28° C) (esquerda) e fotos das col6nias com

10 dias de exposicao em sala escura (direita).

Os microrganismos selecionados foram entdo avaliados qualitativamente por 30 dias. A avaliagdo
se deu a partir de repique com palito da mesma forma do ensaio anterior com o objetivo de investigar a

reprodutibilidade de bioluminescéncia apos 30 dias (28° C) em quatro ensaios. Os microrganismos 1485
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e 1564 apresentaram o maior tempo de bioluminescéncia de forma reproduzivel (Figura 4).

Ensaio Qualitativo - 30 dias de Incubagao Andlise em Sala Escura

30 dias de incubacgao

N° de Ensaios com Atividade Bioluminescente

1485 1533 1534 1535 1536 1543 1546 1551 1554 1561 1563 1564
Microrganismos

Figura 4. Grafico com os resultados da selecdo de microrganismos por reprodutibilidade de

bioluminescéncia apds quatro ensaios com incubacdo de 30 dias (28° C) (esquerda) e fotos das col6nias

com 10 dias de exposicao em sala escura (direita).

Por se tratarem de microrganismos isolados em meios de cultivo sélidos diferentes (LM, LB,
LSW70, SWC), optou-se por cultivar todos os microrganismos selecionados em todos os meios garantindo
a maior expressao da bioluminescéncia. Além disso, foi avaliada a influéncia de vitamina B (Riboflavina)
para a ocorréncia da atividade de bioluminescéncia, pois segundo informacdes da literatura (Fischer et al.
2004) a presenca da vitamina poderia otimizar a atividade. As observac6es de bioluminescéncia foram
realizadas em sala escura com 10, 20 e 30 dias de incubacéo (28°C).

Os dados qualitativos de intensidade luminosa e diametro da col6nia obtidos foram tratados
estatisticamente através de um Dendrograma (Cluster) que tem como finalidade avaliar a similaridade ou
dissimilaridade (indice Euclidiano) entre os tratamentos. A avaliacdo foi feita para cada tempo de
exposicdo. Os resultados demonstraram que o0 meio LM e LB se destacaram por influenciar o crescimento
dos microrganismos. Ja 0os meios LSW70 e SWC, a intensidade luminosa, sendo o LSW70 mais influente
no primeiro periodo de avaliacdo, enquanto o SWC nos demais. A vitamina B, somente teve influéncia na

intensidade luminosa apds 30 dias de exposicao, influenciando na manutencédo da atividade (Figura 5).
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Figura 5. Dendrograma (Cluster) com indice Euclidiano ordenando os meios de cultivo em relagdo a
atividade de bioluminescéncia e tamanho da col6nia com 10, 20 e 30 dias de exposi¢do entre 0s

tratamentos.

A Figura 6 apresenta a intensidade luminosa obtida para cada microrganismo e tratamento com 30 dias de

exposicéo em sala escura.
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Meios de Cultivo - 10 dias de Incubagao

LSW70 SWC

Figura 6. Fotografia tirada em sala escura demonstrando a intensidade luminosa de cada microrganismo

por tratamento, apds 10 dias de incubacdo (28°C).

Para otimizar a atividade de bioluminescéncia e unificar 0 meio de uso para 0S ensaios

quantitativos, evitando interferéncias na interpretacao dos resultados, foi criado um meio Bioluminescente

Alternativo (BA), mesclando os meios de isolamento. A Tabela 2 apresenta a composi¢ao dos meios de

cultivo de isolamento, bem como a composi¢do do meio BA.

Tabela 2. Composicdo dos meios de cultivo avaliados para atividade de bioluminescéncia.

Conposicao chs mecs de aultivopara micrarganisos bid urminesoentes
- gL miL mL .
NS e Bec | Elev. | Tip | N | Giord | Foctes | Fomer Slinichcfina
LSWD 0 5 D 0 0 20 70 25PJ
W 5 3 0 0 3 30 700 21P3U
LB 0 5 D D 0 100 0 SPJ
LM D 5 0 D 0 100 0 2P
BA D 5 D 0 3 500 500 BPU

Para fins de validacdo, os microrganismos selecionados foram repicados no meio BA soélido e
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incubados a 28°C por 24h. A Figura 7 apresenta a intensidade luminosa para cada microrganismo em meio

BA com um dia de incubacéo.

Meio Bioluminescente Alternativo (BA) - 1 dia de Incubagao

Figura 7. Microrganismos selecionados para a fase quantitativa avaliados em meio solido BA em sala

escura com um dia de incubacéo (28° C).

3.3. ETAPA 03: avaliacdo da producéo de bioluminescéncia quantitativamente

3.3.1. Avaliacdo da producdo de bioluminescéncia dos microrganismos isolados por meio de técnica de

microbiologia quantitativa — espectrofotdmetro

Ensaios quantitativos foram realizados com os microrganismos selecionados: 1485, 1533, 1534,
1535, 1536, 1543, 1546, 1551, 1554, 1561, 1563 e 1564. Para tal, os microrganismos foram repicados em
meio solido BA e incubados a 28°C. Os microrganismos foram analisados em camera escura (IVIS
ILUMINA) com 1, 5, 10, 20 e 30 dias de incubacdo. O ensaio foi repetido trés vezes. A Andlise de
Variancia (ANOVA One-Way) foi utilizada como método estatistico, seguido do teste a post hoc de Tukey.
A Figura 8 apresenta os resultados obtidos da intensidade luminosa (fotons/s) média de cada

microrganismo por tempo de exposicao.
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F(4, 10)=1,01; p=0,448 | 1533 F(4, 10)=6,73; p<0,007 F(4, 10)=8,55; p<0,003 F(4, 10)=2,30; p<0,004
ab b

F(4, 10)=1,72; p=0,221 F(4, 10)=39,50; p<0,001

F(4, 10)=2.82; p=0,084 F(4, 10)=8,30; p<0,003

Intensidade total de bioluminescencia detectada (p/s)

10 20 30 1 5 0 20 30 1 5 10 20 0 i & 10 20

Tempo dF,; Incubacéo (dias)
Figura 8. Microrganismos selecionados em meio sélido BA avaliados quantitativamente (fétons/s) em
camera escura (IVIS LUMINA) com até 30 dias de incubacgdo (28° C). Letras diferentes para 0 mesmo
microrganismo denotam diferencas significativas de intensidade luminosa entre os tempos de exposi¢ao

(p<0,05) com 95% de confianga.

A Figura 9 apresenta a escala de intensidade luminosa (fétons/s), obtida em camera escura pelo
software IVIS LUMINA, para cada microrganismos com 30 dias de incubacao

Camera Escura IVIS LUMINA - Média de 30 dias de Incubagdo

1563 1533 1543 1546 1561
1485 1564 1535 ]
2
a
@
o
1534 1536 1554 1551 8
hit

%“;,‘ O ) Y

Figura 9. Microrganismos selecionados em meio solido BA avaliados quantitativamente (fétons/s) em
camera escura (IVIS LUMINA) com 30 dias de incubagéo (28° C).

Um ensaio quantitativo foi realizado em meio BA liquido e avaliado com 0, 2, 4, 6, 24, 48, 72, 144
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e 240 h de incubacéo a 28°C. Para tal, os microrganismos foram repicados em meio BA solido e ap6s 24h
de incubacdo foram inoculados em meio BA liquido em densidade Optica inicial (ODsoonm) de 0,05. O
ensaio foi realizado em duplicata e as medi¢Ges foram realizadas em espectrofotdmetro (Agilent
BioTekSynergyH1). As Tabelas 3 e 4 apresentam os dados obtidos de luminescéncia (fétons/s) e

densidade dptica (600nm), respectivamente, para cada microrganismo.

Tabela 3. Luminescéncia (fotons) obtidos em espectrofotometro.

Fotons/s 1485 1533 1534 1535 1536 1543 1546 1551 1554 1561 1563 1564

Maéximo 114840 117441 128190 167879 144349 299207 123924 156982 238774 151222 198451 199541

Minimo 2 2 1 2 2 2 2 2 2 3 2 2
Média 15366 12611 11895 19472 16654 34178 14172 22462 28411 14746 29066 24469
Média Oh 10253 8309 13959 510 1512 9416 2931 13012 1009 419 24709 22807
Média 2h 743 961 950 46 134 3593 586 4896 182 9 350 99
Média 4h 848 152 236 31 10 75 22 16291 8 971 63 46
Média 6h 57 3 187 4 4 3 4 443 6 9 698 723
Média 24h 8 85 3 4 12 167 102 7 4 5 4 17

Média 48h 68266 64231 53607 106514 91939 182817 77687 100017 150528 77325 126285 126276
Média 72h 40975 29421 27188 50967 41474 79833 33688 45231 74992 41898 71303 43929
Meédia 144h 7840 3838 4361 5600 5799 11672 4984 9974 10732 3862 15891 10669
Média 240h 5663 2838 3360 6839 4415 11542 3575 6175 12135 4299 18222 10365

Tabela 4. Densidade 6ptica (600nm) obtidos em espectrofotbmetro.

OD (600nm) 1485 1533 1534 1535 1536 1543 1546 1551 1554 1561 1563 1564

Méximo 1,610 1,220 2,020 0,920 1,170 1,320 1,250 2,180 1,130 1,020 2,270 2,020
Minimo 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050
Média 0,540 0,630 0,830 0,460 0,680 0,710 0,650 0,920 0,540 0,490 0,880 0,800

Média Oh 0,080 0,100 0,120 0,110 0,100 0,120 0,110 0,130 0,110 0,130 0,120 0,080
Média 2h 0,270 0,320 0,370 0,350 0,350 0,370 0,340 0,370 0,350 0,320 0,360 0,290
Média 4h 0,300 0,360 0,380 0,380 0,330 0,400 0,370 0,370 0,400 0,380 0,400 0,330
Média 6h 0,290 0,360 0,380 0,390 0,320 0,400 0,350 0,380 0,400 0,390 0,390 0,350
Média 24h 0,530 0,670 0,950 0,500 0,760 0,770 0,750 1,040 0,560 0,490 1,080 1,020
Média 48h 0,700 0,880 1,140 0,510 1,080 1,010 1,010 1,410 0,560 0,490 1,240 1,160
Média 72h 0,710 0,910 1,180 0,510 1,160 1,080 1,070 1,480 0,650 0,530 1,180 1,060
Meédia 144h 0,950 0,950 1,390 0,660 0,980 1,010 0,870 1,490 0,750 0,700 1,480 1,310
Média 240h 1,060 1,140 1,580 0,770 1,070 1,220 0,920 1,660 1,050 0,990 1,710 1,560

Foi realizada uma ANOVA Two Way para verificar se 0s ensaios seriam considerados
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reprodutiveis. Foram registradas diferencas significativas entre os tempos de avaliacao e entre o0 Ensaio 1

e 0 Ensaio 2 para todos os microrganismos em pelo menos um dos tempos de avaliacdo (p<0,01).

3.3.2. Selecionar as cepas bioluminescentes de interesse e identifica-las a nivel de espécie

A selecdo dos microrganismos para as proximas fases foi realizada por critério de classificacdo

(ranking para cada ensaio). As Tabelas 5 e 6 apresentam os resultados do ranqueamento dos

microrganismos em meio sélido e liquido, respectivamente.

Tabela 5. Ranqueamento dos microrganismos bioluminescentes em relacdo aos ensaios em meio solido.

Valores menores denotam melhor atividade. Bri. Vis. = Brilho Visivel, Lum. Cam. E. = Luminescéncia

em Camera Escura, Lum. Méd. Camara E. = Luminescéncia Média em Camara Escura.

Classificacdo - Ensaios em meio sélido

REF# Bq'o\éis' Br;'o\éis' B%\éis' cléulrjnr;ra clérl:wr;]}a CI;rl:::ra Iégméxeg: Ranking
E.10d E.30d E.45d 30d

1485 2 1 0 1 1 1 8 2
1533 3 3 0 12 12 12 2 63
1534 3 3 2 3 10 10 9 57
1535 2 4 0 11 5 5 6 47
1536 4 4 0 9 7 7 11 6
1543 3 3 2 5 6 6 43
1546 3 3 0 6 11 11 54
1551 2 4 0 8 3 3 10 43
1554 3 4 0 4 2 2 12 39
1561 3 3 0 10 8 8 3 5
1563 2 3 2 2 9 9 1 4
1564 1 2 1 7 4 4 7 37

Tabela 6. Ranqueamento dos microrganismos em relacéo aos ensaios em meio liquido. Valores menores

denotam melhor atividade. Bri. Vis. = Brilho Visivel, Lum. Cam. E. = Luminescéncia em Camera Escura,

Lum. Méd. Camara E. = Luminescéncia Média em Camara Escura.

Classificacdo - Ensaios em meio liquido

Int. Lum. Lum.Espc. | o Int. Lum.  Lum. Espc.
REF# Esp.Média ~ Maxiod . = El' Esp. Média  Méx 10d Ranking
10d E1 E1 P 10d E2 E2
1485 8 10 3 6 8 7
1533 11 11 1 8 7 76
1534 12 12 3 7 6 8
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Os microrganismos selecionados baseados no ranqueamento foram: 1485, 1543, 1554, 1563 e

1564. Para fins de formulacgéo, foi avaliada a capacidade dos microrganismos em formar biofilme. Para

tal, os cinco microrganismos foram inoculados em placa multipocos escura em tréplica com OD inicial

conhecida (0,05). Foi realizada a leitura de luminescéncia plancténica inicial, posteriormente a placa foi

incubada por 24h a 28°C, sendo entdo realizada a leitura da luminescéncia planctonica final. Para leitura

do biofilme luminescente, todo o sobrenadante foi removido. As cinco bactérias foram capazes de

produzir biofilme luminescente (Tabela 7).

Tabela 7. Capacidade de formacao de biofilme luminescente.

LUM (fétons) 1485 1543 1563 Controle
Luminescéncia Planctdnica Inicial 407256 359113 206036 7
Luminescéncia Planctonica Final 750896 4848702 3912289 27
Luminescéncia do Biofilme 19000 32293 60000 8

A partir disso foi investigado por Correlacdo de Pearson (r) os fatores que estariam influenciando

positivamente ou negativamente a atividade de bioluminescéncia dos microrganismos. Os fatores

correlacionados foram: Brilho visivel (observacdo em sala escura), Luminescéncia (leitura em

espectrofotdbmetro), Biomassa (quantidade de microrganismos) e tempo. A Figura 10 apresenta a

correlagéo dos fatores.
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Figura 10. Correlacdo de Pearson entre fatores quantitativos. Elipses azuis = correlagdes positivas, Elipses

vermelhas = correlacGes negativas.

O coeficiente de correlacdo de Pearson (r) é uma medida adimensional que pode assumir valores
no intervalo entre -1 e +1. O coeficiente mede a intensidade e a direcdo de relagdes lineares (Figueiredo
Filho & Silva Janior, 2009). Os resultados demonstraram que quanto maior € a Luminescéncia mais facil
fica a observacdo humana da atividade (Brilho Visivel) e que quanto maior a densidade de
microrganismos e o tempo de incubacdo, menor é o Brilho Visivel e a Luminescéncia registradas. A
densidade bacteriana e o tempo de incubacdo refletem diretamente na concentragdo de oxigénio
dissolvido no meio, por esse motivo estes fatores apresentaram correlacdo negativa com a atividade de
interesse. 1sso porque a reacao de bioluminescéncia catalisada pela luciferase requer oxigénio (Lee et al.,
2019). Registros de brilho sutil visivel foram registrados com um minimo de 146 fotons. Ja para um
Brilho Visivel intenso o minimo registrado foi de 4277 fotons de Luminescéncia. Desta forma, temos
que garantir uma maior manutencdo da concentracdo de oxigénio dissolvido no meio de cultivo.

Perdxido de Hidrogénio (H202) é uma ferramenta Util na aquicultura para aumentar a
concentracdo de oxigénio dissolvido na agua (Jordan et al., 2024). Por esse motivo, foi realizado um
ensaio com os microrganismos selecionados expostos ao meio de cultivo com e sem a adi¢do de H2O>.
Estes microrganismos foram entdo avaliados quanto a necessidade de aumentar a concentragdo de

oxigénio dissolvido no meio ao longo do tempo, utilizando como ferramenta a adi¢do de H20». O ensaio
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foi executado seguindo a metodologia ja descrita. Nos tratamentos onde a intencdo era aumentar a
concentracdo de oxigénio dissolvido, foi adicionado 100 pL de H2O2 a 30% estéril a cada 5mL de meio
(Jordan et al., 2024), sendo a adicéo realizada com Oh, 3 dias e 7 dias.

Os resultados demonstram que a adi¢do de H.O aumentou a intensidade de bioluminescéncia de
forma geral (Tabela 8). A densidade dptica ndo apresentou diferenca significativa com e sem a adicdo de
H>O> (Tabela 9). O tempo maximo de luminescéncia ndo foi alterado, somente a intensidade luminosa.
O pH foi mensurado ao longo de todo o ensaio ficando entre 6 e 6,5, ndo sendo afetado pela adicdo de

H>0>. Os resultados demonstraram a importancia do oxigénio para a intensidade luminosa.

Tabela 8. Luminescéncia (fétons) obtidos em espectrofotdmetro.

E6tons/s Sem adicdo de H202 Com adicéo de H202
1485 1543 1554 1563 1564 1485 1543 1554 1563 1564
Maximo | 10864 1308 3039 3808 16260 | 19564 6759 2231 14007 32550
Minimo 3 2 2 3 3 2 1 2 12 219
Média 3373 319 759 876 3637 3578 1625 534 3361 8594
Maximo 16260 32550
Média 1793 3538
Tabela 9. Densidade 6ptica (600nm) obtidos em espectrofotémetro.
oD (600nm) Sem adicéo de H202 Com adicéo de H202
1485 1543 1554 1563 1564 1485 1543 1554 1563 1564
Maximo 1,190 0,963 0,889 1,280 1,055 0,374 0,767 0,933 1,261 1,070
Minimo 0,484 0,854 0,734 0,873 0,721 0,099 0,558 0,601 0,783 0,979
Média 0,782 0,921 0,792 1,048 0,870 0,274 0,695 0,739 1,070 1,020
Maximo 1,280 1,261
Média 0,883 0,760

3.4. ETAPA 04: genoma completo

3.4.1. Extracdo de DNA dos microrganismos para a analise do genoma completo

O DNA de cada uma das linhagens bacterianas selecionadas (1485, 1543, 1554, 1563 e 1564) foi
extraido conforme protocolo padronizado, e enviado para sequenciamento em plataforma Illumina. As

leituras nucleotidicas provenientes do sequenciamento foram utilizadas para a montagem do genoma de
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cada uma das linhagens, os quais suportaram a anotacao funcional e classificacdo taxondmica (Figura
11).

Dados de sequenciamento de DNA
fastgc

|

Preparacao de dados e filtragem de sequéncias nucleotidicas
FastQC | MultiQC | Trimmomatic

I

Montagem de sequéncias nucleotidicas contiguas
MegaHit | Busco | Quast

]

Montagem de sequéncias nucleotidicas estruturadas
Spades | Busco | Quast

1

Refinamento de estruturas com genoma de referéncia
Kraken2 | NCBIlcli | RagTag | Busco | Quast

l

-

Genoma
fasta
P
Anotagao funcional Classificagdo taxonomica
Prokka | InterproScan TYGS | LPSN
Genes Espécie

Figura 11. Esquema de pipeline de montagem e anotacéo de dados gendmicos. Pipeline desenvolvido e
utilizado para montagem, anotacdo funcional e classificacdo taxonémica dos genomas das linhagens
bacterianas selecionadas do Banco Regenera, a partir de dados de sequenciamento de DNA pela

plataforma Illumina.

3.4.2. Envio para sequenciamento do genoma

As leituras nucleotidicas provenientes do sequenciamento foram processadas e filtradas de acordo
com critérios de qualidade e padrdes da plataforma Illumina. Apds o sequenciamento, 0s genomas foram
montados e anotados funcionalmente, permitindo a identificacdo de genes canonicamente associados a
bioluminescéncia, além da possibilidade de descoberta de novos genes relacionados a esse fenémeno.

Os principios moleculares da bioluminescéncia revelam uma maquinaria molecular sofisticada,
onde um conjunto de genes, coordenadamente expressos, possibilita a emissdo de luz (Kasai et al., 2015;
Beblawy et al., 2018; Costa et al., 2018). A expressao coordenada desses genes, regulada por diversos

fatores ambientais e fisioldgicos, permite que as bactérias emitam luz em resposta a estimulos
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especificos, conferindo vantagens adaptativas como atracdo de presas ou comunicagdo intraespecifica
(Liu et al., 2018). O operon lux € central nesse processo, abrigando os genes luxA e luxB, que codificam,
respectivamente, as subunidades alfa e beta do heterodimero da luciferase (alkanal monooxygenase), a
enzima responsavel pela emissdo de luz (Escher et al., 1989). A subunidade alfa, codificada por luxA,
contém o sitio ativo da enzima, enquanto a subunidade beta, codificada por luxB, atua como suporte
estrutural, estabilizando a atividade catalitica (Ng et al., 2018). A luciferase emite luz ao catalisar a
oxidacdo da flavina mononucleotideo reduzida e de um aldeido de cadeia longa. A sintese desse aldeido
é mediada pelos produtos dos genes luxC, luxD e luxE, que formam um complexo enzimatico responsavel
pela reducdo de acidos graxos. A organizacao desses genes em um unico operon, facilitam a expressao
coordenada de todos os componentes necessarios para a bioluminescéncia, otimizando a eficiéncia desse

processo bioldgico.

3.4.3. Montagem do genoma

As leituras nucleotidicas com qualidade superior foram utilizadas para a montagem inicial de
leituras contiguas (contigs) por meio da ferramenta Megahit. As leituras contiguas foram utilizadas para
a montagem de estruturas gendmicas de nucleotideos (scaffolds) por meio da ferramenta Spades. Dado a
elevada quantidade de estruturas genémicas de nucleotideos geradas, foi necessaria uma etapa adicional
de refinamento estrutural, realizada por meio da ferramenta Ragtag com base em um genoma de
referéncia. O refinamento reduziu a fragmentacdo das estruturas genbmicas, contribuindo
significativamente para uma visao gendmica mais coesa e estruturalmente integra, a0 mesmo tempo em
que ndo alterou significativamente o comprimento total e o contelldo GC dos genomas, indicando que as
caracteristicas intrinsecas das sequéncias nucleotidicas foram preservadas.

Os genomas das linhagens bacterianas foram anotados funcionalmente para a identificacdo de
genes por meio da ferramenta Prokka e para a identificacdo de dominios funcionais por meio da
ferramenta InterproScan. As linhagens REG001543, REG001554, REG001563 e REGO001564
apresentaram comprimento préximo a 6 milhdes de pares de base e cerca de 5500 genes, enquanto a
linhagem REG001485 apresentou um comprimento de 4 milhdes de pares de base e 3776 (Tabela 10), e,
apesar das diferencas, todas as linhagens apresentaram, em média, 1 gene a cada 1100 pares de base. Os
resultados da anotacao funcional serviram como base para a analises estruturais e funcionais dos genes

relacionados a bioluminescéncia.
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Tabela 10. Comparacédo quantitativa de genes anotados nos genomas das linhagens bacterianas.

Genes Quantidade Concentracido

ID Linhagens P
total de genes génica
CDSs rRNA tRNA tmRNA

REG_001485 3722 3 50 1 3776 1097
REG_001543 5380 6 60 1 5447 1102
REG_001554 5496 4 64 1 5565 1102
REG_001563 5365 5 53 1 5424 1102
REG_001564 5288 5 65 1 5359 1114

3.4.4. Andlise de genes de interesse

Os genomas das linhagens bacterianas foram analisados comparativamente para identificar
fatores genémicos estruturais relacionados a bioluminescéncia, utilizando como base a anotagdo
funcional e a classificacdo taxonémica. A andlise foi centrada na caracterizacao estrutural do operon lux,
com énfase na composicao e organizacdo dos genes que o compdem. Devido as variaces na estrutura
do operon lux entre espécies bacterianas, as linhagens foram comparadas com os genomas de referéncia
das espécies correspondentes: a linhagem REG001485 foi comparada ao genoma de Aliivibrio fischeri
ES114, enquanto as linhagens REG001543, REG001554, REG001563 e REG001564 foram comparadas
ao genoma de Vibrio jasicida 090810c. A recuperacdo do operon lux em cada linhagem foi realizada por
meio da identificacdo de genes co-orientados agrupados aos genes luxA e luxB, caracterizando o
agrupamento génico. Como resultado, o operon lux foi identificado e recuperado em todos 0s genomas
analisados, evidenciando composicdes e organizacdes distintas entre as espécies.

A linhagem REG001485 apresentou um Unico operon lux identificado em um cromossomo
homologo ao cromossomo 2 de Aliivibrio fischeri ES114 (Figura 12). O operon lux de REG001485 é
composto pelos genes luxl, luxC, luxA, luxB, IuxE e fre, organizados nesta ordem. A principal diferenca
em relacdo ao operon lux do genoma referéncia é a auséncia do gene luxD, atribuida a uma lacuna na
montagem, conforme indicado pela anotagdo funcional. No geral, ha elevada sintenia entre os dois
genomas e seus respectivos operons lux, reforcando as similaridades de composicdo e organizacgdo

génica.
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Figura 12. Identificacdo do operon lux nos genomas de REG001485 e Aliivibrio fischeri ES114.

Representacao da localizagdo cromossomica e similaridade de sequéncia do operon lux no cromossomo

2 de REG001485 (azul) em relacdo ao cromossomo 2 do genoma de referéncia de A. fischeri (laranja).

Os genomas das linhagens bacterianas foram analisados para classificacdo taxonémica por meio

da ferramenta Type Strain Genome Server (TYGS) e conforme padréo presente em List of Prokaryotic
Names With Standing in Nomenclature (LPSN). As linhagens REG001543, REG001554, REG001563 e

REG001564 foram preditas como pertencentes a espécie Vibrio jasicida, enquanto a linhagem

REG001485 foi predita como potencialmente pertencente a uma nova espécie bacteriana estreitamente

relacionada a especie Aliivibrio fischeri (Tabela 11). Os dados referentes a esse novo registro seréo

publicados em um artigo cientifico.
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Tabela 11. Identificacdo das espécies das linhagens bacterianas.

ID Linhagens Espécie
REG_001485 Potencial nova especie
REG 001543 Vibrio jasicida
REG_001554 Vibrio jasicida
REG_001563 Vibrio jasicida
REG_001564 Vibrio jasicida

As linhagens REG001543, REG001554, REG001563 apresentaram um Unico operon lux
identificado em cromossomo homologo ao cromossomo 2 de Vibrio jasicida 090810c. Enquanto a
linhagem REG001564 apresentou dois operons lux: um igualmente localizado no cromossomo homologo
ao cromossomo 2 de Vibrio jasicida 090810c (Figura 13) e o outro localizado em um plasmideo,
potencialmente proveniente de uma cépia e translocacdo do operon lux cromossémico (pVjLux). Todos
os operons lux das linhagens REG001543, REG001554, REG001563 e REG001564 sdo compostos pelos
genes luxC, luxD, luxA, luxB, IuxE, fre e ribB, organizados nesta ordem. No geral, ha elevada sintenia
entre 0os genomas de todas as linhagens e do genoma de referéncia, assim como, de seus respectivos
operons lux, reforcando as similaridades de composicao e organizagao génica, destacando como principal

diferenca, a presenca de um operon lux plasmidial na linhagem REG001564.
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Figura 13 - Identificacdo do operon lux nos genomas de REG001543, REG001554, REG001563,
REG001564 e Vibrio jasicida 090810c. Representagdo da localizacdo cromossdmica e similaridade de
sequéncia do operon lux no cromossomo 2 de REG001543 (azul), REG001554 (verde), REG001563
(roxo) e REG001564 (lilas) em relagdo ao cromossomo 2 do genoma de referéncia de V. jasicida

(laranja).

3.5. ETAPAS 05 e 06: planejamento molecular (estudo da construcdo do plasmideo,

escolha do vetor, amplificacdo do gene, clonagem) e experimental (DoE) para otimizagéo

3.5.1. Estudo aprofundado sobre plasmideos disponiveis
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O desenvolvimento de um sistema bioluminescente eficaz e sustentavel, conforme os objetivos deste
projeto, requer a selecdo de plasmideos com caracteristicas especificas que otimizem a expressao dos genes
de luciferase. A fase de pesquisa bibliografica e de bancos de dados genémicos focou na identificacdo de
plasmideos que contém promotores fortes e indutiveis, permitindo o controle preciso da expresséo génica e
a producéo eficiente de luciferases. Além disso, foram avaliados plasmideos com marcadores de sele¢do
adequados, como genes de resisténcia a antibioticos, essenciais para a selecao de células transformadas. A
andlise incluiu uma revisdo de vetores de expressdo que ja se mostraram eficazes em hospedeiros de
interesse, como bactérias e leveduras, e a busca por plasmideos de baixo custo e facil manipulacéo, visando
a escalabilidade futura do sistema.

A familia de plasmideos pET (Expression T7) é amplamente utilizada em pesquisa para a expressao
de proteinas em Escherichia coli (E. coli). Eles sdo particularmente relevantes para a superexpressao de
proteinas recombinantes, como as luciferases. Possuem o promotor T7, que é um dos mais fortes disponiveis,
garantindo uma alta taxa de transcri¢do e, consequentemente, uma elevada producéo de proteina (luciferase).
A expressdo é controlada pelo indutor IPTG, o que permite ligar a produgdo de luz apenas quando necessario,
evitando toxicidade para a célula hospedeira. Plasmideos como o pET-28a(+) incluem sequéncias para tags
como a His-tag, facilitando a purificacdo da luciferase para estudos futuros. Em contrapartida, necessita de
uma linhagem de E. coli que contenha a RNA polimerase T7, como a BL21(DE3), o que pode limitar a
flexibilidade do sistema. Além disso, a alta expressao da proteina pode ser toxica para a célula, levando a
morte celular e a diminuicdo do rendimento, especialmente se a luciferase for grande ou complexa.

A familia de vetores pBAD utiliza o promotor araBAD, que é induzido pela arabinose. Eles sdo uma
alternativa popular ao sistema pET, oferecendo um controle de expressdo mais "suave". A expressao pode
ser controlada por diferentes concentracbes de arabinose, permitindo um ajuste fino da quantidade de
proteina produzida. Isso ajuda a evitar a toxicidade causada pela superexpressdo. O sistema pBAD ¢é
conhecido por ter um "vazamento" de expressdo (expressdo nao-induzida) muito baixo, o que € ideal para
proteinas que sdo prejudiciais ao hospedeiro. Por outro lado, o promotor araBAD geralmente ndo é tdo forte
quanto o T7, o que pode resultar em um nivel de expressdo de luciferase mais baixo e o indutor arabinose é
um acgucar, e seu metabolismo pode ser afetado por outras fontes de carbono presentes no meio de cultura,
0 que pode complicar a otimizag&o da expressao.

Neste sentido, a selecdo final do plasmideo dependera do desenvolvimento do projeto e da
otimizagdo da atividade. Para o desenvolvimento inicial do sistema bioluminescente, a alta expresséo
proporcionada pelo pET pode ser a melhor escolha para testar a funcionalidade da luciferase. No entanto,

para um sistema mais controlado e sustentavel, o pBAD pode ser uma opgdo mais adequada, devido a sua
Pagina 35 de 144



Docusign Envelope ID: 7E9167AB-70F1-4671-885A-3CD989A95A2C

capacidade de expressdo gradual.

3.5.2. Estudo aprofundado sobre gene de interesse e regides regulatorias

Os principais genes associados a bioluminescéncia sdo luxA e luxB, essenciais para a producgéo da
luciferase bacteriana, a enzima responsavel pela emissdo de luz. Esses genes estdo localizados no
agrupamento génico luxCDABEG, que controla toda a via de bioluminescéncia bacteriana (Zavilgelsky &
Shakulov 2018). Dessa forma, o agrupamento génico luxCDABEG identificado na linhagem bacteriana
sera selecionado para clonagem molecular em um sistema de expressao heterdloga (Seco & Fernéndez
2022).

A eficécia do sistema bioluminescente depende da identificacdo e otimizacdo dos componentes
genéticos-chave. O estudo aprofundado concentrou-se no gene de interesse, que codifica a enzima
luciferase. Foram analisadas diversas variantes de luciferases de organismos como vaga-lumes (Photinus
pyralis) e bactérias marinhas (Aliivibrio fischeri), considerando a eficiéncia quantica, a estabilidade
enzimatica e a emissdo de luz em comprimentos de onda adequados para a sinalizacdo. A pesquisa também
se estendeu as regibes regulatorias, que controlam a expressdo do gene. Isso incluiu a busca por
promotores fortes e indutiveis (como T7 e araBAD) que garantem a producdo massiva da luciferase, além
de sequéncias operadoras e locais de ligacéo de ribossomos (RBS) que influenciam a taxa de traducdo. A
selecdo final desses elementos foi baseada na sua compatibilidade com o hospedeiro celular escolhido e
na sua capacidade de permitir um controle preciso sobre a producdo de bioluminescéncia, o que é vital

para a sustentabilidade e aplicacao prética do sistema.

3.5.3. Planejamento da construcéo do plasmideo e potenciais chassis

A etapa de construgdo do plasmideo deve ser dividida em fases logicas para garantir a
funcionalidade e a estabilidade do sistema. Inicialmente, é preciso realizar a clonagem do gene de
interesse, ou seja, a insercdo do gene da luciferase em um plasmideo vetor. Em seguida, as regifes
regulatorias (como promotores e sequéncias operadoras) e o gene marcador (para a sele¢do das células)
devem ser adicionados ao vetor, formando um cassete de expressdo. A otimizacao do projeto do plasmideo
pode incluir a utilizacdo de clonagem modular, que permite testar diferentes combinacdes de promotores
e genes de luciferase para encontrar a que oferece a maior eficiéncia. A validacdo da construcao é feita

por meio de técnicas de biologia molecular, como a eletroforese em gel, a PCR e o sequenciamento de
Pagina 36 de 144



Docusign Envelope ID: 7E9167AB-70F1-4671-885A-3CD989A95A2C

DNA, para confirmar que todas as sequéncias foram inseridas corretamente.

3.5.4. Escolha do chassi para clonagem

A escolha do chassi, ou hospedeiro celular, é critica para o sucesso do projeto. A selegcdo deve
levar em consideracdo a eficiéncia de expressao, a viabilidade de crescimento em larga escala e a
seguranca bioldgica. Os principais candidatos para este projeto incluem bactérias e leveduras. No entanto,
bactérias possuem como vantagem o crescimento rapido, sdo geneticamente bem caracterizadas e faceis
de manipular em laboratério. A alta taxa de replicacdo permite uma producdo agil de luciferase. Neste
sentido, a bioluminescéncia serd induzida pela expressdo dos genes luxXCDABEG em uma linhagem da
bactéria de Escherichia coli, adaptada para engenharia genética e otimizada para crescimento em meios
de cultivo de larga escala no laboratorio (Chia et al. 2022), sendo este considerado um organismo
geneticamente modificado (OGM).

A linhagem bacteriana Vibrio jasicida REG001564 apresentou potencial em seu genoma para
producdo de bioluminescéncia, devido a presenca de um operon lux cromossdmico e de um operon lux
plasmidial (pVjLux — Figura 14). O potencial génico do operon lux plasmidial sera avaliado por meio da
expressdo heterdloga das proteinas codificadas, com objetivo de inducdo da bioluminescéncia.

Uma linhagem de Escherichia coli bioluminescente sera criada a partir dos genes do operon lux
plasmidial (luxCDABE). A E. coli bioluminescente sera desenvolvida a partir da clonagem molecular dos
genes essenciais para a bioluminescéncia luxA e luxB, e dos genes complementares luxC, luxD e luxE
(Tabela 12). As sequencias desses genes serdo inseridas em vetores plasmidiais adequado para o sistema
de expressdo génica pET (Figura 15). Os vetores recombinantes serdo transformados em E. coli BL21
(DE3) para a construcdo de uma biblioteca de linhagens com diferentes combinacgdes de genes do operon
lux. Por fim, a expressdo génica do sistema pET serd induzida para a producdo das proteinas

recombinantes, e a capacidade de bioluminescéncia das linhagens transformantes seré avaliada.
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Figura 14. Mapa de pJvLux de Vibrio jasicida REG001564. AnotacGes de dominios e genes (preto)
presentes na sequéncia de DNA do plasmideo pVjLux (rosa).

Tabela 12. Genes do operon lux de pJvLux de Vibrio jasicida REG001564.
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Gene Comprimento Sequencia nucleotidica de DNA (5'para 3°)

ATGAAATTIGGAAACTTCCTTCTCACTTATCAMK CACUTGAGCT A TUTCAGAC UGAAG TGA TLAAMG
CGATTGGTTAACCTGGGCAAAGOGTCTGAAGG T TGTGG T TTOGACACAGTTTGGTTACTAGAGCAT
CACTICACGGAATTTGGGT TATTAGGGAA TCCTTATGTTGCTGOGGC ACACCTG T TAGGGGCAACA
GAAAGGCTCAATGITOGCACCOCTGCCATTGTATTGOCGACTGOOCATCOGOTTCOACAAGCAGAA
GACGTAAACCTACTGGATCAAATGTCGAAMGGACGATTOCGETTCGGCATTTGTCGOGGTTTGTAT
GACAAAGATTTOCOAGTITITOG T AUAGACATGOA TAM AGUCUAGCCTTAATGUACTOT TGGTAT
GACTTGATGAAAGANGKL T TCAATGAAGGC TATATOGOGOCGGATAACGAACATATTAAGTTOCCA
LA 1068 nucleotideos | AMATICAACTGAACCCATOGCTTACACACAAGG TOGOGC TCCTGTTTATGTCGTCGOGGAGTCA
GEATCAACGACAGAA TGOGOCAM K AGAGOGTGGOCTAUCAATOATTCTAAGETGGA TCATCAACACT
CACGAGAAGAAAGCGCAGE TTGATCTTTACAACGAAGTOGCGAC TGAACATGGCTACGATGTGAA
TAAGATIGACCACTGTTTGTCTTACATCACCTC TG IUGACCATGACTCAAATAANGCCAAAGATATT
TGOCGCAACTTCTTGGGTCATTGGTACGACTCATACGTGAATGUTACCAAGATTTTTGACGACTC TG
ACCAAACAAAAGGTTACGACTTCAATAAAGGOC AATOGCG TGATTTTGTGTIGAAAGG TCACAAAG
ACACCAATOGOCGAATTGATTACAGCTACGAAATCAACCCAGTAGGAACGOCTGAAGAGTGTATCG
COATIATCCAACAAGATA TCGATOCGACAGGTATTAACAATATTTGTTGTGGTTTIGAAGEAAACG
GITCTOAAGAAGAAATTATOGCATCTATOAAGCTATTCCAGTCOUA TUTUATGOCATATCTC AAAG
AAMACAGTOA
ATGAAATTTGGACTATICTTICTCANTTTTATGAATICAAAGCGTTC TTCTGATCAAGTCATAGANG
AANTGTTAGATACCGCACATTACGTAGATCAGT TGAAGTTTGACACG TTGGCTGTTTACGAAAACC
ATTTCTOGAACAATGGTGTAGTIGGTGOCCCATTAACGGTGGTOGGTTTTTTACTTGGTATGACAAA
GAACGOCAAAGTGGCTTCGTTGAATCACGTCATTACCACGCATCATC CAGTACGTGTAGCGGAAGA
AGIGICTACTOGACCAAATGAG TGAAGG TOGTTTTGTUCTTIGGE T T TAGTGAT TG TGAAAAGAGT
GCAGATATCOGCTTTTTTAACCGACCAACGOATTCTCAG T TIGAG T TGTTCAGTGAGTGTCACAAGA
B 975 leotid TCATCAATGATGCATTCACTACCGUA TAC TGECATCCAAACAATGATTTTTATAGTTITCCTAAAAT
Lux nucicondeos FICOGTTAACCCACACGOGTTOAC TGAMAK T TCUTGCGUAA TTTG TGAA HCGACGAGEAAMKS
AGTGGTTOAATGUGOGGUT AAGTFAGGGCTTCCACTOGTHTTTAAATGGGAUGAU TC AMCGUGCA
AMGAAMAGAATACGCCTGTTTTTACCACGAAGTTGCTCAGK GEATGG TG TTGATGTTAGTGAGGT
CCGACACAAGC TCACACTUTTGGTTAA TGAGAATGTAAA TGGUGAAAAGGEAAGG A TTGAGGCGC
GCAATTATTTGGAAGAGT TTGTCCGAGAATCTTATCCAAACACCGATTT TGAGCAAAAGATOGE AG
ATTAGAAMTOCCATCOGTAACTATCACGAATGTACACANGCTGCTCGANCCGCGCTTG
AALTTGOGGTOCTTCGOAGC TG T TGATGTCCTTTGAA FCGA TGUAAGATAAMA GUAACAAAGAG
LG TCTIAA
ATGATTAAMAGGETATCTTTAGTUA TCAA TGO TGTTTTAMTGTTGATAACGT TAGTAATGAATTTC
ACGAAATTAAATTCGGTGATAATTTAATTCATGTATCTAGT T TAGATACTUTTGAAGTGAAAAAAAT
ATTAGATGAAGAAGIATGTTTTAATATIAGTGTAAATCAGATAG I TAATTTTATTTACACGUT 44T
CAACGTTGOAGAAGTGAAGAGTATTCAAGGOOGAGGGG TTATATTCGTTCTC TGATTAACTACTTG
GOGTATICACCACAAATGGOGAANCTAGAAGCAAATTGGATTGE AATGC TCCTTTGTTCTAAGAGT
OGCICTTTAUGACATTATTGA TACTOGAACTTGG T TCTACGCACA TAUAAGA TGAG TOGT TACOGCAGG
GIOAGTATTATGTGAGAGECT TTCCT AAAGGACGCACGATGCATTTIGC T TGO AL AACG TTOCTCY
CTCOOGOTGTGACCTCAATACTUCGAGOC A TACTGACAAAGAACCAGTGTATTGICAGAATGTCATC
ATCGGATOUTTTTACTGOCCATOCGUT AGOGA TGAGETTTGTTGA TG ICGA TOCGANTCATCUTATT
; FCIOGITCCATCTOCGTATTGTATTGECC TEATAM TCGGA TACGAC ACTCGUTAAGGAATTACTCA
Lux( 1440 nucleotideos GICATATGGATGOGG TAGT TGC T TGOGGGGOGAGGGA TOCCATTGATTGGGOGGTTAAGCATTCTC
CIIOGCATATTGATGTTTTGAAGTTTGGTCCAAAGAAGAGT TTTACTG I TCTTGACCATCCAATCGA
CTTAGAAGAAGCTGCTTOGGGT G TTOCTCATGACATTIGTTTCTATGATC AAAATGCCTGTTTTICTA
CTCAGAATATTTACTTTICTGGAGGTAAGTATGAAGAATTTAAATCAAAGCTTGTTGAAAAACTGA
ATCTATATCAAGAGATATTACCAANMG TCAMGCAAAGCTITGATGATGAAGCTTIGTTTTCAATTAC
TCGTTTOOAA TG TCAGTTTICTGOATIGAATG T TATATCTOAACCGOAAAATAACTGGATUATCATC
GAGTCAGMACCHAGTTGAATATAACCATCCATTAAGTCGATGTGTTTATATCCACAAAGTAAAA
TCTGTIGATGATG TTGETCAATATATAGAAAAACATCAAACAUAAACGATTICTTTTTAFCCA TG A
AATCTICCAAMAATA TCOAGA TGCA TTOGOCGTAAAAGOAGTAGAAGAA TG TTGAATC TGOGA
TGAATAATATATTTAGAGOCGG TGGTGOAC ATGATICCATGCGOCCGOT TCAM GTTTAGT TOGATT
CGICTCTCATGAGAGACCATATAA TTICACTAUTAAGGATGTATUTG TAGAAN TAGAGEAAACCLG
CITTCTIGAAGAAGATAAGTTCTTGATTTTCGTCCCITAA
ATGAGTAATCARTUA ANGAC TATTGUACACG TG T T GOGTGAAUAATAGTCAGAANL TTCAC ATC
TUOGAAACOCCCCCAAAAGAAAA TGTCCCTIC TAAAAA TAGC ACCAT TTTAATIGE TICTGGTTTTG
COAMGAGAN TGGATCAC T TGO GGG TTGGOCGAGTATCTATCTGAAAATGG T TTOCATGTGTTCCG
FEATGACTCTCTTOATCA T GTEALGUTC A TOGGEAS TOUA T TGATGAAT TCACCA TGA GALGEAK
AAMMTAGTTTGTGEACTGTTTATCACTOGE TGCAGACCANGGGTACACANMACA TTGGCTTGATT
GUGGCAAGTCTCTCAGETOG TG TOGCCTATGAAGTTATCTCTGATCTGGAGC TATCTTTTCTGATTA
LuxD 918 nucleotideos CTGCGITTOGTOTGO TGAACTTGOGTOACACATT AGAAAAACK GCTTGG T TTTGATTACCTCAGTTY
ACCTATCGATGAGCTGOCAAACGATCTTGATTTTGAAGGCCATAAGCTTGGTTCTAAAGTGTTOGTT
COL AL TUC T CGAGEACTA T TCEEA TACCTTAGATTCTACTCTCGACAAGTAGCCAA TACCTOG
GITCCTETAATAGOGTTIHCCOCTAACAACGATGATTGOG TTAAGK AAGAAGAAGTCTA TOACATO
TTAGOGCATATTUGCAGTGGGUATTGEAAGC TCTACTOC TIGETTGGTAGCTCICATGAC TTGIATG
AAMACTTGGIOGTGTTACGTAATTICTACCAATOCGTUACCAAAGA COCTA TCGEAA THGACGEAG
GEAGETTAGAAA TCGACG TOGACTTTATCOAGCCTGATTTTGAACAAC TCACCATCGOGACTGTGA
Al
ATGGACGTACTTTCAGCOGT TAAGCAGGAAAACATCGUCEL GAGE ACAGAAATCGATGACTIGATT
TTCATGOGAACTCCTCAGCAATGGTCATTGEAGGAACAAAANAAACTGACATCTCGOCTTGTTAAA
GOUAKATATCAATACCACTACCACAATAATGATOAC TATCGTCAGTTCTGOCAGAGHT KGAGTC
GUAGAGATOGTOOAAGATCTCAACOAGATCCOCGTTTTOCCTACTICTATTITTAAGTTGAAGACCC
FATTAACATTGGACGA TGACGAGG TTUAGAA TOGETTTACT AGCAGTGGTACTAGTGGCATCAAAA
GIATTGIEGCACGAGA TAGACTC MG TATIGAGCGACT TCETGGCTE TG TAAATTTOGGTATGAATTA
COTAGGTGA CCATCAGATGGAGT TGGTGAACTTAGGOCCAGATOGCTTTAATGCCAA
CAATATTTGGTTCAAGTACGTCA TGAGE TTAGTOGAGETOCTTTATOCGACCG TATT TACTGTCACT
LuxE 1158 nucleotideos | GAGGATGAGATCGATTITOAGGOGACGETAGE TAATATGAATCGTA TTAAGCATTCTGGTAAAACC
ATTTGTCTTATCGGOCCTOCTTATTTTATCTATTTACTGTGC TGTTTCATGOGCGAGCAAGGTCAAAC
FETCAATGGTGGTCGUGATCT TTACATUATCAU A GA GO TUGAAAAAGCATCAAGA TCAATE
GCTCGATAGAGACGAGT TCAACCAACT T TTGTGTGAGACTTTTACE TTAGAAAGCOC AGAGE AGAT
TOGAGACACATTTAATCAAGT TGAACTOAACACCTOCTTTTTTGAAGATACAGAACACAAAAAACG
TGTACCHOCCTOGGTOTTTCAAGAMA AL TOGA TOUTAAAACATTAAAGTOGC TTCCGUA TOGAAA
GUCOUGACTGA TGAGCTATATGOATOUCTOGOOGG TCAGTTATCCATOC T TCTAGTGAC GUA TGA
CATIGHTATCGTGOGAGAAGAAGAGH K GAGCGOOOEGACTACGGTTGAGA TTGTTCG T AGAG
TEAGTTCTCGTGCTCTTAMKLGG TG TUCTTTAAGTATGTCUCANGTATTICAATCACGCGGAAAGGA
GAAATTAGGGAATGTTGCTGTGICAAGTTGA
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Figura 15. Mapa do vetor plasmidial pET. Anota¢des de dominios e genes presentes na sequéncia de DNA
do plasmideo nomeado pET empty polycistronic destination vector (Scott Gradia Lab: 2-series

polycistronic destination vectors).

3.5.5. Desenho de primers para obtengéo dos genes de interesse para clonagem

O desenho de primers € uma etapa critica para a obtencéo dos genes de interesse que codificam a
luciferase, permitindo sua amplificacdo e posterior clonagem em um plasmideo. Os primers, que sao
pequenas sequéncias de DNA, precisam ser projetados com especificidade e caracteristicas que facilitem a
clonagem. A concepgdo dos primers para este projeto considera os seguintes pontos: (i) A sequéncia do
primer deve ser complementar as extremidades 5' e 3' do gene da luciferase para garantir que apenas o alvo
correto seja amplificado. (ii) Para facilitar a insercdo do gene no plasmideo, sequéncias de sitios de restricdo
sdo incorporadas nas extremidades dos primers. 1sso permite que o gene amplificado e o plasmideo sejam
cortados pela mesma enzima de restri¢do, criando extremidades coesivas que se ligam facilmente. (iii) A Ta

dos primers deve ser balanceada, geralmente entre 55°C e 65°C, para garantir uma ligacdo eficiente e
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especifica. A diferenca entre as Ta dos dois primers (forward e reverse) deve ser minima, idealmente inferior
a 5°C. (iv) O contetdo de guanina e citosina (GC) dos primers deve estar na faixa de 40% a 60% para
garantir estabilidade. A presenca de um C ou G nas extremidades 3' (GC-clamp) aumenta a eficiéncia da
ligacdo. (v) Os primers devem ter entre 18 e 25 nucleotideos para uma hibridizac&o eficiente.

A partir da sequéncia do gene da luciferase, os primers sdo desenhados da seguinte forma: Primer
Forward iniciaria com uma sequéncia contendo o sitio de restri¢do escolhido (por exemplo, Ndel), seguida
pela sequéncia inicial do gene da luciferase e o Primer Reverse conteria um sitio de restricdo diferente na
sua extremidade 5' (por exemplo, Xhol), seguido pela sequéncia complementar a extremidade final do gene.

A inclusdo de uma tag (como a His-tag) para purificagdo da proteina pode ser feita diretamente no
primer forward, permitindo que a proteina expressa ja tenha a tag para os proximos estudos. A valida¢do do
desenho é feita usando softwares bioinformaticos, que verificam a especificidade, a formacao de estruturas

secundarias indesejadas e a compatibilidade dos primers com o gene-alvo.

3.5.6. Estudo sobre amplifica¢éo do gene

Apos a etapa de desenho dos primers, o proximo passo crucial no desenvolvimento do sistema
bioluminescente é a amplificacdo do gene de interesse, ou seja, 0 gene que codifica a luciferase. Essa
amplificacdo é realizada através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), uma técnica fundamental na
biologia molecular que permite a criacdo de milhGes de copias de um segmento de DNA a partir de uma
peguena amostra.

O processo de PCR envolve ciclos repetidos de trés etapas principais: Desnaturacéo: A dupla fita de
DNA é aquecida a uma temperatura elevada (geralmente 94-98°C) para separar as fitas. Anelamento: A
temperatura é reduzida para permitir que os primers desenhados se liguem (anelem) as sequéncias
complementares nas extremidades do gene e Extensdo: A enzima DNA polimerase (geralmente a Taq
polimerase) sintetiza uma nova fita de DNA a partir do primer, usando a fita original como molde. Para
garantir a eficiéncia da amplificacéo, diversos parametros devem ser otimizados, incluindo a concentragéo
dos reagentes (primers, dNTPs), a quantidade de DNA molde e, principalmente, a temperatura de
anelamento (Ta). A Ta ideal assegura que os primers se liguem especificamente ao gene de interesse,

evitando amplificacGes inespecificas.
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3.5.7. Estudo sobre a Construcéo do vetor

A fase de construcéo do vetor € um passo central no projeto, pois € nela que o gene da luciferase —
ja amplificado e validado — serd inserido em um plasmideo de expressdo. Essa etapa, também conhecida
como clonagem molecular, é fundamental para garantir que o gene seja corretamente incorporado e possa
ser expresso de forma eficiente no organismo hospedeiro.

O processo se inicia com a digestdo do DNA, tanto do plasmideo quanto do gene de interesse. A
digestdo € realizada por enzimas de restricdo que reconhecem e cortam o DNA em locais especificos, criando
"extremidades pegajosas™ ou "extremidades cegas”. Como os primers foram desenhados com 0S mesmos
sitios de restricdo, a digestdo do gene e do plasmideo resulta em extremidades complementares.

Apos a digestdo, o gene purificado € misturado ao plasmideo linearizado. A enzima DNA ligase atua como
uma "cola molecular", unindo as extremidades do gene ao plasmideo, formando uma molécula de DNA
circular e recombinante, que agora é 0 nosso vetor de expressao.

A validacdo da construcdo do vetor é feita, novamente, por meio da eletroforese em gel de agarose.
Apos a digestdo do plasmideo, é possivel verificar se ele foi cortado com sucesso. Depois da ligacdo, a
presenca de uma banda de DNA com o tamanho esperado (somatdria do tamanho do plasmideo e do gene)
é um forte indicativo de que a ligacdo foi bem-sucedida.

Para confirmar que a inser¢do do gene ocorreu corretamente e que ndo ha mutagdes na sequéncia, a
etapa final e mais rigorosa de validacao é o sequenciamento de DNA. Essa técnica fornece a sequéncia exata
de nucleotideos, permitindo comparar o DNA construido com a sequéncia de referéncia. O sequenciamento
garante a integridade e a funcionalidade do gene da luciferase no vetor. Essa fase da construgdo do vetor
representa a transicdo do planejamento para a realizagdo, criando a ferramenta bioldgica que permitira a
producédo da bioluminescéncia. A partir daqui o foco do projeto se voltara para a insercdo desse vetor nas
células hospedeiras e 0 estudo da expressdo do gene.

Ressalta-se que o uso de Organismos Geneticamente Modificados (OGM) podem resultar em
riscos como toxicidade, alergenicidade, e alteracdes nutricionais e, por isso, necessitam de um processo
regulatorio longo, o que poderia impactar o seu uso em sinaliza¢fes bioluminescentes, objetivo do atual
projeto. No Brasil, a Lei n® 11.105/05 estabelece normas de seguranga e mecanismos de fiscalizacéo para
atividades envolvendo OGM. Por isso, optamos por realizar tentativas de consércio entre 0s
microrganismos, bem como estimulo a conjugacao e transferéncia natural do plasmidio da 1564 para a
1485, mas sem sucesso. Entdo, realizamos um Planejamento Experimental (DoE), a fim de melhorar a

penformance dos nossos microrganismos sem a necessidade de fazer modificacdes genéticas.
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3.5.8. DoE

A partir dos dados genémicos foram selecionados os microrganismos 1485, 1563 e 1564 para

otimizacdo de meio de cultivo por meio de Planejamento Experimental (DoE) (Rodrigues & lemma,

2005). O objetivo foi estudar o efeito de varios fatores nutricionais em relacdo a variavel resposta —

atividade de bioluminescéncia.

Para tal, foi realizado um DoE fracionado com 8 variaveis (fatores) independentes (28-3+2pc),

sendo calculado os efeitos principais e indica¢6es dos fatores que deveriam ser incluidas no planejamento

seguinte e as novas faixas a serem avaliadas para cada fator (Tabelas 13, 14 e 15).

Tabela 13. Fatores avaliados no Planejamento Experimental (DoE — 1) a fim de otimizar a atividade de

bioluminescéncia dos microrganismos 1485, 1563 e 1564.

Fatores -1 0 1
Peptona Bacteriolégica (g/L) 5 10 15
Extrato de Levedura (g/L) 2,5 5 7,5
Triptona (g/L) 5 10 15
Glicerol (mL/L) 0 3 6
NaCl (g/L) 0 15 30
H20 mar 0 500 1000
B2 (g/L) 0 0,02 0,04
H202 (ml/L) 0 15 30

Tabela 14. Planejamento Experimental (DoE — 1) fracionado para as linhagens 1585, 1563 e 1564.

Ensaios Pep.Bact. Ext. Lev. Tript. Glic. NaCl H20mar B2 H,0,
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1
2 1 -1 -1 -1 -1 1 1 1
3 -1 1 -1 -1 -1 1 1 -1
4 1 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1 -1 1 -1 -1
6 1 -1 1 -1 -1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1 -1 -1 1 1
8 1 1 1 -1 -1 1 -1 1
9 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 -1
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Tabela 15. Planejamento Experimental (DoE — 1) fracionado para as linhagens 1585, 1563 e 1564, com

detalhamento das concentracgdes (g/L e mL/L) de cada fator para cada ensaio (tratamento).

Ensaios Pep.Bact. Ext. Lev. Tript. Glic. NaCl H20mar B2 H.O,
1 5 2,5 5 0 0 0 0 30
2 15 2,5 5 0 0 1000 0,04 30
3 5 7,5 5 0 0 1000 0,04 0
4 15 7,5 5 0 0 0 0 0
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Resultados positivos de atividade de bioluminescéncia foram considerados quando os valores de

fotons utrapassaram 1000. Os resultados apontaram diferencas entre os tratamentos (ensaios) e entre 0s

microrganismos. Para o microrganismo 1485, a bioluminescéncia foi registrada até o ultimo dia de
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avaliacdo, totalizando 30 dias, sendo 0s ensaios 5 (22136 fotons) e 17 (18530 fétons) detentores da maior
bioluminescéncia média, enquanto que o ensaio 10 (8166 fotons) foi detentor do maior tempo de
bioluminescéncia (30 dias). Em comum, esses meios continham Peptona Bacteriologica, Extrato de
Levedura, Triptona, diluidos em &gua do mar e o tratamento 10 continha glicerol. Para 0 microrganismo
1563, o tratamento 10 (9867 fotons) foi o detentor da melhor relagdo tempo e intensidade luminosa. Por
outro lado, para o microrganismo 1564, o ensaio 18 (14325 fétons) apresentou a melhor relacdo entre
tempo e intensidade luminosa, que além de conter Peptona Bacteriologica, Extrato de Levedura,
Triptona, diluidos em agua do mar, ainda continha NaCl. O tempo maximo de bioluminescéncia
registrado para os microrganismos 1563 e 1564 foi de 23 dias. Os resultados para cada microrganismos
estdo detalhados nas Tabelas 16, 17, 18.

Tabela 16. Resultados do DoE — 1 para o microrganimos 1563, sendo apresentado os valores de

luminescéncia (fétons) para cada ensaio (composic¢do de diferentes fatores) entre Oh e 30 dias.

Ensaios Pep. Bact. Bxt. Lev.  Tript. Glic. NaCl HeOmar B H02 Oh 2d 5d 7d 9d 12d 14d 16d 19d 2d 23d 26d 28d 30d
1 5 25 5 0 0 0 0 30 25 5 4 4 4 4 5 5 5 6 7 3
2 15 25 5 0 0 1000 004 30 47588 4 7 7 3 8 8 3 3 7 7 7 3
3 5 75 5 0 0 1000 004 0 46239 6240 19 10655 139 74 74 89 6 4 6 4 7 4
4 15 75 5 0 0 0 0 0 4182 5 8 6 4 6 6 8 5 6 3 6 4
5 5 25 15 0 0 1000 0 0 81904 5 8 4 26 19 19 344 16 28 15 7 14 8
6 15 25 15 0 0 0 004 0 4039 6 8 3 3 5 5 3 6 5 9 4 6 4
7 5 75 15 0 0 0 004 30 2574 4 9 4 4 9 9 4 3 4 6 8 10 3
8 15 75 15 0 0 1000 0 30 35830 4 7 4 12 5 5 5 5 7 12 3 4 2
9 5 25 5 6 0 0 004 0 31 3 4 2 5 4 4 3 3 5 7 6 11 5
10 15 25 5 6 0 1000 0 0 67595 11227 23609 14404 3 54 54 6966 1482 6323 5374 586 198 264
1 5 75 5 6 0 1000 0 30 55125 3 6 4 3 5 5 4 6 6 7 4 6 13
12 15 75 5 6 0 0 004 30 2927 5 7 4 2 7 7 3 5 7 5 6 9 4
13 5 25 15 6 0 1000 004 30 38966 2 8 4 5 8 8 7 5 5 5 5 6 3
14 15 25 15 6 0 0 0 30 4881 6 3 4 2 9 9 5 3 5 4 6 9 4
15 5 75 15 6 0 0 0 0 3338 2 9 2 3 6 6 5 7 6 7 6 8 3
16 15 75 15 6 0 1000 004 0 25269 1630 1470 10323 5 8 8 2 4 68 54 33 29 15
17 5 25 5 0 30 0 0 0 47622 4 7 6 5 6 6 3 3 5 10 6 4 3
18 15 25 5 0 30 1000 004 0 19686 3 4 7 10 7 7 2 11 5 6 6 8 5
19 5 75 5 0 30 1000 004 30 11637 2 5 4 4 6 6 5 3 3 6 14 8 2
20 15 75 5 0 30 0 0 30 39192 5 7 5 2 1 1 2 4 7 14 7 5 4
2 5 25 15 0 30 1000 0 30 14678 3 5 3 3 10 10 2 6 6 10 8 5 5
2 15 25 15 0 30 0 004 30 3974 3 6 3 5 7 7 2 3 5 8 3 7 7
p<] 5 75 15 0 30 0 004 0 22971 6 9 6 4 8 8 8 6 6 6 6 5 3
2 15 75 15 0 0 1000 0 0 9888 1666 2849 3694 192 44 44 14 10 6 25 5 10 5
25 5 25 5 6 30 0 004 30 33523 4 1 4 4 4 4 3 3 4 5 5 6 3
26 15 25 5 6 0 1000 0 0 16494 8 4 4 6 6 6 2 4 5 8 8 8 5
21 5 75 5 6 30 1000 0 0 15074 4 6 5 12 14 14 17 3 14 76 8 7 4
28 15 75 5 6 0 0 004 0 33544 3 4 3 2 7 7 2 7 8 8 6 9 7
2 5 25 15 6 30 1000 004 0 14750 3978 3920 3912 10 ] 48 23 4 6 164 13 38 17
30 15 25 15 6 30 0 0 0 34617 1519 4725 889 2 5 5 5 3 4 8 6 9 2
3 5 75 15 6 30 0 0 30 27133 3 7 7 3 5 5 4 1 4 5 6 7 5
32 15 75 15 6 30 1000 004 30 7475 2 6 2 9 9 9 8 1 5 6 5 7 3
33 10 5 10 3 15 500 002 15 43849 3 4 5 2 5 5 6 4 7 7 5 8 3
34 10 5 10 3 15 500 \[17] 15 45712 1277 4 3 2 5 5 3 4 5 6 4 16 4

Tabela 17. Resultados do DoE — 1 para o microrganimos 1485, sendo apresentado os valores de

luminescéncia (fétons) para cada ensaio (composicdo de diferentes fatores) entre Oh e 30 dias.
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Ensaios Pep. Bact. Bxt. Lev.  Tript. Glic. NaCl HeOmar B H02 Oh 2d 5d 7d 9d 12d 14d 16d 19d 2d 23d 26d 28d 30d
1 5 25 5 0 0 0 0 0 9 3 4 5 3 4 5 5 3 7 4 5 4 4
2 15 25 5 0 0 1000 004 30 non 321 12510 3% 10 3 5 3 3 5 4 4 7 7
3 5 75 5 0 0 1000 004 0 9681 21934 3275 4805 20704 2564 1024 230 671 8 13051 6240 19 10655
4 15 75 5 0 0 0 0 0 2512 5 4 4 5 5 4 4 2 8 3 5 8 6
5 5 25 15 0 0 1000 0 0 M52 46638 176126 4985 14403 2188 1375 128 n 198 9 5 8 4
6 15 25 15 0 0 0 004 0 2936 5 7 4 6 2 3 3 5 6 3 6 8 3
7 5 75 15 0 0 0 004 0 1921 4 7 5 4 6 4 8 2 5 4 4 9 4
8 15 75 15 0 0 1000 0 30 12535 m9 9674 4 3 2 7 6 4 6 4 4 7 4
9 5 25 5 6 0 0 004 0 15 2 3 7 10 4 6 3 4 6 2 3 4 2
10 15 25 5 6 0 1000 0 0 14565 1696 382 2331 3042 849 2768 1504 10589 16971 16410 nz1 23609 14404
n 5 75 5 6 0 1000 0 30 nes7 6545 b 6 8 5 7 4 7 6 3 3 6 4
12 15 75 5 6 0 0 004 30 1939 8 6 6 5 3 5 8 3 5 5 5 7 4
13 5 25 15 6 0 1000 004 30 13990 39752 447 37 6 6 %5 36990 5 6 9 2 8 4
14 15 25 15 6 0 0 0 30 3091 6 6 4 3 4 5 4 9 9 3 6 3 4
15 5 75 15 6 0 0 0 0 2765 3 4 3 7 5 4 3 2 9 3 2 9 2
16 15 75 15 6 0 1000 004 0 8074 965 66 15 148 273 6554 9783 3917 6992 7320 1630 1470 10323
17 5 25 5 0 30 0 0 0 122 232061 831 1724 62 9 2 8 9 19 Qg 4 7 6
18 15 25 5 0 0 1000 004 0 42 1N 22063 20179 1284 667 2 15 4 5 3 3 4 7
19 5 75 5 0 30 1000 004 30 338 2595 &m 40238 13 2 3 3 4 3 4 2 5 4
20 15 75 5 0 30 0 0 30 10384 40682 7 3 6 6 4 8 3 6 2 5 7 5
2 5 25 15 0 0 1000 0 0 77J 8693 17205 ns79 n 3 5 5 3 4 4 3 5 3
2 15 25 15 0 30 0 004 30 731 3 4 4 7 4 3 4 4 6 3 3 6 3
2 5 75 15 0 0 0 004 0 6176 33 860 £1617 16504 229 700 B 4 3 4 6 9 6
24 15 75 15 0 30 1000 0 0 pdll 592 m ul 8 2 7 6 3 6 T4 1666 2849 3694
25 5 25 5 6 30 0 004 30 8124 64089 13759 9 3 6 4 4 4 3 3 4 n 4
26 15 25 5 6 30 1000 0 30 22 81 6 6 4 2 5 7 2 4 4 8 4 4
27 5 75 5 6 0 1000 0 0 25 529 51 20 9 4 6 7 4 5 5 4 6 5
28 15 75 5 6 30 0 004 0 5678 2610 418 37 8 4 5 4 2 9 3 3 4 3
29 5 25 15 6 0 1000 004 0 a7 294 934 170 @ 3 19% m 261 3513 4924 3978 3920 3912
30 15 25 15 6 30 0 0 0 8752 433 1316 25712 670 8 1076 1068 139 1779 80 1519 4125 89
k| 5 75 15 6 0 0 0 0 7758 915 4 7 4 5 3 4 3 6 2 3 7 7
32 15 75 15 6 30 1000 004 30 97 616 5 8 8 4 4 4 4 4 4 2 6 2
3 10 5 10 3 15 500 002 15 8969 1707 54 4 16 39 6 5999 420 4 4 3 4 5
34 10 5 10 3 15 500 002 15 8&I17 1165 17 4 4 3 7 415 n2 815 3369 1211 4 3

Tabela 18. Resultados do DoE

luminescéncia (fétons) para cada

— 1 para o microrganimos 1564, sendo apresentado os valores de

ensaio (composicdo de diferentes fatores) entre Oh e 30 dias.

Ensaios Pep. Bact. Bxt. Lev.  Tript. Glic. NaCl  HOmer B H02 Oh 2d 5d 7d 9 12d 14d 16d 19d 2d 2d 26d 28d 30d
1 5 25 5 0 0 0 0 0 n 5 5 5 2 2 4 g 3 7 5 3 7 6
2 15 25 5 0 0 1000 004 30 76590 10607 4 5 6 3 6 3 5 6 5 2 8 4
3 5 75 5 0 0 1000 004 0 s7 5865 4 w1 642 6 57 37 9 B 8 3 10 3
4 15 75 5 0 0 0 0 0 234 8 7 4 4 4 5 3 3 4 3 6 6 5
5 5 25 15 0 0 1000 0 0 99864 4381 981 613 262 87 29 B 6 9 3 4 8 4
6 15 25 15 0 0 0 004 0 318 5 1049 4 7 4 8 3 4 7 4 1 5 8
7 5 75 15 0 0 0 004 30 uss5 un 4 5 6 6 4 4 4 5 4 n 6 5
8 15 75 15 0 0 1000 0 0 44047 2998 3 3 7 8 3 9 7 9 4 3 4 4
9 5 25 5 6 0 0 004 0 o 4 7 7 3 3 5 2 3 4 5 3 5 4
10 15 25 5 6 0 1000 0 0 94564 4 5 3 6 2 5 9 4 5 4 2 4 7
n 5 75 5 6 0 1000 0 0 6719 2 74 5 9 9 5 6 3 3 2 3 4 3
12 15 75 5 6 0 0 004 30 1650 n 239 3 5 5 5 3 5 6 5 9 5 8
13 5 25 15 6 0 1000 004 30 55041 6426 4 6 7 3 6 5 5 3 3 7 4 2
14 15 25 15 6 0 0 0 0 4005 6 867 6 6 3 6 7 5 7 2 3 6 6
15 5 75 15 6 0 0 0 0 2440 5 51 6 3 5 3 3 4 8 4 5 6 4
16 15 75 15 6 0 1000 004 0 36477 35 2 28 21 3 4 6 3 7 3 18 3 2
7 5 25 5 0 0 0 0 0 67470 51906 504 6312 1852 326 138 0 23 B 0 9 5 5
18 15 25 5 0 30 1000 004 0 16431 13536 5 37282 45235 18922 34689 13380 531 1679 3329 389 th 263
19 5 75 5 0 0 1000 004 30 9805 6463 47 4 5 4 5 4 3 5 6 3 5 8
20 15 75 5 0 30 0 0 30 60582 627 343 5 6 5 3 3 6 5 3 4 5 2
2 5 25 15 0 30 1000 0 30 12352 335 6 4 5 2 9 2 3 7 3 6 6 3
2 15 25 15 0 0 0 004 30 2949 6 3 9 5 3 7 3 5 8 4 4 8 2
23 5 75 15 0 30 0 004 0 32196 595 4 0 58 26 g B 6 i 4 3 8 6
24 15 75 15 0 0 1000 0 0 8544 2385 7 261 202 o 42 B 8 8 4 2 9 3
25 5 25 5 6 30 0 004 30 66540 30 2 3 6 3 4 5 3 7 5 3 6 3
2 15 25 5 6 30 1000 0 30 1666 13487 2 554 2256 4 4 3 6 4 5 2 5 5
27 5 75 5 6 0 1000 0 0 12894 8558 2 261 41 7 2 5 5 50 30 2 16 7
28 15 75 5 6 30 0 004 0 52935 54 4 7 3 6 3 2 4 345 242 3 6 2
29 5 25 15 6 0 1000 004 0 U6 4287 3 94 68 i 5 8 23 20 6 5 8 4
30 15 25 15 6 30 0 0 0 38996 82 3 260 2 3 7 0 0 0 6 2 9 3
3 5 75 15 6 30 0 0 30 3434 2 3 6 5 3 4 0 2 1 8 4 5 4
32 15 75 15 6 0 1000 004 30 7051 1849 5 u2 62 47 5 1 1 1 2263 2125 6088 309
33 10 5 10 3 15 500 002 15 576% 39 4 20 5 8m 340 101 194 7580 n 3 5 4
34 10 5 10 3 15 500 0@ 15 59104 38 6 4 3 3 7 2 5 6 5 3 5 4

A partir dos resultados obtidos, foram selecionados os microrganismos 1485 e 1564 para a

realizacdo de um segundo DoE, contendo os fatores significativos selecionados a partir do DoE - 1.

Devido aos resultados obtidos no planejamento anterior, foram utilizadas abordagens diferentes entre os
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microrganismos 1485 e 1564. Para a bactéria 1485 foi utilizado um planejamento de fracionado. Para tal,

foi realizado um DoE fracionado com 4 variaveis independentes (25-1+4pc) (Tabelas 19, 20 e 21).

Tabela 19. Fatores avaliados no Planejamento Experimental (DoE — 2) a fim de otimizar a atividade de

bioluminescéncia do microrganismo 1485.

Variaveis -1 0 1
Peptona Bacterioldgica (g/L) 5 10 15
Extrato de Levedura (g/L) 0 1,25 25
Triptona (g/L) 0 25 5
Glicerol (mL/L) 0 3 6

Tabela 20. Planejamento Experimental (DoE — 2) fracionado para a linhagem 1485.

Ensaios  Pep. Bact. Ext. Lev.  Tript. Glic.
1 1 -1 -1 -1
2 1 1 -1 -1
3 1 1 1 -1
4 1 1 1 1
5 -1 1 1 1
6 1 -1 1 1
7 -1 1 -1 1
8 1 -1 1 -1
9 1 1 -1 1
10 -1 1 1 -1
n -1 -1 1 1
12 1 -1 -1 1
13 -1 1 -1 -1
14 -1 -1 1 -1
15 -1 -1 -1 1
16 -1 -1 -1 -1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0

20 0 0 0 0

Tabela 21. Planejamento Experimental (DoE — 2) fracionado para a linhagem 1485 com detalhamento

das concentragOes (g/L e mL/L) de cada fator para cada ensaio (tratamento).

Ensaios Pep. Bact. Ext. Lev. Tript. Glic.
1 15 0 0 0
2 15 25 0 0
3 15 2,5 5 0
4 15 2,5 5 6
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Para a bactéria 1564 foi utilizado um planejamento de fracionado. Para tal, foi realizado um DoE

fracionado com 6 variaveis independentes (252+4pc) (Tabelas 22, 23 e 24).

Tabela 22. Fatores avaliados no Planejamento Experimental (DoE — 2) a fim de otimizar a atividade de

bioluminescéncia do microrganismo 1564.

Variaveis -1 0 1
Peptona Bacterioldgica (g/L) 5 10 15
Extrato de Levedura (g/L) 0 1,25 25
Triptona (g/L) 0 25 5
NaCl (g/L) 0 15 30
H20mar (mL) 0 500 1000
B2 (mg/L) 0 004 008

Tabela 23. Planejamento Experimental (DoE — 2) fracionado para a linhagem 1564.

Ensaios Pep.Bact. Ext. Lev.

Tript.

NaCl

mar

=

DO 0V UIN W= =

K
&

K
K
K

1
-1
-1
-1

-1
1
-1
-1
-1
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12 1 -1 -1 1 1 -1
13 -1 1 -1 -1 1 1
14 -1 -1 1 -1 -1 1
15 -1 -1 -1 1 -1 -1
16 -1 -1 -1 -1 -1 -1
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0

Tabela 24. Planejamento Experimental (DoE — 2) fracionado para a linhagem 1564 com detalhamento

das concentrac6es (g/L e mL/L) de cada fator para cada ensaio (tratamento).

Ensaios Pep.Bact. Ext.Lev. Tript. NaCl mar
1 15 0 0 0 1000 0
2 15 25 0 0 0 0,08
3 15 25 5 0 0 0
4 15 25 5 30 0 0
5 5 25 5 30 1000 0
6 15 0 5 30 1000 0,08
7 5 25 0 30 1000 0,08
8 15 0 5 0 1000 0,08
9 15 25 0 30 0 0,08
10 5 25 5 0 1000 0
n 5 0 5 30 0 0,08
12 15 0 0 30 1000 0
13 5 25 0 0 1000 0,08

14 5 0 5 0 0 0,08
15 5 0 0 30 0 0

16 5 0 0 0 0 0

17 10 1,25 25 15 500 0,04
18 10 1,25 25 15 500 0,04
19 10 1,25 25 15 500 0,04
20 10 1,25 25 15 500 0,04

Para o microrganismo 1485, os resultados demonstraram que o0 ensaio 1 contendo 15g/L de
Peptona Bacterioldgica diluida em H2O do mar foi a que obteve o maior tempo de atividade (84 dias)

com uma luminescéncia maxima de 28352 fétons (Tabela 25).

Tabela 25. Resultados do DoE — 2 para 0 microrganimos 1485, sendo apresentado os valores de
luminescéncia (fétons) para cada ensaio (composic¢édo de diferentes fatores) entre 1 e 95 dias.
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1485 Pep.Bact. Ext.Lev. Tript. Glic. _Salinidade  Brix 1d 3d 8d 15d 22d 29d 36d 43d 50d 64d 71d 76d 84d 95d
1 15 0 0 0 50 59 34425 78053 41512 26089 39566 22192 34041 16235 27499 5551 10996 4076 12779 38
2 15 25 0 0 52 6 44861 377961 137894 20074 6701 97 6 50 14 4 4 3 3 3
3 15 25 5 0 56 6,2 341646 583424 49758 15321 39072 6928 39 43 4 2 2 4 4 4
4 15 25 5 6 62 7 11 24 4 9 10 6 3 4 10 3 3 2 2 2
5 5 25 5 6 52 6 6 7 5 7 6 6 4 2 2 4 4 2 2 2
6 15 0 5 6 60 7 6 8 4 7 6 4 3 3 15 2 4 4 4 4
7 5 25 0 6 42 49 7 14 5 8 8 11 5 4 3 4 2 2 2 2
8 15 0 5 0 56 6,2 96129 401787 32994 51356 6662 279 11 109 29 2 3 3 3 3
9 15 25 0 6 57 6,3 8 69 5 7 6 5 4 3 2 3 4 2 2 2
10 5 25 5 0 47 52 155879 439183 154394 20767 422 57 7 6 5 4 2 3 3 3

11 5 0 5 6 50 59 6 17 14 5 5 6 3 4 3 2 2 4 4 4
12 15 0 0 6 54 6,1 4 4 2 4 4 4 4 2 5 2 4 2 2 2
13 5 25 0 0 41 4,8 65024 99470 16912 546 53 14 2 3 4 3 2 2 2 2
14 5 0 5 0 46 5 65403 120454 87044 32114 780 160 16 14 3 3 3 4 4 4
15 5 0 0 6 45 5 12 20 5 11 9 5 5 3 4 4 4 2 2 2
16 5 0 0 0 42 43 27722 20725 11365 7661 9073 4948 22010 4079 2310 55 82 4 4 5
17 10 1,25 25 3 50 59 6 8 4 6 6 9 4 3 2 4 4 3 2 2
18 10 1,25 25 3 50 59 6 10 4 5 7 7 4 3 2 2 2 3 2 2
19 10 1,25 25 3 50 59 7 6 4 7 8 7 2 5 4 3 3 2 4 4
20 10 125 25 3 50 59 7 15 5 6 8 3 3 3 4 4 4 2 2 2

Para o microrganismo 1564, os resultados demosntraram que o0 ensaio 12 contendo 15g/L de

Peptona Bacterioldgica + 5 g/L de Triptona + 30 g/L de NaCl, diluidos em H20 do mar foi a que obteve

0 maior tempo de atividade (22 dias) com uma luminescéncia maxima de 136375 fotons (Tabela 26).

Tabela 26. Resultados do DoE — 2 para 0 microrganimos 1564, sendo apresentado os valores de

luminescéncia (fétons) para cada ensaio (composicdo de diferentes fatores) entre 1 e 50 dias.

Pep. Ext.

1564 Bact. Lev. Tript. NaCl mar B2 1d 3d 8d 15d 22d 29d 36d 43d 50d
1 15 0 0 0 1000 0 28253 20423 18323 2990 590 157 367 9 3
2 15 25 0 0 0 0,08 6 7 4 8 7 8 4 3 3
3 15 2,5 5 0 0 0 8 5 5 16 4 8 3 3 2
4 15 25 5 30 0 0 52228 7906 137 22 9 10 5 2 5
5 5 25 5 30 1000 0 13090 42085 1184 516 70 94 10 6 3
6 15 0 5 30 1000 0,08 34681 111526 7526 1127 637 152 5 32 2
7 5 25 0 30 1000 0,08 87053 76458 12324 617 117 14 34 5 6
8 15 0 5 0 1000 0,08 43119 2956 897 163 98 85 124 87 7
9 15 2,5 0 30 0 0,08 155705 65076 753 86 21 8 39 2 5

10 5 25 5 0 1000 0 21146 2763 230 102 36 5 3 5 7
11 5 0 5 30 0 0,08 66516 41075 665 15 11 9 3 5 3
12 15 0 0 30 1000 0 60679 136375 29990 2245 1363 881 391 201 7
13 5 25 0 0 1000 0,08 53592 12840 380 52 12 7 8 5 2
14 5 0 5 0 0 0,08 7 8 4 6 9 5 2 3 5
15 5 0 0 30 0 0 10 4 4 8 9 6 4 2 3
16 5 0 0 0 0 0 6 7 3 4 4 3 6 2
17 10 1,25 25 15 500 0,04 66175 6554 607 118 36 8 21 7 7
18 10 1,25 25 15 500 0,04 64945 6806 391 115 17 6 5 5 5
19 10 1,25 2,5 15 500 0,04 65030 6803 448 221 119 13 7 7 7
20 10 1,25 2,5 15 500 0,04 64945 6554 301 8 36 4 4 3 5

A partir dos resultados obtidos, foram selecionados os microrganismos 1485 e 1564 para a

realizacdo de um terceiro DoE, contendo os fatores significativos selecionados a partir do DoE - 2.

Para ambas as bactérias foi utilizado um planejamento CCDR. Para tal, foi realizado um DoE

com 2 variaveis independentes (22+3pc+4axiais), diluidos em H,O do mar (Tabelas 27, 28 e 29).
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Tabela 27. Fatores avaliados no Planejamento Experimental (DoE — 3) a fim de otimizar a atividade de

bioluminescéncia dos microrganismos 1485 e 1564.

Variaveis -1 0 1 1,41
Peptona Bacterioldgica (g/L) 4,4 15 25,6 30
NacCl (g/L) 8,8 30 51,2 60

Tabela 28. Planejamento Experimental (DoE — 3) para as linhagens 1485 e 1564.

Ensaios Peptona

1 1
2 1

3 1

a4 1

5 1,41

6 -1,41

7 0

8 0 -1,41
9 0

10 0

11 0

Tabela 29. Planejamento Experimental (DoE — 3) para as linhagens 1485 e 1564 com detalhamento das

concentragdes (g/L e mL/L) de cada fator para cada ensaio (tratamento).

Ensaios Pep. Bact. Nacl
1 25 51,2
2 25 8,8
3 5 51,2
4 5 8,8
5 30 30
6 0 30
7 15 60
8 15 0
9 15 30
10 15 30
11 15 30

Para o microrganismo 1485, os resultados demonstraram o potencial em manuntengdo da

atividade por 84 dias com uma luminescéncia maxima de 334177 fotons. O meio desenvolvido foi

chamado de BO1485 e encontra-se sob segredo industrial. Para 0 microrganismo 1564, os resultados
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demosntraram o potencial de manutenc¢do da atividade por 55 dias, com uma luminescéncia maxima de
9449 fotons. O meio desenvolvido foi chamado de BO1564 e encontra-se sob segredo industrial.

Com o desenvolvimentos dos meios de cultivo, tanto o0 microrganismo 1485, quanto o 1564 estéo
aptos a serem empregados diretamente na formulacéo final, sem uso de manipulacdo genética. No entanto,
0 microrganismo 1485 foi selecionado por ter aresentado resultados mais promissores e por ser uma

espécie nova para a literatura.

3.5.9. Validacéo

Para validar os resultados obtidos até 0 momento, foram avaliados diferentes faixas de parametros
ambientais (meios de cultivo, temperatura, pH, salinidade) e, posteriormente, testados de forma integrada
de forma estatica e sob agitacdo (180 rpm).

As faixas de concentracdo de NaCl para crescimento foram determinadas em meio TS
suplementado com NaCl em concentragdes variando de 0% a 12% (0, 0,5, 2, 3, 4, 6, 8, 9, 10, 11, 12%). O
crescimento em diferentes temperaturas (4, 10, 20, 30, 37, 45, 60°C) e niveis de pH tamponado (4,5, 5,
55,6,65,7,7,5,8,8,5,9, 9,5, 10) foi determinado em meio MD. Os ensaios apresentaram densidade
Optica inicial de 0,05 a 600 nm e foram incubados com agitagdo (180 rpm) a 30°C. A biomassa (ODsoonm)
e a emissao de luz (LUM) foram estimadas em 6h, 24h, 48h, 72h e 168h usando um espectrofotometro. A

Tabela 30 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 30. Crescimento (Biomassasoo nm) € emissao de luz (Lum) da bactéria 1485 (180 rpm, 30 °C)
expostos a diferentes meios de cultura, concentracdes de NaCl, temperaturas (°C) e niveis de pH.

Biomassa Luminescéncia
Meio de Cultura
Minimo Maximo Nédia Minimo Maximo Média
MD 0,270 0,863 0,634 207 12058 5567
BO1485 0,787 1,073 0,914 603 33847 14925
TS 0,104 0,663 0,2635 3 47530 7740
Biomassa Luminescéncia
NacCl (%) : . . , - .
Minimo Maximo Minimo Maximo Minimo Maximo
0 0,137 0,663 0,271 3 2195 443
0,5 0,369 0,826 0,580 2 2200 456
2 0,601 0,953 0,793 411 10486 6083
3 0,601 1,141 0,974 780 59440 14263
4 0,419 0,904 0,688 2 8231 4258
6 0,277 0,415 0,283 12 5851 1691
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1,161 1,213 0,353 2 43 10
9 0,069 0,135 0,081 2 65 11
10 0,07 0,134 0,082 2 41 9
11 0,065 0,127 0,081 2 52 11
12 0,061 0,133 0,081 3 83 14

Temperatura (°C) Biomassa Luminescéncia

Minimo Maximo Minimo Maximo Minimo Maximo
4 0,171 0,712 0,375 273979 940258 544166
10 0,270 0,653 0,510 193127 1212214 629521
20 0,417 0,905 0,716 43565 842167 293614
30 0,604 0,784 0,700 207 12058 5178
37 0,279 0,715 0,399 3 52 15
45 0,161 0,234 0,1816 4 6
60 0,151 0,230 0,176 2 8

Biomassa Luminescéncia

oA Minimo Maximo Minimo Maximo Minimo Maximo
4,5 0,092 0,155 0,110 2 30 9
5 0,414 0,544 0,475 1462 294863 65567
5,5 0,542 1,136 0,727 2475 327829 73354
6 0,699 0,879 0,799 4384 322808 73429
6,5 1,187 1,303 1,244 6522 420324 90345
7 1,216 1,438 1,3222 1537 298674 68017
7,5 1,185 1,439 1,323 1472 373805 84112
8 1,128 1,574 1,446 4953 378799 95969
8,5 0,590 0,793 0,680 62 400265 102449
9 0,618 0,820 0,705 3 716271 160225
9,5 0,636 0,893 0,760 185 733411 148143
10 0,754 0,945 0,845 124 632072 127419

A cepa bacteriana cresceu melhor em BO1485, seguido por MD e TS. Para emissdo de luz por
luminescéncia, o0 meio BO1485 foi mais eficaz, validando o DoE. O 1485 foi capaz de crescer em
concentragfes de NaCl variando de 0 a 8%, com uma concentragdo 6tima para crescimento entre 0,5 a
4%. Por outro lado, para emisséo de luz, a concentracdo 6tima de NaCl foi de 3%. A bacteéria foi capaz de
crescer em temperaturas de 4 a 37 °C, com crescimento 6timo ocorrendo em 20 °C e 30 °C. No entanto,
para emissao de luz, as temperaturas 6timas estavam entre 4 °C e 10 °C. A cepa também cresceu em niveis
de pH de 5 a 10, com crescimento 6timo em pH 6,5 a 8. Para emissdo de luz, ndo foram observadas
diferencas no pH de 5 a 10.

Para avaliar a emissdo de luz da bactéria 1485 em diferentes parametros de composic¢ao, com base
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nos resultados dos parametros individuais, um ensaio foi realizado em dois meios de cultura, MD e
BO1485. As culturas foram expostas a condicdes estaticas (0 rpm) e agitadas (180 rpm) em pH 6,50u 9 a
10°C. N-acetil-D-glucosamina (NAG) foi adicionada no tempo 0 (300 pL 15 mL™) — substrato de carbono
previamente avalidado em Biolog EcoPlate, representando as condicOes ideais de crescimento com base
em resultados anteriores. O ensaio durou 100 dias, com analises de buimassa e luminescéncia (em tubo
Falcon de 50 mL contendo 15 mL de in6culo). A ODswo inicial foi de 0,05 € 0 ensaio teve duracao de 100
dias.

O meio BO1485 apresentou efeito significativo na luminescéncia a longo prazo, enquanto o MD
parece estimular a emisséo de luz de forma mais significativa na primeira semana. O mesmo foi observado
para a biomassa. Em relacdo ao pH, entre 48h e 7 dias, o pH 9 parece estimular mais a luminescéncia. A
partir de 14 dias, seu estimulo é semelhante ao pH 6,5. No entanto, um pH mais acido permitiu que a
luminescéncia fosse mantida até 100 dias. Para a biomassa, o pH 6,5 foi mais positivo, exceto no ultimo
momento de amostragem. Em relagcdo ao tipo de incubacdo, maior luminescéncia foi registrada para
culturas agitadas nas primeiras 48h. No entanto, apds esse periodo, observou-se que culturas estaticas

beneficiam a emissdo de luz. Sua biomassa, no entanto, se beneficia da agitacao.

3.6. ETAPA07: formulagao

3.6.1. Teste de diferentes formulagdes bioluminescentes

Para avaliar a capacidade do microrganismos 1485 em sobreviver a diferentes ingredientes de uma
formulacdo, foi realizado um teste de toxicidade com os seguintes potenciais ingredientes: glicerol (confere
aumento de flexibilidade, Tween 80 (confere aumento de adesédo), éleo de soja (confere barreira contra a
agua), cloreto de calcio (confere firmeza e barreira contra a agua), goma xantana, alginato e siliconte
(utilizado como base — reduz a perda de agua). O ensaio foi realizado em placas multipogos contendo
diferentes concentrag@es dos ingredientes, sendo avaliada a bioluminescéncia apds 72h de exposi¢do. A
Figura 16 apresenta os resultados obtidos.

Pagina 55 de 144



Docusign Envelope ID: 7E9167AB-70F1-4671-885A-3CD989A95A2C
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Figura 16. Avaliacdo toxicoldgica de diferentes ingredientes de formulagcdo, usando como endpoint a

producéo de bioluminescéncia pelo microrganismo 1485.

Todos os ingredientes em pelo menos quatro concentragcdes apresentaram resultados seguros para
aplicacdo em formulacdo bioluminescente. No entanto, a base alginato foi a que apresentou resultados mais
significativos de incremento de bioluminescéncia, auxiliando na intensidade luminosa do microrganismo.

Foi avaliada a capacidade do microrganismo em sobreviver ao contado com o asfalto com e sem
formulacdo, sendo verificado que o susbtrato € toxico, independentemente dos ingredientes utilizados para
minimizar o contado. A bioluminescéncia é inativada, quase que instantaneamente ao contato. Desta

forma, a formulacdo deve ser isolada do contato com o asfalto.

3.6.2. Definigéo da formulacéo

Com base nos resultados obtidos e nos prototipos idealizados, foram desenvolvidades duas opc¢des de

formulacéo:

a. Ingredientes: BO1485 + CaCl2 2% + Alginato 3,5% + Agua do Mar + Microrganismo 1485
Tipo de Formulagéo: Esferas
Processo: uma base contendo o meio BO1485 + Alginato 3,5% é preparada em plataforma
magnética agitadora aquecida (30°C). Ap6s completa homegenizacdo e dissolucdo do
alginato, resfria-se a formulagio para adicdo dos microrganismos na concentragdo >1x10°
em fotons para obter uma concentragio final >1x10° em fotons (10% de indculo em relagdo
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a formulacdo). Posteriormente, pipeta-se com auxilio de uma agulha a formual¢cao em
solucéo de CaCl2 2% diluido em H2O do mar sob agitagéo, para a fomagéo de microesferas

bioluminescentes (Figura 17).

Figura 17. Formulacdo bioluminescente com o microrganismos 1485 por meio de processo de
esferificagéo.

b. Ingredientes: BO1485 + NAG + Alginato 3,5% + Microrganismo 1485
Tipo de Formulacgdo: Liquida
Processo: Produgdo em reator do microrganismo em meio BO1485 (in6culo inicial 0,05)
por 6 horas (pH 6,5, temperatura 10°C, com oxigenacao, estatico), adi¢do de Alginato 3,5%
(30% do volume total do reator) + NAG (1ImL 50mL™). Ap6s 2h a formulagéo esta pronta
(Figura 18).

Figura 18. Formulacao bioluminescente com o microrganismos 1485 por meio de processo em reator.
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3.7. ETAPA 08: desenvolvimento do prototipo e teste em campo

3.7.1. Desenvolvimento do prototipo

Os protdtipos biolumenescentes desenvolvidos se basearam na aplicacéo das formulages (esferas e
liquida). O objetivo foi a validagdo em ambiente relevante (TRL 5) do potencial de aplicacdo na sinalizagdo
de rodovias e EPIs. Para tal, foram projetados dois prototipos para cada formulacéo, para a sinalizacdo de

rodovias e sinalizacdo de EPI em dois testes em campo.

Identificagdo dos Protdtipos — Teste 1: PBOL001r (rodovia) e PBOL001e (EPI)

Descri¢do do Prototipo: O protétipo PBOL00L1r emprega duas mangueiras caneladas de 3,20 metros de
comprimento para a demarcacdo de acostamentos e faixas. A formulacdo inovadora consiste em bactérias
bioluminescentes encapsuladas em esferas de alginato de sédio (3,5%) com nutriente (Peptona
Bacterioldgica) e sal (H20 do mar), as quais sdo depositadas nas canaletas das mangueiras. Este design
oferece uma solucdo inovadora e potencialmente autoiluminada para a sinalizacdo de segurancga viaria. O
prototipo PBOL001e é um capacete de EPI com a formulacdo de esferas inserida na frente capacidade em
fita transparente e maledvel (Figura 19). Abaixo uma imagem gerada por inteligéncia artificial,

representando a expectativa para os protétipos PBOL001r e PBOLO001e (Figura 20).

A

-
/
S

Figura 19. Componentes utilizados para a construgdo dos prototipos bioluminescentes com formulacéo
composta por esferas de alginato de sodio (imagens acima) e pelos sistemas escolhidos para a inser¢édo da
formulacdo PBOLO0O1r (embaixo a esquerda) e PBOL0OL1e (embaixo a direita).
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Figura 20. Imagem gerada por inteligéncia artificial, representando a expectativa para os prototipos
PBOLOO01r (esquerda) e PBOLO0O1e (direita).

Identificagdo dos Protdtipos — Teste 2: PBOL002r (rodovia) e PBOL002e (EPI)

Descri¢do do Protdtipo: O protétipo PBOL0O02r € sistema emprega duas mangueiras transparentes de 20
mm internos de 10 metros de comprimento para a demarcacao de acostamentos e faixas. A formulacédo
inovadora consiste em bactérias bioluminescentes em meio viscoso (27% de alginato de sddio a 3,5%),
composto por nutrientes (Peptona bacterioldgica) e sal (H20 do mar), sendo a producédo realizada em
biorreator. Este design oferece uma solucdo inovadora e potencialmente autoiluminada para a sinalizagao
de seguranca viaria. O protétipo PBOLO002e € um capacete de EPI com a formulacédo inserida em 50% da
capacidade de mangueira transparente e maleavel de 1 cm de didmetro (Figura 21). Abaixo uma imagem
gerada por inteligéncia artificial, representando a expectativa para os protdtipos PBOL002r e PBOL002e
(Figura 22).
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Figura 21. Componentes utilizados para a construgdo dos prot6tipos bioluminescentes com formulacéo
viscosa (imagens acima) e pelos sistemas escolhidos para a insercdo da formulacdo PBOL002r (embaixo

a esquerda) e PBOL002e (embaixo a direita).

Figura 22. Imagem gerada por inteligéncia artificial, representando a expectativa para os prototipos
PBOLO002r (esquerda) e PBOL002e (direita).
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3.7.2. Producéo de biomassa em bioreator dos tratamentos a serem testados nas rodovias

O escalonamento da producdo de microrganismos é uma etapa crucial para transformar uma
descoberta de laborat6ério em um produto viavel industrialmente. O processo exige uma transi¢éo cuidadosa,
partindo de pequenos volumes em frascos de Erlenmeyer para sistemas controlados e de maior volume,
como o biorreator de bancada Minifors 2 (INFORS HT).

O processo em biorreator representa a passagem para uma cultura mais controlada para replicar as
condicOes ideais de crescimento, mas em um volume significativamente maior. A principal vantagem é o
controle preciso de parametros criticos de processo, como, temperatura, agitacdo, pH (através de aeracdo,
agitacdo, acidez controladas). Manter um ambiente constante e ideal é fundamental para maximizar a
viabilidade celular, o crescimento (biomassa) e a producdo do produto de interesse (bioluminescéncia).
Ainda, o sistema de agitacdo e aeracdo do biorreator garante uma mistura consistente de nutrientes e
oxigénio, minimizando os gradientes que sdo comuns em Erlenmeyer grandes.

O experimento de cultivo durou 18 dias, utilizando o0 meio BO1485 com um indculo inicial de 0,05
(OD) (Figura 23). A temperatura foi fixada em 28°C (para estimular a biomassa). O pH néo foi controlado,
permitindo a observacdo da variagdo natural da cultura e do perfil metabdlico do microrganismo. A agitacdo
(20 min?) e a aeracdo (0,5 L min*! de O, a 21%) foram ajustadas para niveis minimos. Essa estratégia
operacional visa entender o comportamento do microrganismo sob condi¢gdes menos otimizadas (limitagédo
de O5). O processo no reator foi monitorado em paralelo com cultivos em escalas menores (20, 50, 200, 400
e 800 mL) para avaliar a transferéncia de escala. Durante o periodo, foram retiradas amostras para avaliacéo
da biomassa e da luminescéncia.

Os resultados demonstraram um pico de bioluminescéncia entre 6 e 96h de processo em reator, sendo
inversamente proporcional a biomassa, que teve o seu pico com 168h. O pH sofreu um declinio, tornando a
cultura mais acida, subindo com 24h. Durante o bioprocesso, o pH variou entre 6,5 e 9,0. O oxigénio foi

consumido nas primeiras 6h, indicando o uso para a reagdo de bioluminescéncia (Figura 24).
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Figura 23. Bioprocesso do microrganismo 1485 em reator Minifors 2 (INFORS HT).
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Figura 24. Parametros monitorados durante o bioprocesso do microrganismo 1485 em reator Minifors 2

(INFORS HT).
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Em relagdo ao escalonamento, ndo foram verificadas diferencas significativas (ANOVA One-way)

entre os diferentes volumes (Figura 25).
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Figura 25. Resultado de bioluminescéncia (fétons) e biomassa (ODeoonm) do escalonamento do

microrganismos 1485.

3.7.3. Aplicagéo simulando o campo

PROTOTIPO BIOLUMINESCENCIA - TESTE DE CAMPO 01

ID: PBOLOO1r (rodovia) e PBOLO001e (EPI)
MICRORGANISMO: 1485

VOLUME: 4L

DATA DA ESFERIFICACAO: 22/07/2025
AGULHA: Hipodérmica 30x0,70mm 22G1 1/4
AGITACAO PA: 1300 rpm
TEMPERATURA PA: 10°C

VELOCIDADE DE GOTEJAMENTO: 20 mL/min (BP LeadFluid BT601L)
LAVAGEM: NAO

LUM DAS EFERAS:

Lote 1 — Hora: 10h52 42806 60275 47377
Lote 2 — Hora: 11h18 67991 91717 59110
Lote 3 — Hora: 12h05 65844 94440 93343
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Lote 4 — Hora: 12h50 78966 171385 35552 121963 50918 4533
Lote 5 — Hora: 13h33 17463 16662 114866 134441 115212 69296
Lote 6 — Hora: 14h 11159 11885 6316 63042 69307 107895
Lote 7 — Hora: 14h35 131272 10328 166804 59859 175290 78055
Lote 8 — Hora: 15h15 161514 7202 5327 157411 47835 196756
Lote 9 — Hora: 16h15 138352 308605 91557 5793 4027 9048
HORA DE FINALIZACAO: 16h15

T° AMBIENTE: 22,4

UMIDADE: 49%

COMPROVAQAO EM SALA ESCURA: SIM

DATA DE TESTE DO PROTOTIPO EM CAMPO: 22/07/2025
HORARIO DE TESTE DO PROTOTIPO EM CAMPO: 19h00
Local Exato do Teste:

Campus do Vale — UFRGS, Porto Alegre-RS, Brasil - 30°03'59.6"S 51°07'21.7"W
Tipo de via: Chéo batido

Condicbes da Via:

() Seca

(x) Umida

( ) Molhada

( ) Pocgas

Nivel de lluminacdo Natural: 1 (lua)

Temperatura Ambiente (°C): 14,1

Umidade Relativa do Ar: 86%

Condicao do Céu:

( ) Ensolarado

(x) Noturno

(x) Nublado

( ) Chuvoso

( ) Garoa

( ) Neblina

( ) Temporal

Velocidade do Vento: 6Km/h
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Descricdo do Tempo: Dia de sol com algumas nuvens e névoa ao amanhecer. Noite com poucas nuvens.

Temperatura entre 9 e 22°C, sem chuva. Vento com direcdo NNW, umidade do ar entre 69 e 97%.

PROTOTIPO BIOLUMINESCENCIA - TESTE DE CAMPO 02

ID: PBOLO002r (rodovia) e PBOL002e (EPI)

MICRORGANISMO: 1485

VOLUME: 7L

DATA DA FORMULA(;AO: 14/08/2025

LUM E OD DA PRODUCAO:

Lote 1 —12/08 - Hora: 17h00 — 225131, 289899, 241908 — 28°C
0,257, 0,254, 0,256

Lote 2 — 13/08 - Hora: 9h00 — 186892, 188053, 181024 — 28°C
0,689, 0,686, 0,689

Lote 3 —13/08 - Hora: 12h05 — 681962, 827484, 664796 — 10°C
0,772, 0,769, 0,757

Lote 4 — 13/08 - Hora: 16h50 — 221899, 257821, 237861 — 10°C
0,749, 0,752, 0,753

Lote 5 —14/08 - Hora: 08h45 — 59024, 61846, 62978 — 20°C
1,012, 1,028, 1,022

Lote 6 — 14/08 - Hora: 9h20 — 38956, 40454, 41755 — 20°C+Alg
0,936, 0,936, 0,973

Lote 7 —14/08 - Hora: 11h — 48565, 48768, 49225 — 10°C
0,932, 0,917, 0,924

Lote 8 — 14/08 - Hora: 12h30 — 79595, 82242, 81181 — 10°C
0,954, 0,980, 0,961

Lote 9 — 14/08 - Hora: 14h45 — 69604, 63709, 65875 — 10°C
0,992, 1,007, 0,999

Lote 10 — 14/08 - Hora: 16h00 — 79604, 80709, 81875 — 10°C - NAG
1,002, 1,007, 1,006

T° AMBIENTE: 10°C

UMIDADE: 100%
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COMPROVAC}AO EM SALA ESCURA: SIM

DATA DE TESTE DO PROTOTIPO EM CAMPO: 14/08/2025

HORARIO DE TESTE DO PROTOTIPO EM CAMPO: 19h30

Local Exato do Teste:

Campus do Vale — UFRGS, Porto Alegre-RS, Brasil - 30°03'59.6"S 51°07'21.7"W
Tipo de via: Chéo batido

Condicbes da Via:

() Seca

(x) Umida

( ) Molhada

( ) Pocas

Nivel de lluminacéo Natural: 1 (lua)

Temperatura Ambiente (°C): 9,4

Umidade Relativa do Ar: 76%

Condicéo do Céu:

( ) Ensolarado

(x) Noturno

(x) Nublado

( ) Chuvoso

( ) Garoa

( ) Neblina

( ) Temporal

Velocidade do Vento: 10Km/h

Descricdo do Tempo: Dia de sol com muitas nuvens durante o dia. Noite com muitas nuvens.
Temperatura entre 10 e 15°C, com 40% de probabilidade de chuva (3 mm). Vento com dire¢do S, umidade
do ar entre 66 e 90%.

3.7.4. Definigdo da qualificacdo dos parametros

PROTOTIPO BIOLUMINESCENCIA - TESTE DE CAMPO 01

Identificacé@o do Prototipo: PBOL00Lr (rodovia) e PBOLO001e (EPI)
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Tempo para Instalagdo do Protétipo em Campo: 30 min

Tempo do Teste em Campo: 60 min

Variacdo da Luz Emitida: Registro da intensidade luminosa (em fotons) ao longo do tempo a 4-10° C
em sistema fechado. Os protétipos tiveram durabilidade de 8 dias, apdés a montagem, embora a
bioluminescéncia tenha diminuido significativamente apds 2 dias.

Lote 11 — Data: 22/07 - 75512 64223 15244 60834

Lote 12 — Data: 23/07 —12482 18545 4127 1905

Lote 13 — Data: 24/07 - 36064 56492 33145 45193

Lote 14 — Data: 25/07 - 8888 8552 3520 1404

Lote 15 — Data: 28/07 - 4285 2081 13212 9982

Lote 16 — Data: 30/07 - 11636 305 1046 3674

Lote 17 — Data: 01/08 - 51 124 62 252

Lote 18 — Data: 06/08 - 7 445 467 2297

Lote 19 — Data: 11/08 - 14 6 6 428

Status Visual do Protdtipo: Durante o periodo de teste, ndo foram observadas mudancas visiveis na
estrutura ou nos componentes.

Umidade Interna do Prototipo: 55%

pH Interno do Prototipo: 6-7

Temperatura interna do Protétipo: 21,9

PROTOTIPO BIOLUMINESCENCIA - TESTE DE CAMPO 02

Identificacédo do Prototipo: PBOL002r (rodovia) e PBOL002e (EPI)
Tempo para Instalacdo do Prot6tipo em Campo: 10 min
Tempo do Teste em Campo: 60 min
Variacdo da Luz Emitida: Registro da intensidade luminosa (em fétons) e biomassa ao longo do tempo
(diario/semanal) a 4-10° C em sistema fechado. Os prototipos tiveram durabilidade de 6 dias, ap6s a
montagem, embora a bioluminescéncia tenha diminuido significativamente apds 1 dia, devido a auséncia
de entrada de oxigénio.
Lote 11 — Data: 15/08 — 34379, 343344, 35244, 36826
0,933, 0,966, 0,969, 0,965
Lote 12 — Data: 18/08 — 8725, 8443, 3104, 2872
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1,169, 1,176, 1,185, 1,188
Lote 13 — Data: 20/08 — 987, 890, 602, 611
1,116, 1,107, 1,072, 1,086
Status Visual do Protétipo: Durante o periodo de teste, ndo foram observadas mudancas visiveis na
estrutura ou nos componentes.
Umidade Interna do Prototipo: 100%
pH Interno do Prototipo: 8

Temperatura interna do Protétipo: 10°C

3.7.5. Analise estatiticas dos dados observados

PROTOTIPO BIOLUMINESCENCIA - TESTE DE CAMPO 01

Identificagdo do Protdtipo: PBOLOOLr (rodovia) e PBOL00Le (EPI)

Estabilidade da Sinalizacdo (Luminosidade/Intensidade ao Longo do Tempo): Durante o tempo de
avaliacdo do prototipo em campo houve estabilidade da luminosidade e intensidade. No entanto, como ja
é conhecida a degradacdo, com o tempo devera haver perda da intensidade luminosa produzida.

Gradacdo da Intensidade Luminosa: A intensidade da luz varia ao longo do tempo, demonstrando
degradacdo. No entanto, hd um incremento na bioluminescéncia entre 1 e 6 dias, sendo inversamente
proporcional a biomassa. A durabilidade da luminosidade esta diretamente relacionada ao consumo de

nutrientes/substrato e a concentracdo de oxigénio dissolvido.

Consumo de Nutrientes/Substrato: O prot6tipo depende de substrato para a producdo de luz. Este
substrato € consumido com o tempo e também sofre variacdo de pH a partir do metabolismo dos
microrganismos, o que pode levar a perda de bioluminescéncia, mesmo com a quantidade de nutrientes
disponivel. Pra o microrganismo em questédo, ele tolera bem a maioria dos pH, no entanto a sua maior

producéo de bioluminescéncia ocorre nos pH 9 e 6,5.

Tempo Gasto na Instalacdo do Prototipo: Entre o repique e producdo das esferas para construgdo do

prototipo foram registradas 32 horas. Para producdo de 2L de esferas foram necesséarias 7 horas. Para
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instalagdo no local, 30 minutos.

Recursos Necessarios para Instalacdo: Para instalacdo foi necessaria mangueiras caneladas, esferas

produzidas, espatulas, pregos e martelo. Duas pessoas participaram na instalacao.

Observacdes sobre a Facilidade de Manutencdo: Nao apresentou facilidade de limpeza para
reaproveitamento das mangueiras, o que dificultaria um recarregamento, ja que as esferas degradas
deverdo ser removidas para adicdo de novas esferas, devendo ter componentes prontos montados para

substituicdo agil.

Estimativa de tempo entre manutencdes: Com o protétipo atual, a cada 2 dias.

Uniformidade da Sinalizacdo: Durante o tempo de avaliacdo do prot6tipo em campo houve uniformidade

da sinalizag&o.

Resisténcia a Corrosdo (ISO 9227): O sistema ndo apresenta componentes metalicos e conexdes
elétricas, ndo aplicando-se testes de névoa salina. Mangueiras - Quando de materiais poliméricos (PVC,
borracha, etc.), a maioria apresenta boa resisténcia a corrosdo da névoa salina. No entanto, € importante
verificar se ha degradacdo superficial, perda de flexibilidade ou alteracdes na estrutura da canaleta que
possam comprometer a retencdo das esferas. Esferas de Alginato e Microrganismos - Este € o ponto mais
critico. O alginato de s6dio é um polimero biodegradavel. Em um ambiente salino, é provavel que ocorra
uma degradacdo acelerada das esferas. Essa degradacdo liberaria os microrganismos, que, por sua vez,
seriam diretamente expostos ao ambiente hostil da névoa salina. A viabilidade e a atividade
bioluminescente das bactérias seriam severamente comprometidas, resultando na perda da funcionalidade
de iluminacéo do sistema. Seriam necessarias formulagdes de alginato mais robustas ou encapsulamento

adicional para mitigar essa quest&o.

Resisténcia a Vibragdo (ANSI C136.31): O protétipo foi transportado em veiculo automotivo (0,1 a
0,3g) sem danos aparente, no entanto ndo foi exposto a testes de vibracdo ANSI C136.31. As mangueiras,
por serem flexiveis, teriam uma boa capacidade de absorver e dissipar as vibragdes. O principal ponto de
atencdo seria a integridade da fixacdo das mangueiras ao leito da estrada e a retencdo das esferas dentro

das canaletas sob vibracdo continua. Pequenas esferas soltas poderiam indicar um problema. As esferas,
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sendo pequenas e contidas nas canaletas, estariam sujeitas a impactos e atrito continuos devido a vibrac&o.
Isso poderia levar a fratura ou abraséo das esferas, liberando os microrganismos. Embora as bactérias em
si sejam resilientes microscopicamente, a integridade de seu revestimento (a esfera) é vital para sua
retencéo e funcionalidade no sistema. A capacidade de manter a bioluminescéncia sob estresse vibracional

constante também precisaria ser avaliada, pois o estresse mecéanico pode afetar a satde celular.

Protecdo de Entrada (Classificacdo IP, IEC 60529): O protétipo foi ndo foi avaliado segundo a IEC
60529. No entanto, mangueiras de polimeros robustos (como poliuretano de alta densidade ou borrachas
especificas) podem ter boa resisténcia ao impacto, absorvendo energia. No entanto, um impacto direto e
forte (por exemplo, de um objeto caindo ou de um pneu passando sobre ela de forma agressiva) pode levar
a deformacéo permanente, rachaduras ou até ruptura, comprometendo a estrutura que retém as esferas. As
esferas de alginato sdo naturalmente frageis ao impacto mecanico. Um impacto direto sobre a mangueira
onde as esferas estdo contidas provavelmente causaria a ruptura de muitas delas. Isso resultaria na
liberagcdo e morte dos microrganismos, e consequentemente, na perda da capacidade bioluminescente na
area afetada. A capacidade de "autorreparo” ou preenchimento de areas danificadas seria um fator critico

para a longevidade do sistema.

Degradacdo UV de Materiais: A radiacdo UV solar € um fator critico para a longevidade de materiais
expostos ao ambiente externo. Se as mangueiras forem feitas de polimeros comuns (como PVC ou
borracha sem aditivos UV), elas seriam altamente suscetiveis a degradacdo UV. Isso se manifestaria em
perda da pigmentacdo original, o que pode afetar a visibilidade diurna, o material se tornaria quebradico
e propenso a rachaduras, especialmente com o estresse mecanico do trafego, bem como perda de
propriedades mecénicas como diminuicdo da flexibilidade, resisténcia a tracdo e ao impacto,
comprometendo a integridade estrutural e a capacidade de reter as esferas. Para mitigar isso, as mangueiras
precisariam ser fabricadas com polimeros estabilizados contra UV ou revestimentos protetores. As esferas
de alginato, por serem organicas, seriam diretamente afetadas pela radiacdo UV. A luz UV é conhecida
por ser germicida e danificar o DNA. Portanto, mesmo que as esferas ndo se degradem visivelmente como
um plastico, a radiagdo UV penetraria no alginato e inativaria ou mataria 0s microrganismos
bioluminescentes, resultando na perda total da funcionalidade de iluminagdo ao longo do tempo. A
protecdo UV das esferas (por meio de opacificantes no alginato ou um design de mangueira que as

sombreie) seria essencial.
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Ciclo de Temperatura e Estresse Térmico (-20°C a +40°C): O protétipo ndo foi exposto a esta variacdo
de temperatura. No entanto, a -20°C a mangueira pode se tornar rigida e quebradica, aumentando o risco
de rachaduras sob impacto ou vibracdo. A flexibilidade necessaria para acomodar as esferas e o
movimento da estrada pode ser comprometida. Ja exposta a temperaturas superiores a 40°C, o material
pode amolecer, perder rigidez e, em casos extremos, deformar-se. Isso poderia afetar a geometria da
canaleta e a retencdo das esferas. Em ciclos de temperatura, a expansao e contracao repetidas (fadiga
térmica) podem levar a rachaduras e falhas no material ao longo do tempo. A escolha de um polimero com
ampla faixa de temperatura de operacdo e boa resisténcia a fadiga térmica € crucial. As esferas podem
sofrer alteracOes estruturais devido & expansao/contracdo diferencial em relacdo a mangueira, ou mesmo
pela formacéo de cristais de gelo em baixas temperaturas, o que poderia danificar a estrutura e liberar os
microrganismos. A bactéria em questdo foi avaliada quando exposta a um gradiente de temperatura. Em

relacdo a biomassa a temperatura 6tima € entre 10 e 30°C, ja em relacdo a luminescéncia, entre 4 e 20°C.

Compatibilidade de Materiais: E fundamental garantir que o material da mangueira ndo contenha
plastificantes ou outros aditivos que possam migrar e reagir com o alginato ou com o meio de cultura das
bactérias, causando sua degradacdo ou inibicdo. O alginato e qualquer outro componente dentro da esfera
(nutrientes para as bactérias) devem ser biocompativeis e ndo toxicos para 0s microrganismos, garantindo
sua viabilidade e atividade bioluminescente a longo prazo. Deve-se evitar qualquer combinacdo de
materiais que possa gerar subprodutos toxicos, acelerar a degradacdo de um dos componentes ou

comprometer a emissado de luz.

Integridade da Fiacdo e Conexdes: No prot6tipo desenvolvido ndo hé fiagcdo ou conexdes. Mas pelo fato
de a formulacdo estar exposta nesse protétipo a agua doce em excesso tem a capacidade de inativar a
bioluminescéncia. O protétipo desenvolvido ndo possui fiacdo ou conexdes, o que simplifica a analise de
integridade elétrica. No entanto, a informacao critica é que a formulagdo (esferas com microrganismos)
estd exposta e a agua doce em excesso tem a capacidade de inativar a bioluminescéncia. Em relacéo a
projecdo, em um ambiente rodoviario, a exposic¢do a chuva é constante e o0 acimulo de 4gua nas canaletas
das mangueiras é uma possibilidade real, especialmente em areas de baixa drenagem ou ap06s chuvas
intensas. A inativacdo da bioluminescéncia por &gua doce em excesso sugere um problema de osmose ou
diluicdo. As bactérias vivem em um ambiente osmotico especifico dentro das esferas. A entrada de agua
doce em grande volume (hipot6nica) pode fazer com que a dgua entre nas células bacterianas por osmose,

causando seu inchaco e ruptura (lise celular), matando-as. A agua doce pode diluir os nutrientes essenciais
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para as bactérias ou os sinalizadores quimicos que regulam a bioluminescéncia, comprometendo a reagéo.
Isso significa que, apds cada evento de chuva significativa ou em locais com drenagem deficiente, o
sistema de demarcacdo perderia sua capacidade bioluminescente, tornando-se ineficaz como sinalizagédo
noturna. A recuperagdo da bioluminescéncia dependeria da capacidade das bactérias remanescentes de se
recuperar e se reproduzir, o que levaria tempo e exigiria condi¢des ideais, ou da substituigdo das esferas.
Desta forma, a sensibilidade a 4gua doce em excesso € uma vulnerabilidade critica para a aplicacdo em
ambiente rodoviario. Para que o sistema seja viavel, seria absolutamente necessario desenvolver uma
solucéo de encapsulamento ou um design de mangueira que proteja as esferas da intrusdo de dgua doce,
ou uma formulacdo de microrganismos que seja resistente a essas condi¢cbes osmoticas. Sem isso, a
funcionalidade do sistema seria intermitente e altamente dependente das condic¢des climéticas. Por ser uma
bactéria de origem marinha, o impacto da umidade/chuva pode levar a inativacdo da atividade. Por este
motivo, foi avaliada a sensibilidade da bactéria a um gradiente de salinidade (0 a 12%), a fim de identificar
0 comportamento frente a uma possivel diluicdo ou evaporagdo. Para a manutengdo da viabilidade das
células bacterianas, o teor de sal deve se manter idealmente entre 0 e 3%. J& para viabilidade da emissao
de luminescéncia, o teor de sal deve manter-se entre 2 e 4%. A luminescéncia resistiu na auséncia de sal,
durante apenas 6h, devido a baixa biomassa registrada, permitindo uma maior concentracdo de oxigénio

dissolvido disponivel.

Intensidade Luminosa: As normas brasileiras, como as da ABNT NBR 5101 (para iluminacgédo publica)
e 0s manuais de sinalizacdo de 6rgaos como o DNIT e DERSs, estabelecem os requisitos.

1. Sinalizagdo Ativa (Luminérias, Dispositivos Luminosos):

o Para a iluminacdo publica em rodovias, a ABNT NBR 5101:2012 (lluminacdo Publica —
Procedimento) estabelece valores minimos de iluminancia média (lux) e uniformidade para
diferentes classes de vias. Por exemplo, vias coletoras de Classe A2 podem ter uma
iluminancia média de 20 lux. Trevos em vias rurais podem exigir niveis de iluminancia

50% superiores aos da via principal.

o No caso do seu prototipo com bactérias bioluminescentes, ele seria uma fonte de luz ativa.
N&o h& uma norma especifica em lux para "bioluminescéncia como sinalizacdo de
demarcacgdo”, mas ele precisaria atingir uma luminancia minima percebida pelo motorista
que o tornasse eficaz. Para painéis luminosos ou dispositivos auxiliares, as especificacoes

geralmente focam na intensidade luminosa e na uniformidade.
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2. Sinalizagdo Passiva (Retrorefletiva - Peliculas e Tintas):

o A maior parte da sinalizacdo rodoviaria (placas, demarcac6es horizontais) utiliza materiais
retrorrefletivos. Para esses materiais, as normas (como a do DER-SP mencionada em sua
pesquisa) estabelecem coeficientes minimos de retrorrefletividade em candelas por lux por
metro quadrado (cd-1x''m™) para diferentes tipos de pelicula (Tipo I, Tipo II, Tipo III),
angulos de observacdo e de entrada. Esses valores sdo criticos para garantir que a luz dos

farois dos veiculos seja refletida de volta ao motorista de forma eficiente.

O sistema de mangueiras com bactérias bioluminescentes é Gnico por gerar sua propria luz, ao invés de
apenas refletir a luz externa. Isso significa que ele funcionaria mais como uma sinalizacao ativa. Para ser
considerado eficiente em rodovias, ele precisaria - Atingir uma Luminancia Minima: A luz emitida pelas
esferas bioluminescentes deve ser suficiente para ser claramente visivel pelos motoristas a uma distancia
segura, tanto em noites sem iluminacdo externa quanto sob condicGes de baixa visibilidade (chuva leve,
neblina). Essa "visibilidade" é avaliada em termos de luminancia (cd/m2). Ndo ha um valor padrao
especifico para bioluminescéncia, mas precisaria comparar a luminancia gerada com a de outros
dispositivos de sinalizacdo ativos (como LEDs de baixa intensidade ou luzes de balizamento). A
distribuicdo da luz ao longo da mangueira deve ser uniforme, evitando pontos muito brilhantes e pontos
"mortos” que possam confundir o motorista, mantendo a cor e contraste. A cor da luz emitida nao é
consistente com os padrdes de sinalizacdo viaria (geralmente branco ou amarelo), mas possui contraste

adequado com o pavimento.

Biodegradacdo/Impacto Ambiental no Local: Embora a proposta seja sustentdvel e ndo tenha
apresentado degradacdo ambiental local durante o teste em campo, é importante observar se ha algum
residuo ou impacto no solo e na flora local a longo prazo devido aos componentes dos protétipos.

Custo-Beneficio (Estimativa Preliminar): A estimativa inicial do custo de material deste protétipo de
iluminacdo sustentavel, sem nenhum tipo de atualizacdo, em 1 km de rodovia é de R$ 18.077,00,
descriminado na Tabela 31.

Tabela 31. Estimativa de custo de material para aumento de escala do prot6tipo para 1 Km de rodovia.
N&o estdo incluidos os custos com transporte, instalacéo, batelada em biorreator, méo de obra ou sistema

otimizado para producéo de esferas.
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Material Quantidade e Unidade Valor
Mangueira cristal 2cm 2.000 m RS 9.000,00
Placas de petri 1.000 RS 588,00
Peptona Bacterioldgica 3,5Kg RS 2.380,00
Sais Marinhos 40Kg RS 1.600,00
Alginato de Sodio 24Kg RS 4.320,00
CaCl2 13,5Kg RS 189,00

TOTAL RS 18.077,00

Analise do Fluxo de Residuos: O prototipo apresentado gerou cerca de 5 Kg de residuos biologicos

solidos e liquidos em 3 metros de estrada.

Tempo de Atividade e Inatividade do Sistema: Nao é possivel estimar nesse momento.

Percepcao Visual por Pedestres
Numero de Observadores: 2
Pedestres Observadores: Graziela Rigo, Rafael Castro
Distancia Minima de Deteccéo Visual: 0 m

Distancia Maxima de Deteccdo Visual:15 m

Clareza da Sinalizacdo: A sinalizagdo € nitida e os limites sdo bem definidos.

Ofuscamento: Os pedestres observadores ndo se sentiram ofuscados pela propria sinalizacdo em

ocorréncia de fardéis de veiculos acionados.

Percepcéo de Cor e Forma:

Houve percepcéo de cor (azul esverdeado) e forma (linha) do sinalizador pelos pedestres observadores.

Feedback Subjetivo do Pedestre:

Rafael Castro - A sinalizacéo, no escuro, péde ser identificada facilmente durante o percurso na

via. O brilho é confortavel a visdo, facilitando o deslocamento no periodo noturno. Com 15 metros

de proximidade, ja é claramente identificavel que a via esta sinalizada.

Graziela Rigo - Ao observar o protétipo com bactérias bioluminescentes, notei que a luz gerada

foi suficiente para tornar o trajeto visivel, inclusive permitindo a visualizagdo de elementos ao

redor. A tonalidade da luz era suave, ndo causou ofuscamento e proporcionou uma experiéncia

visual confortavel.

Luz Obstrutiva: Nao ha impacto geral da luz nas areas circundantes, considerando o conforto visual e a
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perturbagéo.

Simulacao de Deteccéo por Veiculo

Motorista e Carona Observadores: Vanessa Agostini — Motorista, Rafael Castro — Carona
Distancia Maxima de Deteccdo por Veiculo: 15 m
Condicao do Veiculo: parado
Ofuscamento pelos Farois do Veiculo: Néao é possivel identificar a emissao de luz com o uso de fardis
ou lanterna. A bioluminescéncia so é detectada em total escuridao.
Farol baixo — ndo houve ofuscamento — 10 m
Farol alto — ndo houve ofuscamento — 10 m
Lanterna — ndo houve ofuscamento — 10 m
Distancia de Deteccdo de Objeto/Pedestre: A sinalizagdo ndo permite a identificacdo de objetos ou
pedestres proximos a uma distancia de 10 m
Disténcia de Reconhecimento: 3 m
Feedback Subjetivo do Motorista e Carona:
Vanessa Agostini - De dentro do carro, a sinalizacao é nitida de coloracéo esverdeada em com
contraste com o pavimento. N&o foi causado desconforto ou ofuscamento. E necessario o breu
total para que a bioluminescéncia seja perceptivel ao motorista.
Rafael Castro - De dentro do carro, a sinalizacdo da faixa é eficiente em situacdes em que ndo
hé& qualquer outro tipo de iluminacéo, sendo prontamente visualizada, sem qualquer desconforto
ou ofuscamento. Na presenca de outras luzes, a sinalizagéo néo se destaca.
Luz Obstrutiva: Nao ha impacto geral da luz nas areas circundantes, considerando o conforto visual e a
perturbacdo.
Avaliacéo Qualitativa da Poluigédo Visual: 1
Registros realizados em campo: Figuras 26, 27, 28
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Figura 26. Imagens do protdtipo de bioluminescéncia PBOLOO1r em operacdo. Foto da esquerda:

prot6tipo em ambiente diurno. Foto da direita: prot6tipo em ambiente noturno.

Figura 27. Imagens do protdtipo de bioluminescéncia PBOL00le em operagdo. Foto da esquerda:
prototipo em ambiente diurno. Foto do centro e da direita: prototipo em ambiente noturno.
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Figura 28. Imagens do protdtipo de bioluminescéncia PBOLOO1r em operagdo. Foto da esquerda:
protétipo em ambiente noturno com lanterna de veiculo acesa. Foto do centro: prot6tipo em ambiente
noturno com farol baixo de veiculo aceso. Foto da direita: protétipo em ambiente noturno com farol alto

de veiculo aceso.

Apesar da fécil instalagdo do modelo testado, a sua manutengdo parece dispendiosa (tanto para rodovia,
quanto para o EPI), devido a necessidade de troca geral dos componentes e ao nao reaproveitamento dos
mesmos. Além disso, a producdo de esferas se tornaria onerosa para uso em larga escala. Sugere-se o teste
com mangueiras fechadas e com uma formulacdo liquida viscosa em constante circuito como alternativa,

saindo e um local fixo de abastecimento (e.g., estacdo ou central de abastecimento).

PROTOTIPO BIOLUMINESCENCIA - TESTE DE CAMPO 02

Identificacédo do Prototipo: PBOL002r (rodovia) e PBOL002e (EPI)

Estabilidade da Sinalizagéo (Luminosidade/Intensidade ao Longo do Tempo): Durante o tempo de
avaliagdo do protdtipo em campo houve estabilidade da luminosidade e intensidade. No entanto, como ja
é conhecida a degradacdo, com o tempo devera haver perda da intensidade luminosa produzida.

Gradacéo da Intensidade Luminosa: A intensidade da luz varia ao longo do tempo, demonstrando
degradacdo. No entanto, hd um incremento na bioluminescéncia entre 1 e 6 dias, sendo inversamente

proporcional a biomassa. A durabilidade da luminosidade estd diretamente relacionada ao consumo de
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nutrientes/substrato e a concentragéo de oxigénio dissolvido.

Consumo de Nutrientes/Substrato: O protétipo depende de substrato para a producdo de luz. Este
substrato € consumido com o tempo e também sofre variacdo de pH a partir do metabolismo dos
microrganismos, o que pode levar a perda de bioluminescéncia, mesmo com a quantidade de nutrientes
disponivel. Pra o microrganismo em questdo, ele tolera bem a maioria dos pH, no entanto a sua maior

producdo de bioluminescéncia ocorre nos pH 9 e 6,5.

Tempo Gasto na Instalacdo do Prototipo: Entre o repique e producdo em reator para construcdao do
protétipo foram registradas 72 horas (7 L). No entanto, foi verificado que é possivel diminuir esse tempo
para 30h.

Recursos Necessarios para Instalacdo: Para instalacdo foi necessarias mangueiras transparentes
preenchidas com a formulagédo. Duas pessoas participaram na instalagéo.

Observacbes sobre a Facilidade de Manutencdo: Apresentou facilidade de limpeza para

reaproveitamento das mangueiras.

Estimativa de tempo entre manutencdes: Em fluxo continuo, ndo seriam necessarias manutencoes

frequentes, somente em caso de rompimento das mangueiras.

Uniformidade da Sinalizacdo: Durante o tempo de avaliacdo do prot6tipo em campo houve uniformidade

da sinalizacdo, desde que a formulacdo fosse oxigenada, por isso a necessidade de fluxo continuo.

Resisténcia a Corrosao (ISO 9227): O sistema ndo apresenta componentes metalicos e conexdes
elétricas, ndo aplicando-se testes de nevoa salina. Mangueiras - Quando de materiais poliméricos (PVC,
borracha, etc.), a maioria apresenta boa resisténcia a corrosdo da névoa salina. No entanto, € importante
verificar se ha degradacdo superficial, perda de flexibilidade ou alteragdes na estrutura da canaleta que
possam comprometer o protétipo ao longo do tempo. Essa degradacéo liberaria os microrganismos, que,
por sua vez, seriam diretamente expostos ao ambiente hostil da névoa salina. A viabilidade e a atividade
bioluminescente das bactérias seriam severamente comprometidas, resultando na perda da funcionalidade

de iluminacgéo do sistema.
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Resisténcia a Vibracdo (ANSI C136.31): O prototipo foi transportado em veiculo automotivo (0,1 a
0,3g) sem danos aparentes, no entanto ndo foi exposto a testes de vibracdo ANSI C136.31. As mangueiras,
por serem flexiveis, possuem uma boa capacidade de absorver e dissipar as vibragdes. O principal ponto
de atencdo seria a integridade da fixagdo das mangueiras ao leito da estrada. A capacidade de manter a
bioluminescéncia sob estresse vibracional € considerada positiva, visto que a vibracdo auxilia na

dissipacdo do oxigénio, necessario para a ocorréncia da reacao que produz a bioluminescéncia.

Protecdo de Entrada (Classificacdo IP, IEC 60529): O protétipo ndo foi ndo avaliado segundo a IEC
60529. No entanto, mangueiras de polimeros robustos (como poliuretano de alta densidade ou borrachas
especificas) podem ter boa resisténcia ao impacto, absorvendo energia. No entanto, um impacto direto e
forte (por exemplo, um acidente veicular) pode levar a deformacéo permanente, rachaduras ou até ruptura,
comprometendo a estrutura que retém a formulacdo. 1sso resultaria na liberacdo dos microrganismos, e
consequentemente, na perda da capacidade bioluminescente. A capacidade de ™autorreparo” ou

preenchimento de areas danificadas seria um fator critico para a longevidade do sistema.

Degradacao UV de Materiais: A radiacdo UV solar é um fator critico para a longevidade de materiais
expostos a0 ambiente externo. Se as mangueiras forem feitas de polimeros comuns (como PVC ou
borracha sem aditivos UV), elas seriam altamente suscetiveis a degradacdo UV. Isso se manifestaria em:
Desbotamento da cor - perda da pigmentacéo original, o que pode afetar a visibilidade diurna, Fragilizacéo
- 0 material se tornaria quebradigo e propenso a rachaduras, especialmente com o estresse mecénico do
trafego, Perda de propriedades mecénicas - diminuicéo da flexibilidade, resisténcia a tracdo e ao impacto,
comprometendo a integridade estrutural e a capacidade de reter a formulagdo. A luz UV € conhecida por
ser germicida e danificar o DNA. Portanto, mesmo que a formulacdo nédo se degrade visivelmente como
um plastico, a radiagdo UV penetraria no alginato e inativaria ou mataria 0s microrganismos
bioluminescentes, resultando na perda total da funcionalidade de iluminacdo ao longo do tempo. Para
mitigar isso, as mangueiras precisariam ser fabricadas com polimeros estabilizados contra UV ou

revestimentos protetores.

Ciclo de Temperatura e Estresse Térmico (-20°C a +40°C): O prototipo ndo foi exposto a esta variagdo
de temperatura. No entanto, a -20°C a mangueira pode se tornar rigida e quebradica, aumentando o risco

de rachaduras sob impacto ou vibragdo. A flexibilidade necesséria para acomodar a formulacdo e o
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movimento da estrada pode ser comprometida. Ja exposta a temperaturas superiores a 40°C, o material
pode amolecer, perder rigidez e, em casos extremos, deformar-se. Em ciclos de temperatura, a expansado
e contracdo repetidas (fadiga térmica) podem levar a rachaduras e falhas no material ao longo do tempo.
A escolha de um polimero com ampla faixa de temperatura de operacdo e boa resisténcia a fadiga térmica
é crucial. A bactéria em questdo foi avaliada quando exposta a um gradiente de temperatura. Em relacao

a biomassa, a temperatura 6tima ¢ entre 10 e 30°C, ja em relacdo a luminescéncia entre 4 e 20°C.

Compatibilidade de Materiais: E fundamental garantir que o material da mangueira no contenha
plastificantes ou outros aditivos que possam migrar e reagir com o alginato ou com o meio de cultura das
bactérias, causando sua degradacdo ou inibicdo. Deve-se evitar qualquer combinacdo de materiais que
possa gerar subprodutos toxicos, acelerar a degradacdo de um dos componentes ou comprometer a emissao

de luz.

Integridade da Fiacdo e Conexdes: No protétipo desenvolvido ndo ha fiacdo ou conexdes. Mas pela
formulacdo estar exposta nesse prototipo a dgua doce em excesso tem a capacidade de inativar a
bioluminescéncia. O protétipo desenvolvido ndo possui fiacdo ou conexdes, o que simplifica a analise de
integridade elétrica. Em relacéo a projecdo, em um ambiente rodoviario, a exposicao a chuva é constante
e 0 acumulo de agua no interior do protdtipo ndo é uma possibilidade real, mesmo em é&reas de baixa
drenagem ou ap6s chuvas intensas, pois o sistema € fechado. A inativacdo da bioluminescéncia por agua
doce em excesso s aconteceria através de um rompimento do sistema devido a um problema de osmose
ou diluicdo. As bactérias vivem em um ambiente osmotico especifico dentro da formulagdo. A entrada de
agua doce em grande volume (hipot6nica) pode fazer com que a &gua entre nas células bacterianas por
osmose, causando seu inchaco e ruptura (lise celular), matando-as. Desta forma, a sensibilidade a agua
doce é uma vulnerabilidade critica para a aplicacdo desse protétipo em ambiente rodoviario. Por ser uma
bactéria de origem marinha, o impacto da umidade/chuva pode ser a inativacao da atividade em caso de
acidente rodoviario com rompimento do sistema. Por este motivo, foi avaliada a sensibilidade da bactéria
a um gradiente de salinidade (0 a 12%), a fim de identificar o comportamento frente a uma possivel
diluicdo ou evaporacdo. Para a manutencdo da viabilidade das células bacterianas, o teor de sal deve se
manter idealmente entre 0 e 3%. Ja para viabilidade da emissdo de luminescéncia, o teor de sal deve
manter-se entre 2 e 4%. A luminescéncia resistiu na auséncia de sal, durante apenas 6h, devido a baixa

biomassa registrada, permitindo uma maior concentracdo de oxigénio dissolvido disponivel.
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Intensidade Luminosa: As normas brasileiras, como as da ABNT NBR 5101 (para iluminacdo publica)

e 0s manuais de sinalizacdo de 6rgaos como o DNIT e DERSs, estabelecem os requisitos.

1. Sinalizacdo Ativa (Luminarias, Dispositivos Luminosos):

(o]

Para a iluminag&o publica em rodovias, a ABNT NBR 5101:2012 (lluminag&o Publica —
Procedimento) estabelece valores minimos de iluminancia media (lux) e uniformidade para
diferentes classes de vias. Por exemplo, vias coletoras de Classe A2 podem ter uma
iluminancia média de 20 lux. Trevos em vias rurais podem exigir niveis de iluminancia

50% superiores aos da via principal.

No caso do seu protdtipo com bactérias bioluminescentes, ele seria uma fonte de luz ativa.
Ndo h& uma norma especifica em lux para "bioluminescéncia como sinalizacdo de
demarcacgdo"”, mas ele precisaria atingir uma lumin&ncia minima percebida pelo motorista
que o tornasse eficaz. Para painéis luminosos ou dispositivos auxiliares, as especificacoes

geralmente focam na intensidade luminosa e na uniformidade.

2. Sinalizacdo Passiva (Retrorefletiva - Peliculas e Tintas):

(o]

A maior parte da sinalizacao rodoviéaria (placas, demarcacdes horizontais) utiliza materiais
retrorrefletivos. Para esses materiais, as normas (como a do DER-SP mencionada em sua
pesquisa) estabelecem coeficientes minimos de retrorrefletividade em candelas por lux por
metro quadrado (cd-Ix!'-m2) para diferentes tipos de pelicula (Tipo I, Tipo II, Tipo IlI),
angulos de observacdo e de entrada. Esses valores sdo criticos para garantir que a luz dos

farois dos veiculos seja refletida de volta ao motorista de forma eficiente.

O sistema de mangueiras com bactérias bioluminescentes é Gnico por gerar sua propria luz, ao invés de

apenas refletir a luz externa. Isso significa que ele funcionaria mais como uma sinalizacéo ativa. Para ser

considerado eficiente em rodovias, ele precisaria atingir uma luminancia minima. A luz emitida pela

formulacdo bioluminescente deveria ser suficiente para ser claramente visivel pelos motoristas a uma

distancia segura, tanto em noites sem iluminacdo externa quanto sob condi¢des de baixa visibilidade

(chuva leve, neblina). Essa "visibilidade™ é avaliada em termos de luminancia (cd/m?). Nao ha um valor

padréo especifico para bioluminescéncia, mas precisaria comparar a luminancia gerada com a de outros

dispositivos de sinalizag&o ativos (como LEDs de baixa intensidade ou luzes de balizamento). Além disso,

a uniformidade é um pardmetro importante. A distribuicdo da luz ao longo da mangueira deve ser

uniforme, evitando pontos muito brilhantes e pontos "mortos™ que possam confundir o motorista, bem
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como manter a cor e contraste. A cor da luz emitida deve ser consistente com o0s padrfes de sinalizagéo
viaria (geralmente branco ou amarelo e no caso do protétipo azul esverdeado), o que mudaria o padrédo
usado atualmente, mantendo um contraste adequado com o pavimento. Ainda, como discutido
anteriormente, a capacidade de manter a bioluminescéncia ao longo do tempo, sob condi¢des ambientais

adversas (UV, temperatura, &gua doce), é fundamental para sua eficacia continua.

Biodegradacdo/Impacto Ambiental no Local: Embora a proposta seja sustentdvel e ndo tenha
apresentado degradacdo ambiental local durante o teste em campo, € importante observar se ha algum

residuo ou impacto no solo e na flora local a longo prazo, em caso de rompimento do sistema.

Custo-Beneficio (Estimativa Preliminar): A estimativa inicial do custo de instalacdo deste protétipo de
iluminacdo sustentavel, sem nenhuma atualizacdo, em 1 km de rodovia é de R$ 16.304,00, descriminado
na Tabela 32.

Tabela 32. Estimativa de custo de material para aumento de escala do protétipo para 1 Km de rodovia.
N&o estdo incluidos os custos com transporte, instalacdo, batelada em biorreator, central de bombeamento,

circuito continuo e mao de obra.

Material Quantidade e Unidade Valor
Mangueira cristal 2cm 2.000m RS 9.000,00
Placas de petri 500 RS 244,00
Peptona Bacteriolégica 7,5Kg RS 5.100,00
Sais Marinhos 40Kg RS 1.600,00
Alginato de Sédio 2Kg RS 360,00
TOTAL RS 16.304,00

Anélise do Fluxo de Residuos: O protétipo apresentado gerou cerca de 7 Kg de residuos bioldgicos

solidos e liquidos. No entanto, o projeto prevé um sistema continuo, com ciclagem dos residuos.

Percepcao Visual por Pedestres

Numero de Observadores: 3
Pedestres Observadores: Bryan Tavares, Jéssica Scherer, Gabriel Stracke

Distancia Minima de Deteccéo Visual: 0 m
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Distdncia Mé&xima de Detec¢do Visual: 25 m

Clareza da Sinalizacéo: A sinalizacdo € nitida e os limites sdo bem definidos.

Ofuscamento: Os pedestres observadores ndo se sentiram ofuscados pela propria sinalizacdo em
ocorréncia de farois de veiculos acionados.

Percepcéo de Cor e Forma:

Houve percepcéo de cor (azul esverdeado) e forma (linha) do sinalizador pelos pedestres observadores.
Feedback Subjetivo do Pedestre:

Jéssica Scherer - A sinalizacdo bioluminescente proporcionou excelente visibilidade no escuro,
demarcando o trajeto de forma eficaz, bem como, o EPI utilizado no protétipo. A tonalidade verde-
azulada oferece um efeito visual confortavel, sendo claramente perceptivel a cerca de 15 metros de
distancia.

Bryan Tavares - A sinalizacdo bioluminescente era imperceptivel sob a luz natural do dia, mas, a medida
que a claridade diminuia, tornava-se progressivamente mais evidente. No ambiente escuro, a via pode
ser identificada com facilidade gracas as faixas bioluminescentes, que emitiam um brilho azul suave
delineando com precisdo seu contorno. Tanto as faixas quanto o capacete com sinalizacdes
bioluminescentes permaneciam visiveis mesmo a distancias superiores a 15 metros, um alcance em que,
normalmente, o olho humano n&o distinguiria nada além da escuridao absoluta.

Gabriel Oliveira - Durante a noite, a sinalizagdo tem um brilho agradavel aos olhos, que permite a facil
identificacdo das marcacdes e ao mesmo tempo ndo ofusca a visdo da estrada, evitando assim, possiveis
acidentes de transito.

Luz Obstrutiva: Nao ha impacto geral da luz nas &reas circundantes, considerando o conforto visual e a

perturbacao.

Simulacéo de Deteccéo por Veiculo

Motorista e Carona Observadores: Vanessa Agostini — Motorista, Rafael Castro - Carona
Distdncia Mé&xima de Detec¢do por Veiculo: 25 m
Condicéo do Veiculo: parado
Ofuscamento pelos Farois do Veiculo: N&o € possivel identificar a emissao de luz com o uso de farois
ou lanterna. A bioluminescéncia so é detectada em total escuridéo.
Farol baixo — ndo houve ofuscamento — 15 m

Farol alto — ndo houve ofuscamento — 15 m
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Lanterna — n&o houve ofuscamento — 15 m
Distancia de Deteccdo de Objeto/Pedestre: A sinalizagdo ndo permite a identificacdo de objetos ou
pedestres proximos a uma distancia de 15 m
Distancia de Reconhecimento: 5 m
Feedback Subjetivo do Motorista:
Vanessa Agostini - De dentro do carro, a sinalizacdo ¢ nitida de coloracdo esverdeada com
contraste com o pavimento. N&o foi causado desconforto ou ofuscamento. E necessario o breu
total para que a bioluminescéncia seja perceptivel ao motorista.
Rafael Castro - De dentro do carro, a sinalizacéo da faixa € eficiente em situacdes em que néo
hé& qualquer outro tipo de iluminacéo, sendo prontamente visualizada, sem qualquer desconforto
ou ofuscamento. Na presenca de outras luzes, a sinalizacédo néo se destaca.
Luz Obstrutiva: Nao ha impacto geral da luz nas areas circundantes, considerando o conforto visual e a
perturbagé&o.
Avaliacéo Qualitativa da Poluigéo Visual: 1

Registros realizados em campo: Figuras 29, 30, 31

Figura 29. Imagens do protétipo de bioluminescéncia PBOL002r em operacdo. Foto da esquerda:

prototipo em ambiente diurno. Fotos do centro e da direita: protétipo em ambiente noturno.
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Figura 30. Imagens do protdtipo de bioluminescéncia PBOL002e em operacdo. Foto da esquerda:
protétipo em ambiente diurno. Foto da direita: prot6tipo em ambiente noturno.
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Figura 31. Imagens do prot6tipo de bioeletroatidade PBOL002r em operagdo. Foto da esquerda: protétipo
em ambiente noturno com lanterna de veiculo acesa. Foto do centro: protdtipo em ambiente noturno com
farol baixo de veiculo aceso. Foto da direita: prototipo em ambiente noturno com farol alto de veiculo

aceso.

4. ETAPAS DA ABORDAGEM BIOELETROATIVIDADE
4.1. ETAPA 01: ativacao, validacao e selecdo de tratamentos no contexto de bioeletroatividade

4.1.1. Ativacdo dos microrganismos potenciais pré-selecionadas dos ensaios de eletroatividade do

BANCO REGENERA por meio de técnicas de microbiologia realizadas na Regenera Moléculas do Mar

Os 22 microrganismos selecionados na Fase | do projeto (Tabela 33) por apresentar potencial de

producdo de bioeletroatividade foram ativados em meio sélido especifico.

Tabela 33. Lista de microrganismos com potencial de bioeletroatividade selecionados na Fase | do projeto.

Cadigo Espécie
0077 Brevibacterium casei
0091 Bacillus piscis
0270 Pseudoalteromonas issachenkonii
0299 Staphylococcus warneri
0332 Bacillus pumilus
0445 Pseudoalteromonas donghaensis
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0479 Bacillus aerophilus

0532 Pseudoalteromonas lipolytica
0632 Pseudoalteromonas issachenkonii
0797 Pseudoalteromonas issachenkonii
0835 Bacillus aerophilus

0848 Shewanella sp.

0858 Staphylococcus epidermidis
0864 Pseudoalteromonas donghaensis
0866 Bacillus stratosphericus
0873 Pseudoalteromonas donghaensis
1087 Bacillus stratosphericus
1171 Bacillus siamensis

1177 Bacillus amyloliquefaciens
1272 Pseudoalteromonas issachenkonii
1276 Pseudoalteromonas issachenkonii
1278 Pseudoalteromonas donghaensis

4.1.2. Avaliacdo da viabilidade dos microrganismos e reposicdo do estoque para ampliacdo da

longevidade das linhagens

Apbs incubacdo de 72h a 28°C, o fendtipo dos microrganismos foi confirmado macroscopicamente
e microscopicamente (analise de Gram). Novos estoques foram feitos, garantindo a viabilidade das
préximas etapas do projeto.

Inicialmente foi realizado o aprimoramento das células eletroquimicas para os testes de
bioeletroatividade das células microbianas. O conceito das novas células eletroquimicas foi baseado nos
dispositivos utilizados anteriormente (Figura 32), mais especificamente, um dispositivo single chamber
(Figura 32A) foi transformado em um dispositivo Dual Chamber (Figura 32B) ou em um dispositivo
Single Chamber com membrana. Os prototipos desses dispositivos estdo respectivamente apresentados na
Figura 33 e na Figura 34.

Em resumo, o proto6tipo Dual Chamber é composto por partes estruturais de acrilico com diferentes
fungdes: tampas para fechamento da célula, suporte para membrana separadora e 2 cdmaras com abertura

superior para preenchimento dos eletrolitos. No modelo Single Chamber o suporte para membrana
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separadora e a cAmara para eletrdlito sdo mesclados em uma Unica pe¢a. Além disso o prototipo conta com
dois eletrodos de carbono que tem a fungédo de catodo e anodo. Esses eletrodos possuem ponteira que serve
como contato elétrico para o circuito externo. A membrana separadora é composta agar preparado em
solucdo aquosa de NaCl. O sistema contra com anéis de vedacdo o-ring entre as diferentes pecas do
dispositivo. A célula é fechada com o auxilio de 4 parafusos.

Figura 32. Primeiras versdes do protétipo de captacdo de energia produzida por microrganismos: A:

Single chamber, B: dual chamber.
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Suporte da
membrana

separadora

Eletrodos de carbono

Figura 33. Dispositivo Dual Chamber para captacdo de energia produzida por microrganismos. A:

dispositivo montado; B: detalhe da membrana separadora; C: partes do dispositivo; D: projeto do
protétipo.
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Figura 34. Dispositivo Single Chamber para captacdo de energia produzida por microrganismos. A:

dispositivo montado; B: projeto do prototipo.

Preparo dos eletrodos

Inicialmente os eletrodos foram cortados nas dimensdes apropriadas conforme o projeto
apresentado na Figura 33. Em seguida foram lixados com lixa com granulometria 220. Por fim os eletrodos
foram lavados em banho ultrassénico durante 15 minutos em detergente neutro e em seguida em alcool.

Por fim, foram deixados secando em estufa a 40° C.
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Preparo dos eletrolitos
NaCl: A solucdo de NaCl 3.56% em peso foi prepara de acordo com a norma ASTM: G61. Para
tal, 3.4 gramas de NaCl da marca Synth foram dissolvidos em 92 mL de agua ultrapura Milli-Q.
Descrever MD: Meio marinho artificial (BD Marine Both)
Descrever INOC 848: Indculo da bactéria 848 em meio MD

Preparo da membrana

No preparo de membrana 2 gramas de agar foram diluidos em 100 mL de solu¢do aquosa de NaCl
3,56% em peso. Em seguida essa solucdo foi aquecida e mantida sob agitacéo até atingir homogeneidade.
Por fim, a solucdo ainda liquida foi colocada no suporte da membrana separadora, deixando secar até

apresentar estabilidade mecanica.

Atualizacao do Datalogger

O Datalogger (Figura 35) tem como finalidade o monitoramento da poténcia de MFCs
(Microfubial Fuel Cells — Células Combustiveis Microbianas - CCM). Este instrumento realiza medida
medidas de tensdo, intervaladas por 30 minutos, em resisténcias conhecidas e registra os dados em um
cartdo SD e na plataforma online ThingSpeak. Para registro na plataforma ThingSpeak, é necessario
conexdo com a internet. Todavia, caso ndo for possivel, o datalogger realizara as medidas normalmente,

tendo o cartdo SD como backup.

Figura 35. Datalogger para aquisi¢ao de dados das CCMs (Células Combustiveis Microbianas).

Na atualizagdo do hardware, durante testes com uma tensdo constante, percebeu-se que o
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datalogger estava com um alto ruido nas medidas. Apos o teste de algumas hipoteses, chegou-se na
concluséo de que um filtro nos modulos de entrada, composto por dois resistores e um capacitor, colocado
antes do sinal chegar ao ADC, estava prejudicando a medida, resultado em um ruido maior. Para
solucionar esse problema, em cada médulo de entrada, foram soldados jumpers entre a trilha antes dos
resistores R1 e R2, até o capacitor C5, efetivamente pulando esses resistores no circuito (Figura 36). O
mesmo foi feito para os resistores R3 e R4 para o capacitor C6. Com isso, as medidas atingiram uma

estabilidade muito maior.

Figura 36. Jumpers evitando o filtro no Médulo de Entrada.

Teste de Producéo de Energia com 0s microrganismos
Os ensaios eletroquimicos foram desenvolvidos no Laboratério de Pesquisa em Corrosdo
(LAPEC) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS (https://www.ufrgs.br/lapec/).

A leitura da diferenca de potencial (ddP) entre os eletrodos foi feita em um potenciostato

potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT302N (Metrohm) com aquisi¢cdo dos dados pelo software
Nova 2.1.6 (Metrohm). O monitoramento foi realizado ao longo de pelo menos 4 dias, sendo que cada
leitura diaria da ddP foi feita em um tempo de pelo menos 10 minutos.

A primeira rodada de testes consistiu na validagdo da célula eletroquimica proposta, ou seja, foi
verificado se de fato a leitura indicada no equipamento era resultante da influéncia das Biomoléculas. Para

tal, a variavel objeto de analise foi o eletrélito. Nessa primeira configuracdo de célula eletroquimica, é
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onde as bactérias estavam presentes. Trés sistemas foram testados:
e Sistema 1: NaCl nos dois compartimentos de eletrolito:
e Sistema 2: NaCl no compartimento do eletrodo de referéncia e MD no compartimento do eletrodo
de trabalho.
e Sistema 3: NaCl no compartimento do eletrodo de referéncia e INOC 848 no compartimento do
eletrodo de trabalho.

A Figura 37 apresenta os resultados do monitoramento da diferenca de potencial (ddP) dos trés
sistemas testados. No sistema com a presenca das biomoléculas (NaCl vs INOC 848) é possivel verificar
gue ha um aumento gradual na diferenca de potencial entre os eletrodos ao longo dos dias, chegando a um
valor méaximo registrado de ddp de -121 mV no terceiro dia. O mesmo ndo ocorre para 0s outros dois
sistemas, 0s quais tem valor de ddp que varia no maximo em torno de + 10 mV. A influéncia de variaveis
como diferenca entre os eletrodos (Sistema NaCl vs NaCl) e influéncia do meio de cultivo (Sistema NaCl
vs MD) puderam ser descartadas. Dessa forma, os resultados indicam a validacédo da célula eletroquimica
proposta, uma vez que a variavel que originou a ddP com valor relevante foi o sistema com a presenga das

Biomoléculas.

” —a— NaCl vs NaCl
il —e— NaCl vs MD L2822
—a— NaCl vs INOC 848

of e .

-50 4

ddP (mV)

-100
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-200 T T T T T T T
0 24 48 72

Tempo (horas)

Figura 37. Resultados do monitoramento da diferenca de potencial (ddP) dos trés sistemas testados — Dual

Chamber.
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A segunda rodada de testes consistiu na avaliacdo de uma segunda configuracao referente ao
método de distribuicdo das biomoléculas. Ao contrario do sistema anterior, onde as biomoléculas estavam
dispersas no meio de cultivo MD, nesse sistema as bactérias foram colocadas diretamente sobre o eletrodo
de trabalho, e a cAmara de eletrdlito foi preenchida com MD. Esses ensaios foram realizados em duplicata.

Para a aplicacdo das biomoléculas no eletrodo, o microrganismo 848 foi repicado em meio MD
solido e incubado por 24h a 28°C. Posteriormente, foi feita a raspagem das coldnias e um esfregaco direto
no eletrodo.

A partir dos resultados da Figura 38 € possivel constatar que da mesma forma que o sistema
anterior, a presenca das biomoléculas causou uma diferenga de potencial consideravel, entretanto o
aumento observado nesse sistema foi bem mais pronunciado, chegando a um valor maximo de ddp de -
164 mV em apenas 24 horas para a amostra B, e de -146 mV em 48 horas para a amostra C. A partir de
72 horas, as duas amostras apresentam valores bem semelhantes de diferenca de potencial, demonstrando
uma boa reprodutibilidade entre os sistemas. Cabe destacar que esses valores encontrados em 72 horas (-
131 mV para amostra B e -125 mV para amostra C) sdo bem semelhantes aos encontrados para a amostra
que utilizou as biomoléculas em solucdo (-121 mV). A partir desse ponto, as amostras apresentam uma

tendencia de queda nos valores de ddP.

50 —=— NaCl vs INOC 848 - Amostra B
—e— NaCl vs INOC 848 - Amostra C
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24 0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264
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Figura 38. Resultados do monitoramento da diferenca de potencial (ddP) para a configuragdo em que as

bactérias foram colocadas diretamente sobre o eletrodo de trabalho.
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Por fim cabe mencionar que aparentemente o lado preenchido com NaCl foi sendo contaminado
ao longo dos dias. Ainda ndo foi possivel constatar o que causou essa contaminacao, se foi a migracéo das
bactérias, apenas o meio de cultivo ou até mesmo a degradacdo da membrana separadora. A Figura 39
apresenta fotografias de uma membrana separadora aberta apos os ensaios de longa duracdo. Na imagem
da Figura 39A esta apresentado o lado que ficou exposto para solucdo NaCl, onde néo foi possivel verificar
nenhuma contaminacdo. Ja na imagem da Figura 39B esta apresentado o lado que ficou exposto para
solucdo contendo as biomoléculas, pode-se observar partes esbranquicadas na membrana. Cabe ressaltar
que essas imagens sao da configuracdo em que as bactérias foram colocadas diretamente sobre o eletrodo
de trabalho.

Figura 39. Membrana ap0s testes de longa duracgdo da célula com configuragdo em que as bactérias foram

colocadas diretamente sobre o eletrodo de trabalho. A: lado que ficou exposto para solu¢do NaCl; B: lado

que ficou exposto para solugéo contendo as biomoléculas.

Levando em conta esses resultados, foi desenvolvido um sistema de Single Chamber, onde apenas
uma das camaras foi preenchida com eletrdlito. A outra camara foi preenchida com a membrana
separadora de agar. Trés configuragdes foram testadas:

e Sistema 1: Membrana de agar e INOC 848 no compartimento do eletrodo de trabalho.

e Sistema 2: Membrana de agar e INOC 848 no compartimento do eletrodo de trabalho, com papel
separador entre as cmaras.

e Sistema 3: Membrana de agar e meio de cultivo MD no compartimento do eletrodo de trabalho.
A Figura 40 apresenta os resultados do monitoramento da diferenca de potencial (ddP) dos trés

sistemas testados para o dispositivo Single Chamber. No sistema sem a presenca das biomoléculas
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(Sistema 3 - Membrana de &gar e meio de cultivo MD) é possivel verificar que hd um aumento na diferenga
de potencial entre os eletrodos, porém esse valor tende a cair rapidamente ao longo dos dias, chegando a
um valor de ddp de -42 mV no sexto dia. No sistema com biomoléculas e com papel separador entre a
Membrana de &gar e o INOC 848 a diferenca de potencial entre os eletrodos tende a oscilar em um valor
medio de aproximadamente -40 mV. Ja no sistema Membrana de agar e INOC 848 ha um consideravel
aumento da diferenca de potencial entre os eletrodos, chegando a um valor maximo de aproximadamente
-290 mV no sétimo dia. Apesar de haver um decaimento nos dias seguintes, os valores de estabilizacédo da
ddP alcancados por esse sistema (~ -150 mV) se mostram bem superiores aos valores do sistema Dual
Chamber (~ -50 mV).

—&— Membrana agar e INOC 848
50 —®— Membrana agar e INOC 848 com papel separador
—&— Membrana agar e MD L2822
0 -
Ak »
< -100
E
o -150 -
o
o] J
-200
-250
-300
T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Dia

Figura 40. Resultados do monitoramento da diferenca de potencial (ddP) dos trés sistemas testados —

Single Chamber.

4.2. ETAPA 02: investigacdo do genoma completo das cepas associadas a eletroatividade

4.2.1. Extracdo de DNA do(s) microrganismo(s) para a analise do genoma completo
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Os principios moleculares da bioeletroatividade bacteriana estdo associados a uma maquinaria
molecular sofisticada, onde um conjunto de genes, coordenadamente expressos, possibilita o carreamento
extracelular de elétrons (Zavilgelsky & Shakulov, 2018; Chia et al., 2022; Seco et al., 2022). Esse
carreamento de elétrons é associado aos processos de respiracdo celular, metabolismo energético e
comunicagdo intracelular, os quais dependem de uma grande diversidade de proteinas como canais
ibnicos, transportadores transmembranares e enzimas de oxirreducgédo (Vannier et al., 2020). A expressao
dos genes mtr sdo centrais nesse processo, pois codificam proteinas redutoras de metal, como citocromos
¢ multi-heme e transportadores de membrana externa, que atuam nas transferéncias de elétrons das
quinonas no interior da célula para os minerais extracelulares, conectando o metabolismo respiratorio ao
ambiente externo (Brodl et al., 2018; Lawan et al., 2022). Além da importancia biol6gica para as bactérias,
ao serem capazes de explorar fontes alternativas de energia, esse processo de carreamento extracelular de
elétrons pode ser aproveitado na biotecnologia para desenvolvimento de sistemas de producdo de
bioenergia.

A linhagem bacteriana identificada como REG000848 do Banco Regenera foi selecionada para
avaliacdo gendmica do seu potencial de bioeletroatividade. O DNA da linhagem selecionada foi extraido

conforme protocolo padronizado, e enviado para sequenciamento na plataforma Illumina.

4.2.2. Envio para sequenciamento do genoma

As leituras nucleotidicas provenientes do sequenciamento foram utilizadas para a montagem do
genoma, 0s quais suportaram a anotacdo funcional e classificacdo taxondmica. O genoma da linhagem
bacteriana foi anotado funcionalmente para a identificacdo de genes por meio da ferramenta Prokka e para
a identificacdo de dominios funcionais por meio da ferramenta InterproScan. A linhagem REG000848
apresentou comprimento proximo a 5 milhdes de pares de base, cerca de 4045 genes e, em média, 1 gene
a cada 1174 pares de base (Tabela 41). Os resultados da anota¢do funcional serviram como base para a

analises estruturais e funcionais dos genes relacionados a bioluminescéncia.

Tabela 41. Comparacdo quantitativa de genes anotados nos genomas das linhagens bacterianas.

Genes

ID Linhagem Quantidade Cuncen}ral;:ao
total de genes génica
CDSs rRNA tRNA tmRNA
REG_000848 4011 2 31 1 4045 1174
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4.2.3. Montagem do genoma

Os genomas das linhagens bacterianas foram analisados para classificacdo taxondémica por meio
da ferramenta Type Strain Genome Server (TYGS) e conforme padrdo presente em List of Prokaryotic
Names With Standing in Nomenclature (LPSN). A linhagem REG000848 foi predita como potencialmente
pertencente a uma nova espécie bacteriana estreitamente relacionada a espécie Shewanella pealeana. Os
dados referentes a esse novo registro serdo publicados em um artigo cientifico.

O genoma da linhagem REG000848 foi analisado comparativamente ao genoma de referéncia de
Shewanella pealeana ATCC 700345 para avaliacdo da composicdo de genes mtr relacionados a
bioeletroatividade, com base na anotacdo funcional e na classificacdo taxonémica. A analise foi centrada
na identificacdo dos genes mtrA, mtrB, mtrC e omcA. Assim, a recuperacdo dos genes mtr foi realizada

por meio da identificacdo dos genes e/ou por dominios funcionais anotados.

4.2.4. Anélise de genes de interesse

Como resultado, foram identificados dominios funcionais relacionados aos genes mtr em
sequéncia de 11 genes codificadores de proteinas hipotéticas. A composicdo dos genes mtr entre 0s
genomas comparados foi idéntica, e as anotacGes foram semelhantes as do genoma de referéncia.
Entretanto, a identidade média das sequéncias ficou em torno de 70%, o que pode ser explicado por
diferencas intrinsecas entre as espécies. Além disso, devido ao fato de mtrC e omcA serem genes
paralogos, com dominios funcionais compartilhados (denominados mtrC/omcA), ndo foi possivel
discriminar com precisao entre esses dois genes. Contudo, é possivel afirmar que os genes mtrA, mtrB,
mtrC e omcA estdo presentes no genoma da linhagem REG000848 (Figura 42). No geral, a presenca
completa da via mtr sugere que a linhagem possui 0s genes necessarios para funcionamento do mecanismo

de carreamento extracelular de elétrons.
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Figura 42. ldentificacdo dos genes da via Mtr nos genomas de REG000848 e Shewanella pealeana ATCC
700345. Representacdo da localizagdo cromossomica e similaridade de sequéncia dos genes Mtr no
cromossomo de REG000848 (azul) e em relagdo ao cromossomo do genoma de referéncia de Shewanella
pealeana ATCC 700345 (laranja).

4.2.5. Otimizacéo

Inicialmente foi realizado o projeto para simplificacdo da célula eletroquimica levando em
consideracao trés objetivos principais: diminuicdo dos dispositivos de fixacdo, suporte da membrana mais
estavel e facilidade de acesso aos componentes construtivos da célula eletroquimica microbiana. Esses
objetivos foram alcangados com o0 uso de componentes hidraulicos convencionais como nipel roscavel,

cap roscavel e aneis de vedacao, montados conforme mostra a Figura 43 e a Figura 44.

Pagina 99 de 144



Docusign Envelope ID: 7E9167AB-70F1-4671-885A-3CD989A95A2C

WS L < I

Figura 43. Componentes da Célula eletroquimica CCM (proto6tipo).

Figura 44. Célula eletroquimica CCM (protétipo) montada.

Com o intuito de verificar o comportamento dos in6culos na nova célula eletroquimica proposta,
foi realizado o screening de 22 microrganismos do BANCO REGENERA. A Tabela 33 abaixo apresenta
os resultados de ddP dos sistemas avaliados no dia seguinte a montagem e ap6s 05 dias da montagem. Na
Tabela 33 é possivel constatar que apés cinco dias os sistemas contendo os inéculos 858, 866, 848, 479,
835, 1171 e 1278 apresentaram os valores de diferenca de potencial mais elevados, avaliado por
multimetro (BOM-6007-BOMVINK), sendo os sistemas 866 e 848 selecionados para testes adicionais
(Figura 45). Além disso, os sistemas de controle preenchidos apenas com MD tiveram resultados
relativamente baixos de ddP, o que pode ser um indicativo de validacdo do protdétipo.
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Tabela 33. Diferenca de potencial ddP (mV) e densidade dptica (OD) microbiana dos sistemas avaliados.

OD (600nm) OD (600nm)

Sistema (Inéculo) ddp dia 1 ddp dia 5 o )
inicial final
MD 1 controle -25 -34 0,048 0,074
MD 2 controle -48 -60 0,049 0,063
77 -24 -38 0,13 0,087
91 -40 -52 0,091 0,08
270 -30 -55 0,07 0,176
332 -40 -65 0,111 0,103
445 -47 -53 0,064 0,116
532 -15 -53 0,068 0,147
632 -23 -45 0,086 0,217
848 -170 -150 0,123 0,137
858 -103 -98 0,086 0,25
864 -20 =72 0,067 0,124
866 -110 -132 0,084 0,222
299 -44 -56 0,127 0,115
479 -39 -145 0,132 0,118
797 -35 -65 0,124 0,098
835 -32 -138 0,103 0,185
873 -32 -83 0,119 0,154
1087 -39 -87 0,092 0,102
1171 -15 -121 0,131 0,161
1177 -52 -61 0,108 0,07
1272 -36 -62 0,077 0,062
1276 -37 -95 0,092 0,063
1278 -44 -130 0,154 0,16

Pagina 101 de 144



Docusign Envelope ID: 7E9167AB-70F1-4671-885A-3CD989A95A2C

332
299

797

835

0
F =S

873
/801

Figura 45. Diferenca de potencial ddP (mV) dos sistemas avaliados com diferentes microrganismos.

Uma nova rodada de testes foi realizada nos sistemas contendo os indculos: 848 e 866,
apresentados na Tabela 34. Foi observado uma certa discrepancia nos valores dos sistemas contendo
apenas o controle MD, porém o valor médio dos sistemas contendo MD (-103 mV) foi inferior ao dos
sistemas contendo o inéculo 848 (-147 mV), correspondente a espécie Shewanella sp.. Porém o0 mesmo
comportamento ndo foi observado nos sistemas contendo o indculo 866 (-68 mV), correspondente a
espécie Bacillus stratosphericus. Ainda a partir da Tabela 34 é possivel que tanto em valores absolutos
guanto em valores médios, 0s sistemas com indculo 848 apresentaram valores mais elevados de ddP

guando comparados com os sistemas contendo o indculo 866.
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Tabela 34. Diferenca de potencial ddP (mV) dos sistemas avaliados. 848 = Shewanella sp., 866 = Bacillus

stratosphericus.

Sistema (In6culo) ddp dia 1 ddp dia 5 ddp médio dia 5
MD 1 controle -180 -139
MD 2 controle -166 -117 -103
MD 3 controle -51 -53
848 -1 -153 -128
848 -2 -185 -148 -147
848 -3 -194 -166
MD 4 controle -30 -85
MD 5 controle -15 -41 -71
MD 6 controle -22 -87
866-1 -16 -59
866-2 -32 -95 -68
866-3 -10 -50

Com o intuito de otimizar os sistemas e verificar a influéncia da espessura da membrana de agar,
definidos de acordo com o volume utilizado, em duas configuracdes: 10 mL e 5 mL de solucdo de agar
em NaCl. Portanto, novos testes foram conduzidos, e os resultados sdo apresentados na Tabela 35. A
espessura dos sistemas estd demonstrada na Figura 46. A partir dos resultados, ambos sistemas
apresentaram um valor médio aceitavel, e para 0s ensaios seguintes optou-se por utilizar os sistemas com

menor espessura.

Tabela 35. Diferenca de potencial ddP (mV) e densidade Optica (OD) microbiana dos sistemas avaliados.

o oD oD
Sistema (Indculo) ddp dia 1 ddp dia 10 ddp medio dia (600nm) (600nm)

10 inicial final

MD 1 -26 -41 0,048 0,08

MD 2 -21 -66 -55,7 0,047 0,255

MD 3 -4 -60 0,048 0,095

MD 4 -18 -49 0,048 0,230

MD 5 -28 -86 -72 0,049 0,092

MD 6 -18 -81 0,047 0,210
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Figura 46. Célula eletroquimica CCM (protétipo) montada.

Outro fator avaliado foi a contaminacdo das células, ja que o processo de montagem ocorre em
ambiente ndo estéril. A Figura 47 apresenta o plaqueamento do meio de cultivo em MD sdlido ao final
do ensaio e apds incubacdo a 28°C por 24h, demonstrando a existéncia de contamina¢do, 0 mesmo
observado na densidade Optica (Tabela 35). A contaminacdo nao é um problema relevante desde que nédo

afete o crescimento do microrganismo de interesse.

Figura 47. Demonstracdo da ocorréncia de contaminagdo nas células combustiveis microbianas

representativas do controle de meio de cultivo.
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Uma nova rodada de testes foi realizada os sistemas contendo o in6culo 848, microrganismo
selecionado, identificado como Shewanella. sp. e sistemas contendo apenas o controle MD com o intuito
de testar a temperatura de cura do agar. Para tal, um sistema foi seco durante 20 minutos a temperatura
ambiente enquanto outro sistema foi seco na geladeira, também durante 20 minutos. Os resultados estéo
apresentados na Tabela 36. Apesar do valor médio de ddP dos sistemas que foram colocados na geladeira
ser maior quando comparados a suas contrapartes que foram deixadas no ambiente, ndo é possivel afirmar
que esse procedimento ¢é favoravel, uma vez que a dispersédo dos resultados foi elevada. Por isso, novos

ensaios sdo necessarios para diminuir o desvio dos valores médios.

Tabela 36. Diferenca de potencial ddP (mV) e densidade dptica (OD) microbiana dos sistemas avaliados.

ddp médio dia OD (600nm)

Sistema (Indculo) ddp dia 1 ddp dia 6 . R
848-1 (geladeira) -169 -108 0,073
848-2 (geladeira) -230 -166 -125 0,075
848-3 (geladeira) -89 -101 0,082
848-4 (ambiente) -227 -148 0,076
848-5 (ambiente) -194 -100 -190 0,080
848-6 (ambiente) -78 -322 0,390
MD 1 -10 -102 0,206
MD 2 -18 -63 =77 0,090
MD 3 -25 -66 0,112
MD 4 -18 -140 0,106
MD 5 -4 -80 -82 0,078
MD 6 -33 -26 0,271

Shewanella sp. € um microrganismo fascinante principalmente devido as suas capacidades
metabolicas Unicas. Esta bactéria € conhecida por sua capacidade de reduzir uma ampla gama de
aceitadores de elétrons, o que a torna particularmente interessante para estudos em biorremediacéo e
bioenergia. Uma das caracteristicas mais notaveis de Shewanella sp. é sua capacidade de reduzir ions
metalicos, incluindo ferro e manganés, que podem ser aproveitados para a desintoxicacdo de ambientes
contaminados. Outro aspecto intrigante de Shewanella sp. é seu habitat. Foi originalmente isolado do
intestino do peixe de aguas profundas. Esta adaptacdo sugere que Shewanella sp. pode possuir enzimas
e vias metabolicas Unicas que lhe permitem prosperar sob condic6es de alta presséo e baixa temperatura,

tornando-o um assunto de interesse para a pesquisa extremofila. Ele pode utilizar uma variedade de
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compostos organicos e inorganicos como doadores e aceitadores de elétrons, o que ressalta sua
versatilidade metabolica. Essa versatilidade ndo é apenas fascinante de uma perspectiva microbioldgica,
mas também tem potencial para varias aplicacdes industriais, incluindo o desenvolvimento de células de
combustivel microbianas (Zou et al. 2019, Hazzan et al. 2023), corroborando os resultados obtidos até o

momento.

Portanto, com o intuito de manter a premissa de simplificacdo da célula eletroquimica, e levando
em conta os resultados obtidos até 0 momento, é possivel parametrizar os seguintes elementos:
e Corpo do dispositivo feito de componentes hidraulicos de facil acesso;
e Eletrodos de carbono com didametro de 22mm;
e Volume de 5 mL de solucdo contendo agar (membrana separadora);
e Cura da membrana separadora em temperatura ambiente (25+5° C);

e Sistemas contendo o In6culo 848.

Foi realizado um Planejamento Experimental (DoE) para otimizar a producdo de energia pela
bactéria 848. Para tal, foram selecionados trés variaveis independentes. O DoE foi realizado pela
metodologia DCCR (23+6pc) (Tabela 37, 38, 39). Para o registro de produco, foi utilizado o protétipo de
CCM de laboratorio apresentado anteriormente, com dois substratos de carbono (anodo e catodo), sendo
a diferenca de potencial ddP monitorada por multimétro (BOM-6007-BOMVINK - mV).

Tabela 37. Variaveis avaliadas no Planejamento Experimental (DoE — 1) a fim de otimizar a atividade

de bioeletroatividade do microrganismo 848.

Varidveis (g/L) -1,68 -1 0 1 1,68
MD 0,0 14,3 27,0 39,7 66,7

Extrato de Levedura 0,0 0,8 2,0 3,2 8,0
NaCl 0,0 3,8 10,0 16,2 40,0

Tabela 38. Planejamento Experimental (DoE — 1) para a linhagem 848.

Ensaios MD Ext. Lev. NacCl
1 -1 -1 -1

g NN N
1

Pagina 106 de 144



Docusign Envelope ID: 7E9167AB-70F1-4671-885A-3CD989A95A2C

6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
1 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0

Tabela 39. Planejamento Experimental (DoE — 1) para a linhagem 848 com detalhamento das

concentracdes (g/L) de cada variavel para cada ensaio (tratamento).

Ensaios MD Ext. Lev. NacCl
1 143 0,8 38
2 39,7 0,8 38
3 143 32 38
4 39,7 32 38
5 143 0,8 16,2
6 39,7 08 16,2
7 143 32 16,2
8 39,7 32 16,2
9 0,0 2,0 10,0
10 66,7 2,0 10,0
1 27,0 0,0 10,0
12 27,0 8,0 10,0
13 27,0 2,0 0,0
14 27,0 2,0 40,0
15 27,0 2,0 10,0
16 27,0 2,0 10,0
17 27,0 2,0 10,0
18 27,0 2,0 10,0
19 27,0 2,0 10,0

20 27,0 2,0 10,0
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O ensaio 8 (39,7 g L de MD, 3,2 g L™ Extrato de Levedura e 16,2 g L™* de NaCl) apresentou os
resultados mais promissores com uma diferenca de potencial ddP média 182 mV. O pico maximo de
producdo foi registrado entre 144h e 168h (Tabela 40).

Tabela 40. Resultados do DoE — 1 para o microrganimos 848, sendo apresentado os valores de diferenca

de potencial ddP (mV) para cada ensaio (composic¢do de diferentes variaveis) entre 1 e 9 dias.

Ensaios 24h 48h 72h 144h 168h 192h 216h

1 -36 -16 -17 -15 -8 -1 3
2 -1 5 5 4 7 10 13
3 =77 -122 -186 -122 -80 -31 22
4 -101 -255 -247 -133 -103 -76 -57
5 -27 -27 -39 -68 -64 -55 -47
6 -18 -11 -26 -22 -16 -12 -10
7 =77 -86 -97 -88 -80 -74 -69
8 -66 -68 -140 -270 -274 -221 -238
9 -22 -16 -32 -63 -65 -65 -62
10 -32 -25 -41 -64 -62 -60 -58
11 -35 -27 -49 -90 -93 -91 -90
12 -70 -58 -95 -120 -98 =77 -62
13 -74 -57 -67 -52 -38 -31 -28
14 -21 8 6 -6 -9 -13 -19
15 -49 -23 -25 -19 -16 -9 -3
16 -62 -55 -52 -42 -36 -26 -19
17 -64 -62 -67 -53 -44 -34 -23
18 -57 -22 -28 -30 -28 -26 -25
19 -61 -62 -100 -120 -110 -104 -98
20 -89 -57 -100 -120 -120 -210 -199

O meio selecionado é extremamente rico em sal, 0 que pode mascarar a producao de energia a
partir do microrganismo. Segundo Hau & Gralnick (2007) muitos genes para transportadores de nutrientes
dependentes de Na+ foram recrutados para usar o alto conteido de Na+ como fonte de energia para o
género Shewanella, talvez por isso a preferéncia por meio salinos. Zhao et al. (2010) sugerem o0 meio TN
para a producdo do género Shewanella. Este género pode crescer anaerobicamente usando nitrato, didxido
de manganés (MnOz2), trimetilamina N-O0xido (TMAO) e/ou dimetilsulféxido (DMSO) comumente
encontrados em ambientes de sedimentos marinhos, como aceitadores de elétrons terminais. A Tabela 41

apresenta as especificagdes entre os meios MD, T8 (DoE — 1) e 0 meio TN.
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Tabela 41. Composi¢cdo dos meios sugeridos para o cultivo do microrganismo 848, produtor de
bioeletroatividade.

Cod. meio Composicéo Origem

37,4 g L™ (5 g de peptona; 1 g de extrato de levedura;
0,1 g de citrato férrico; 19,45 g de cloreto de sédio; 5,9 g

de cloreto de magnésio; 3,24 g de sulfato de magnésio;

1,8 g de cloreto de célcio; 0,55 g de cloreto de potassio;

MD 0,16 g de bicarbonato de s6dio; 0,08 g de brometo de
potassio; 34 mg de cloreto de estroncio; 22 mg de acido

bérico; 4 mg de silicato de sodio; 2,4 mg de fluoreto de

sédio; 1,6 mg de nitrato de amonio; 8 mg de fosfato
dissédico; pH 7,6+0,2)

Difco™ Marine Broth
BD 2216

-1 . -1 i .
16 g L' bacto peptona; 4 g L™ extrato de levedura; sais Modificado de Zhao

TN marinhos; pH 7,3, Tris 20 mM na presen¢a de DMSO et al. 2010
(1%)
T8 39,7 g Ltde MD, 3,2 gL?Extrato de Levedurae 16,2g  Difco™ Marine Broth
L de NaCl BD 2216 modificado

O teste comparando os trés diferentes meios avaliou a biomassa e a diferenca de potencial ddP ao

longo do tempo (288h) em sistema com agitacdo (180 rpm) a 28°C, em duplicata. A Tabela 42 apresenta

os resultados obtidos.

Tabela 42. Comparagdo da biomassa (ODsoonm) € da bioeletroatividade (mV) do microrganismo 848
exposto a diferentes meios de cultivo por 288h.

Biomassa (ODgoonm) Diferenga de Potencial ddP (mV)
Meio
Minimo Maximo Média Minimo Maximo Média
MD 0,517 0,919 0,891 21 144 93,33
TN 0,464 1,76 1,320 88 265 166,67
T8 0,601 0,795 0,747 21 168 75,97

O tratamento mais efetivo foi o TN, tanto para a producao de biomassa quanto para a producgéo de
bioeletroatividade.

Para validar os resultados obtidos até o0 momento, foram avaliados diferentes faixas de parametros
ambientais (meios de cultivo, temperatura, pH, salinidade) e, posteriormente, testados de forma integrada
de forma estatica e sob agitagdo (180 rpm).

As faixas de concentracdo de NaCl para crescimento foram determinadas em meio TS
suplementado com NaCl em concentragdes variando de 0% a 12% (0, 0,5, 2, 3, 4, 6, 8, 9, 10, 11, 12%). O

crescimento em diferentes temperaturas (4, 10, 20, 30, 37, 45, 60°C) e niveis de pH tamponado (4,5, 5,
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55,6,65,7,75,8,8,5,9, 9,5, 10) foram determinados em meio MD. Os ensaios apresentaram densidade
Optica inicial de 0,05 a 600 nm e foram incubados com agitacdo (180 rpm) a 30°C. A biomassa foi estimada
em 6h, 24h, 48h, 72h e 168h utilizando um espectrofotémetro para medir a absorbancia a 600 nm.

A cepa bacteriana cresceu melhor em meio TN, seguido por MD e TS. O 848 foi capaz de crescer
em concentragdes de NaCl variando de 0 a 12%, com uma concentragao Otima para crescimento entre 2 e
8%. A bactéria foi capaz de crescer em temperaturas de 4 a 45 °C, com crescimento 6timo ocorrendo a 30
°C. A cepa também cresceu em niveis de pH de 4,5 a 10, com crescimento 6timo em pH de 6,5a 8. A

Tabela 43 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 43. Crescimento (Biomassasoo nm) da bactéria 848 (180 rpm, 30 °C) exposta a diferentes meios de

cultura, concentracdes de NaCl, temperaturas (°C) e niveis de pH.

- Biomassa
Minima Méaxima Média
MD 0,329 0,888 0,698
N 0,488 1,266 0,963
TS 0,208 0,869 0,590

NaCl (%) Biomassa
Minima Maxima Média
0 0,208 0,869 0,590
0,5 0,330 0,997 0,769
2 0,303 1,163 0,822
3 0,205 1,248 0,830
4 0,179 1,085 0,824
6 0,136 1,174 0,885
8 0,121 1,216 0,859
9 0,118 1,171 0,721
10 1,156 1,228 0,710
11 0,073 1,307 0,690
12 0,073 1,616 0,600

Temperature (°C) Blomassa
Minima Méxima Média
4 0,140 0,775 0,400
10 0,208 1,085 0,743
20 0,292 1,044 0,770
30 0,710 1,186 0,956
37 0,334 0,775 0,508
45 0,222 0,469 0,325
60 0,144 0,219 0,166
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Biomassa

pH

Minima Maxima Média
4,5 0,081 0,781 0,434
5 0,163 0,671 0,639
55 0,409 1,224 0,792
6 0,472 1,339 0,875
6,5 0,914 1,629 1,266
7 0,570 1,616 1,220
7,5 0,357 1,577 1,169
8 0,545 1,710 1,366
8,5 0,462 1,033 0,740
9 0,469 1,019 0,739
9,5 0,490 1,030 0,743
10 0,536 1,185 0,850

Para avaliar a bioeletroatividade da bactéria 848, foi realizado um ensaio em dois meios liquidos,
MD e TN, com e sem adicdo de 3% de NaCl. As culturas foram expostas a condi¢des estaticas (0 rpm) e
agitadas (180 rpm) em pH 8 e 30°C, representando condicdes Otimas de crescimento com base em
resultados anteriores. O ensaio durou 28 dias, com analises de ODsoo (em um tubo Falcon de 50 mL
contendo um inéculo de 15 mL) e diferenca de potencial ddP (em uma célula de combustivel microbiana
— CCM com um in6culo de 7 mL) realizadas em 0, 24, 48, 120, 168 horas e nos dias 14, 21 e 28. A
densidade optica foi medida usando um espectrofotémetro e a densidade de poténcia foi medida com um
multimetro (BOM-6007-BOMVINK). A OD inicial foi de 0,05 e o in6culo foi adicionado a CCM sem
formacao prévia de biofilme.

Foram observadas diferencas entre os fatores que mais afetaram positivamente a diferenca de
potencial (ddP) e a biomassa da bactérias 848. Para a ddP, apenas o fator tempo e a interacéo entre tempo
e meio de cultura foram significativos. O meio TN apresentou ddP significativa entre 24 e 168 horas. O
meio MD apresentou densidade de poténcia significativa entre 48 horas e 28 dias. Ja 0 meio com adic¢ao
de sal apresentou ddP significativa entre 48 horas e 28 dias (TN + 3% NaCl) e 120 horas e 14 dias (MD +
3% NacCl) (Figura 3). O TN foi o tratamento que atingiu ddP significativa mais rapidamente, enquanto a
maior durabilidade foi registrada para os tratamentos MD e TN + 3% NaCl. O maior valor de ddP
registrado foi observado para TN + 3% NaCl (250 mV).

Desta forma, 0 melhor meio de producéo de energia para a bactéria 848 é meio TN + 30 gL de
NaCl; pH 8,0, Tris 20 mM na presenca de DMSO (1%), 30°C, podendo ser incrementado com o susbtrato
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L-Serina, previamente avaliado por Biolog Ecoplate para cresciemento da bactéria.

4.3. ETAPA 03: desenvolvimento do prototipo e teste em campo

4.3.1. Desenvolvimento do protétipo em larga-escala

Desenvolvimento de dispositivo microbiano para geracao de energia a partir de eletroatividade de
microrganismos. Nesta etapa, os microrganismos do BANCO REGENERA selecionados com
eletroatividade foram preparados para implementacdo nos protdtipos de escala de campo (sinalizacéo).
Dentre os parametros avaliados em campo, inclui-se: viabilidade do sistema, producdo de energia,
validacdo durante o dia, validagdo durante a noite, ofuscamento de fardis, distancia de deteccdo por
veiculo, poluicdo visual, tempo entre manutencdes, resisténcia a intempéries. A qualificacdo dos
parametros sera definida ap6s o desenvolvimento do prot6tipo e teste em campo.

Com o intuito de melhorar o potencial operacional dos sistemas (diferenca de potencial das células
unitérias), foi proposto um sistema eletrodo de aluminio — eletrélito (4gar — solucéo contendo os indculo)
— eletrodo de carbono.

Considerando que o requisito principal exigido para funcionamento de um sinalizar comercial é
uma bateria de 6V, é necessario a utilizacdo de mddulos contendo mais do que uma CCM unitaria para
atender essa demanda. Para tal, serdo necessarios 2 modulos com 4 células unitérias utilizando o sistema
eletrodo de aluminio — eletrélito (agar — solucdo contendo os indculo) — eletrodo de carbono. A seguir
esta descrito o projeto para confeccdo de um maodulo.

O primeiro passo é a confec¢do da meia célula composta por eletrodo de aluminio envolto em

agar. Para isso foi utilizado um molde para producdo dessa meia célula, conforme ilustra a Figura 48.
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1 - Suporte
2 - Aluminio

42,00

1 - Agar
2 - Aluminio

45,00

40,00

40,00

Figura 48. Produgdo de meia célula aluminio-4gar.

Essa meia célula é levada para o suporte do moédulo CCM. Esse procedimento € realizado para

quatro células unitarias individuais que compdem o médulo. A Figura 49 apresenta essa montagem.
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130,00

55,00 ‘

1 - Suporte do mddulo
2 - Agar
3 - Aluminio

Figura 49. Montagem do modulo CCM - etapa 1.

Na préxima etapa, o sistema é preenchido com a solucao contendo o inéculo e em seguida a

placa de vedacao é colocada, com posterior colocagdo dos eletrodos de carbono. Por fim, o sistema é

fechado. A Figura 50 apresenta essa montagem.

o 1 - Suporte
do moédulo
2 - Agar

3 - Aluminio
4 - Carbono
5-placa de
vedagdo

6 - Tampa

Figura 50. Montagem do modulo CCM - etapa 2.
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Cabe destacar que os médulos serdo colocados no interior do cone de sinalizagéo, o qual

apresenta diametro inferior minimo externo de 250 mm, conforme mostra a Figura 51.

)

114M (A)

e |
40CM (L)

Figura 51. Montagem do proto6tipo do sinalizador alimentado com os modulos CCM (dimensfes do

modulo em milimetros).

Para o prototipo final, foi prjetado um sistema misto com carbono, aluminio otimizado para atender

0s pré-requisitos de instalacdo no balizador. A Figuras 52 apresenta o projeto dos sistemas CCM e a

Tabela 44 a lista de componentes.
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Figura 52. Projeto final das CCM para o protétipo de bioeletroatividade (balizador).

Tabela 44. Especificacdo dos componentes e materiais utilizados na construcao do prototipo.

Parte/ Material Quantidade Especificacdo

Feito em polietileno semiflexivel através do
) ) processo de sopro, com duas faixas refletivas e
Balizador tipo T 1 .

base de borracha. Altura de aproximadamente

1,14m e peso total de 4Kg.

Sinalizador Viéario Solar Parafuso — 6 LEDs.

» Material da lente: Policarbonato blindado

Sinalizador solar Traflight com » Fixacao: Parafuso inferior ajustavel

parafuso * Cor da luz: Amarela intermitente

* Altura total: 30 cm

* Diametro do sinalizador: 18,5 cm
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* Dimensdes do painel solar: 6,5 cm x 3,5 cm

* Peso: 600 g

Caixa do médulo com 6 ) ) ) .
) ; o 2 unidades Feito de material polimérico
conjuntos de 4 células unitarias

Placas Graflex® feitas a partir de puro grafite
1 placa 25cm X

Placa de carbono 25 om flexivel (Graflex® TJB), com espessura de 0,8
mm.
Placa de aluminio 1 placa de 30 Folha de aluminio para latonagem com
cm X 30 cm espessura de 0,10 mm.
Cabo de cobre 3 metros Cabo flexivel de cobre com didmetro de 1.5 mm

Descricéo construtiva dos componentes do sistema de energia

O sistema de energia é composto por 2 mddulos de producéo de energia inseridos dentro de uma
caixa de protecdo externa com abertura para passagem da conexao elétrica, como apresentado na Figura
53. A Figura 54 exibe uma fotografia do sistema de alimentagdo completo com o0s 2 modulos.

Abertura para conexdes

elétricas

Figura 53. Sistema de alimentacdo fechado para o prototipo de bioeletroatividade.
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Modulos de producao de

energia

Figura 54. Sistema de alimentacdo aberto para o prot6tipo de bioeletroatividade.

Moddulos de producao de energia

A Figura 55 apresenta o projeto do mddulo de produgdo de energia, o qual é responsavel por
suportar as células unitarias. Cada modulo é composto por 6 conjuntos contendo 4 células unitérias cada,
conforme mostrado na 56, onde cada célula unitaria é composta por 1 eletrodo de carbono e 1 eletrodo de

aluminio.
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b)

C) Suporte do médulo

- -

Figura 55. Projeto do mddulo de produgdo de energia para o protdtipo de bioeletroatividade. a. vista
isométrica; b: vista lateral, c: vista frontal.
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Eletrodo de alumimo
___ Eletrodo de carbono

Figura 56. Conjunto de 4 células unitarias para o prototipo de bioeletroatividade.

Conjuntos de 4 células unitarias
A Figra 57 apresenta o projeto do conjunto das células unitérias, a qual deve ser feita de material

polimérico. Estdo apresentadas as principais dimensdes (em milimetros). A espessura dessa peca deve ser

suficiente para garantir a estabilidade mecanica do componente.
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19,00

19,00
)
(&%)
o
S

Figura 57. Dimens@es da do conjunto das células unitarias para o proto6tipo de bioeletroatividade.

Eletrodos

A Figura 58 apresenta as dimensdes dos eletrodos. O eletrodo positivo deve ser de carbono na
espessura de 0,8 mm e o eletrodo negativo deve ser de aluminio, na espessura de 0,1 mm. Estdo
apresentadas as principais dimensdes (em milimetros). S8o necessarios 24 eletrodos de carbono e 24

eletrodos de aluminio, por modulo.

l7I
|

15,00

30,00

Figura 58. DimensGes dos eletrodos para o protétipo de bioeletroatividade.
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Abaixo estéd apresentado o protocolo de montagem do protétipo:
Preparo dos eletrodos de carbono

Os eletrodos devem ser cortados nas dimensdes de 3 cm de altura por 1.5 cm de lateral e devem
ser lixados com agua e sabao neutro até um se atingir um acabamento uniforme. Em seguida devem ser
lavados com alcool 70% em banho ultrassénico durante 10 minutos. Por fim devem ser levados a uma

estufa a 100° C para secagem.
Preparo dos eletrodos de aluminio

Os eletrodos devem ser cortados nas dimensdes de 3 cm de altura por 1.5 cm de lateral e devem
ser lixados a seco até um se atingir um acabamento uniforme. Em seguida devem ser lavados com alcool
70% em banho ultrassénico durante 10 minutos. Por fim devem ser levados a uma estufa a 100° C para
secagem.
Preparo dos Suportes poliméricos para células unitarias

Inicialmente, esses suportes devem ser lavados com alcool 70% e secos. Em sequéncia os eletrodos

de aluminio e carbono devem ser fixados ao suporte com o auxilio de cola quente, a qual é colocada na

parte posterior do eletrodo, e em seguida, fixado no suporte, conforme mostra a Figura 59.

S Eletrodo de carbono

T Eletrodo de Aluminio

Figura 59. Suporte das células unitarias para o protétipo de bioeletroatividade.
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Preparo do eletrolito sélido de agar

Inicialmente deve ser preparada uma solucéo de cloreto de sodio (NaCl) 3.56% de acordo com a
norma ASTM: G61. Para tal, 3.4 gramas de NaCl da marca Synth foram dissolvidos em 92 mL de agua
ultrapura Milli-Q. Em seguida, 2 gramas de &gar foram diluidos em 100 mL de solucéo aquosa de NaCl
3,56% em peso. Por fim essa solucéo foi aquecida e mantida sob agitacdo até atingir homogeneidade.
Essas proporcdes de agua, cloreto de sodio e agar devem ser mantidas caso necessite de quantidades

maiores de eletroélito.

Adicao do eletrdlito solido de agar nas células unitarias

Utilizando o suporte polimérico para células unitarias com os eletrodos devidamente fixados, deve
ser posicionado um suporte separador que entra de maneira justa nas células, para que seja possivel verter
o eletrélito solido a base de agar e NaCl apenas no compartimento do eletrodo de aluminio. Em seguida o
eletrolito ainda liquido é colocado no compartimento e levado para curar na geladeira por pelo menos 30
minutos. Por fim, o suporte separador deve ser cuidadosamente retirado. A 60 ilustra o resultado dessa

etapa da montagem.

§.av
£ > 5

o SR AR SR S

ol et it e

Figura 60. Suporte das células unitarias com separador para o prototipo de bioeletroatividade.

Adicéo do eletrdlito liquido contendo os microrganismos

Nesta etapa o eletrélito liquido contendo os microrganismos deve ser adicionado no
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compartimento contendo o eletrodo de carbono. Meio TN; pH 8,0; 30°C, podendo ser incrementado com

o susbtrato L-Serine e/ou flavinas e adicionado 30 gL de NaCl ao meio.

Fixagdo dos suportes poliméricos na caixa do mddulo e conexao elétrica entre as células unitérias

Os suportes poliméricos para células unitarias ja devidamente preparados com os eletrodos e
eletrolitos deve ser levado para caixa do modulo e fixado nesse suporte externo com fita crepe, conforme
mostra a Figura 61. A conexao deve ser sempre entre um eletrodo de carbono e um eletrodo de aluminio
e pode ser feita com folha de aluminio ou fio de cobre. Pode ser utilizada solda de estanho para garantir a
fixacdo. No total sdo seis conjuntos de suportes poliméricos por modulo. No final da montagem deve ficar

um eletrodo de carbono e um eletrodo de aluminio livre.

‘e -l _‘
e

~a
Conexao elétrica de com

folha de aluminio

Figura 61. Modulos de producdo de energia com conexdes elétricas para o prototipo de bioeletroatividade.

Montagem da caixa externa e conexao entre modulos

Nesta etapa dois modulos devem ser inseridos na caixa externa e a ligacdo entre eles deve ser feita
entre eletrodo de carbono e eletrodo de aluminio. Apds a caixa externa ser fechada, deve ficar disponivel

as conexdes elétricas de polo positivo (eletrodo de carbono) e de polo negativo (eletrodo de aluminio).
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Ligacao do sistema de energia com o sinalizador

Na Ultima etapa o sinalizador deve ser fixado no cone balizador e em seguida ligado no sistema de
energia, com o eletrodo de carbono final no polo positivo e o eletrodo de aluminio final no polo negativo.
O prototipo de bioeletroatividade desenvolvido teve como objetivo a validacdo, em ambiente

relevante (TRL 5), do potencial de aplica¢do na sinalizacdo de rodovias.

Identificagdo do Protdtipo: PBEL001S2

Descrigdo do Prototipo: O sistema de armazenamento de energia utilizado é caracterizado como um
banco de baterias feitas com eletrdlitos contendo microrganismos. Esse sistema é composto por dois
modulos feitos de material polimérico que tém a funcéo de fixar os eletrodos e comportar o eletrolito.
Cada médulo possui 24 células unitarias e cada célula unitaria possui um eletrodo de aluminio imerso em
agar e outro eletrodo de carbono imerso na solugéo contendo os microrganismos. Essas células séo ligadas
em série, ou seja, 0s terminais positivos sdo conectados nos terminais negativos, dessa forma a diferenca
de potencial de todas as células unitaria € somada, fazendo com que o sistema tenha tenséo suficiente para
ligar o sinalizador. Para realizacdo dos testes foram montados 3 sistemas: Sistema 1 composto por 2
maodulos com células unitérias contendo eletrodos de carbono-carbono. Sistema 2 composto por 2 médulos
com células unitarias contendo eletrodos de carbono-aluminio. Sistema 3 composto por 2 modulos com
células unitarias contendo tanto eletrodos de carbono-carbono quanto carbono-aluminio. Todos os
maédulos foram construidos utilizando um suporte (caixa organizadora) composto por compartimento
externo feito de material polimérico dentro do qual se encontravam 7 conjuntos de 4 compartimentos
individuais (Figura 62). Para construcdo dos sistemas as tampas foram removidas, tanto do compartimento
externo, quanto dos compartimentos internos. Os sistemas foram presos ao compartimento externo e as
ligagBes entre as unidades foram feitas com fios de cobre com auxilio de placa de aluminio para fixacéo.
Em seguida os dois modulos foram acondicionados em uma caixa provisoria que foi utilizada para garantir
a estabilidade do sistema durante o transporte. Como eletroélito foi utilizada um sistema composto por uma
ponte salina sdlida feita de agar (20 g L) em NaCl (0,6 M — 34 g L) e eletrdlito liquido contendo o
microrganismo (848) em meio de cultivo TN PH8. Abaixo uma imagem gerada por inteligéncia artificial,
representando a expectativa para o protétipo PBEL001S2 (Figura 63).
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Figura 62. Componentes do utilizados para a construcdo do protétipo PBEL001S2 de bioeletroatividade.

Figura 63. Imagem gerada por inteligéncia artificial, representando a expectativa para o protétipo
PBEL001S2.

4.3.2. Producao de biomassa em bioreator dos tratamentos a serem testados nas rodovias

O processo foi rodado em biorreator Minifors 2 (INFORS HT) com duragéo de 10 dias, utilizando o
meio TN (2L) com um inoculo inicial de 0,05 (OD) (Figura 64). A temperatura foi fixada em 28°C (para
estimular a biomassa). O pH néo foi controlado, permitindo a observacéo da variagdo natural da cultura e
do perfil metabolico do microrganismo. A agitagdo (100 min™) e a aeracéo (0,5 L min™ de O, a 21%) foram

Pagina 127 de 144



Docusign Envelope ID: 7E9167AB-70F1-4671-885A-3CD989A95A2C

ajustadas, mas ndo controlados. Essa estratégia operacional visa entender o comportamento do
microrganismo sob condi¢des menos otimizadas. Durante o periodo, foram retiradas amostras para avaliagdo
da biomassa e de bioeletroatividade em CCM, utilizando um multimetro (BOM-6007-BOMVINK). Ap6 a

amostragem, as CCM continuardo a ser monitoradas a fim de avaliar o momento ideal de remocgéo do
microrganismo para compor o prototipo.

Figura 64. Bioprocesso do microrganismo 848 em reator Minifors 2 (INFORS HT).
Foi oberservado o crescimento do microrganismos 848 ao longo do tempo. Em relacédo a ddP foi

observado que o TO (logo apds o inéculo) foi mais promissor para a producdo de energia a longo prazo,
com valores 99,8 e 193,3 mV entre os 17 dias avaliados (Tabela 45).
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Tabela 45. Resultados do bioprocesso do 848 em biorreatir Minifors (INFORS HT) com avaliagédo

temporal da diferenca de pontencial em CCM.

-é Amostragem T0 T6 T24 T48 T72h T144h T244h
'§ p02 (%) 115,9 1,74 5,15 4,61 4,2 2,79 3,6
g ph 7,51 7,47 7,23 7,35 7,44 7,61 7,9
§ OD600nm 0,381 0,511 0,611 0,757 0,744 0,812 0,955
D 0OD600nm 0,427 0,52 0,607 0,768 0,72 0,822 0,991
<§ OD600nm 0,435 0,506 0,611 0,729 0,716 0,83 0,989
& Média OD 0,414 0,512 0,610 0,751 0,727 0,821 0,978
od 99,8 95,4
id 172,5 133,5 30
2d 195,3 100,9 72,4 35,5
S 3d 183,7 148,1 113,4 32,2 9,2
= ad
§ 5d
9 6d 141,7 69,7 37,3 81 85,6 21,9
§- 7d 127,8 63,3 33,2 59 82,3 122,5
'g 8d 124,2 66,2 25,8 63,3 82,4 130,9
g 8d 120,8 59,4 17,5 55,5 75,3 137,2
‘g 1o0d 118,5 53,1 6,8 40,5 81 102,4 92,8
a 13d 113,8 54,6 7,2 6,4 82,3 239 28,3
14d 112,9 58,1 12,8 1 70,2 5,2 15,8
15d 114 39,7 1,1 45,3 72,2 1,1 33,8
17d 135,4 78,5 32,5 42,0 71,2 68,1 42,7

O fato de a maior producao de voltagem (99,8 mV e 193,3 mV) ter ocorrido a partir do TO e nas
amostras iniciais, e ndo nos picos de crescimento (maior biomassa), sugere que a capacidade de geracédo
de energia estad mais ligada a qualidade e ao estado metabdlico do indculo e da formulagéo inicial do que
a quantidade absoluta de células (biomassa). A formulacdo deve ser otimizada para fornecer um choque
inicial de nutrientes e cofatores que maximizem a Taxa de Transferéncia Extracelular de Elétrons (EET)
imediatamente. Em bioprocessos, geralmente, mais células significam mais produto. No entanto, o seu
resultado sugere que, para a CCM, o que importa ¢ a eficiéncia especifica (energia produzida por célula)
e ndo a massa total de células. O aumento da biomassa pode, paradoxalmente, levar a uma competicéo por

substrato ou a um aumento da resisténcia interna da célula, diminuindo a ddP.

4.3.3. Aplicagéo simulando o campo

PROTOTIPO BIOELETROATIVIDADE — TESTE DE CAMPO 01
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ID: PBELO01S2

Microrganismo: 848

T° de incubacéo: 28°C

Meio: TN PH8 — Peptona bacterioldgica 16 (g L™!); extrato de levedura (4 g L™"); sais marinhos (40 g
L™1); pH 8,0, Tris 20 mM na presenca de DMSO (1%)
Data do inoculo: 20/08/2025

Volume do indculo: 750 mL

OD inicial do inoculo: 0,05

Data de montagem do sistema: 21/08/2025

Data de teste do protdtipo em campo: 22/08/2025
Horario de teste do prot6tipo em campo: 19h00
Local Exato do Teste: Campus do Vale — UFRGS, Porto Alegre-RS, Brasil - 30°03'59.6"S
51°07'21.7"W

Tipo de via: Chéo batido

Condicbes da Via:

() Seca

( ) Umida

(x) Molhada

(x) Pocas

Nivel de lluminacdo Natural: 1 (lua)
Temperatura Ambiente (eC): 23

Umidade Relativa do Ar: 75%

Condicéo do Céu:

( ) Ensolarado

(x) Noturno

(x) Nublado

( ) Chuvoso

( ) Garoa

( ) Neblina

( ) Temporal

Velocidade do Vento: 8Km/h

Descri¢cdo do Tempo: Dia de sol com algumas nuvens e chuva passageira. Noite com muitas nuvens.
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Temperatura entre 16 e 26°C, com chuva (65,2 mm). Vento com direcdo ENE, umidade do ar entre 70 e
89%.

4.3.4. Definicacéo da qualificacdo dos parametros

PROTOTIPO BIOELETROATIVIDADE - TESTE DE CAMPO 01

Identificacédo do Protétipo: PBEL001S2

Tempo para Instalagdo do Protétipo em Campo: 10 min

Tempo do Teste em Campo: 60 min

Tensdo e Corrente de Saida: tenséo de 12 V e corrente de 0,40 PA.

Variacdo da Diferenca de potencial ao longo do tempo: Existe variacao da tensao ao longo do tempo.
A Tabela 46 apresenta a diferenca de potencial observada durante o periodo de avaliagdo do protétipo de

bioeletroatividade.

Tabela 46. Registro de diferenca de potencial observada no prototipo de bioeletroatividade ao longo do

tempo.
Data da leitura Diferencia de potencial (ddP)
21.08 2,81V (sistema 1) + 11 V (sistema 2) + 4 V (sistema 3) = 17,8 V
22.08 12v
25.08 5.5V
26.08 4.5V
27.08 4.4V
28.08 4.4V
29.08 4.3V

Status Visual do Prototipo: N&o foram observadas mudancas visuais na estrutura ou componentes.
Observacdes de Acumulo de Sujeira: Nao foi observado acumulagéo de sujeira.

Danos Visiveis: Nao foram observadas rachaduras, quebras ou deformacdes.

Umidade Interna do Prototipo: 72% (sistema 1), 76% (sistema 2), 77% (sistema 3)

pH Interno do Prototipo: 7-8 (sistema 1), 7-8 (sistema 2), 7-8 (sistema 3)

Temperatura interna do Protdtipo: 21,8°C (sistema 1), 21,2°C (sistema 2), 21,6°C (sistema 3)
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4.3.5. Analise estatiticas dos dados observados

PROTOTIPO BIOELETROATIVIDADE - TESTE DE CAMPO 01

Identificagdo do Protdtipo: PBEL001S2

Estabilidade da Sinalizacdo (Luminosidade/Intensidade ao Longo do Tempo): Durante o tempo de
avaliacdo do prototipo em campo houve estabilidade da luminosidade e intensidade. No entanto, como ja
é conhecida a degradacdo, com o tempo devera haver perda da intensidade luminosa produzida.
Gradacéo da Intensidade Luminosa: A intensidade da luz varia ao longo do tempo, demonstrando
degradacdo. No entanto, a maior diferenca de potencial é registrada entre 24 e 120h, valores referentes a
uma Unica célula (7 mL). A Tabela 47 apresenta os valores de diferenca de potencial e biomassa

registrados ente 0 e 28 dias.

Tabela 47. Registro de gradacdo da diferenca de potencial para uma célula de bioeletroatividade (meio

TN PHS8).
Tempo Biomassa (OD600) DDP %DDP

OH 0,050 18,725 100
24H 0,759 74,225 396
48H 0,846 160,675 858
120H 0,859 108,9 582
168H 0,954 58,25 311
14D 1,037 32,025 171
21D 1,061 24,475 131
28D 1,079 21,275 114

Cabe ressaltar, que adicéo de 3% de NaCl na formulagéo aumenta o tempo de durabilidade dos sistemas
por 28 dias, sem comprometer significativamente a biomassa, sendo considerada uma estratégia para
prototipos futuros, bem como a adicéo de flavinas e L-Serina devem ser considerados na formulagéo final.
O NacCl, em concentracdo de 3%, atua como um estabilizador do sistema, provavelmente ao otimizar o
ambiente osmético para a Shewanella (uma bactéria de origem marinha ou costeira, adaptada a ambientes
salinos) e inibir o crescimento de microrganismos contaminantes que poderiam competir por substrato ou
degradar o biofilme anodico. Essa durabilidade estendida € um fator de viabilidade econdmica e

operacional para prototipos de sinalizagdo. A sugestdo de incluir flavinas e L-Serina na formulacéo final
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visa atacar diretamente a eficiéncia da Transferéncia Extracelular de Elétrons (EET), complementando a
estabilidade conferida pelo NaCl. As flavinas (riboflavina, FMN) sdo essenciais para a Shewanella por
atuarem como mediadores de elétrons solUveis. Elas capturam elétrons da superficie da bactéria e os
transportam pela solugdo até o &nodo (eletrodo). A adicdo de flavinas na formulag&o inicial garante que a
bactéria ndo precise gastar energia e tempo para produzir esses mediadores em grandes quantidades,
acelerando a producdo de energia e, consequentemente, a intensidade da luz gerada. A L-Serina é um
aminoacido que, além de ser um bloco construtor de proteinas e enzimas, € um substrato de carbono e
nitrogénio de facil e rapido assimilacdo. Sua inclusdo visa fornecer um "combustivel premium™ que a
bactéria pode oxidar rapidamente, mantendo uma alta taxa de respiracdo e de liberacdo de elétrons de
forma continua, o que é crucial para manter a voltagem estavel ao longo do tempo. No entanto, a adi¢do
destes ingredientes deve ser avaliada financeiramente, investigando o custo-beneficio de aumentar a
complexidade da formulacéo.

Consumo de Nutrientes/Substrato (para Bioeletroatividade): O microrganismo depende de substrato
para a producdo de diferenca de potencial. Este substrato é consumido com o tempo e também sofre
variacdo de pH a partir do metabolismo dos microrganismos, 0 que pode levar a perda de
bioeletroatividade, mesmo com a quantidade de nutrientes disponivel. Pra o0 microrganismo em questao,
ele tolera bem pH entre 6 e 8.

Tempo Gasto na Instalacdo de Cada Protdtipo: 96h

Recursos Necessarios para Instalacdo: Sdo necessarias ferramentas gerais € uma Unica pessoa para a
instalacao.

Observacdes sobre a Facilidade de Manutenc¢do: Considerando a troca do médulo inteiro, o sistema
pode ser considerado de facil manutencdo. como o eletrélito do proto6tipo, este também precisa ter seu
funcionamento verificado em temperaturas mais baixas (abaixo de 10° C). Na atual versdo, o prototipo
prevé a troca do médulo inteiro para manutengdo. O que pode ser feito em aproximadamente 10 minutos.
Estimativa de tempo entre manutenc¢des: Com base nos dados coletados durante 8 dias, foi verificado
que o sistema tem durabilidade minima de 8 dias. O sinalizador comercial vem com 2 baterias AA Ni-h
1,2v ligadas em série, totalizando 2,4 V.

Uniformidade da Sinalizac¢éo: Distribui¢do uniforme.

Facilidade de Reparo e Modularidade de Componentes: O médulo pode ser acessado com facilidade
para troca.

Resisténcia a Corrosao: O sistema nao foi submetido a testes de névoa salina acelerada (ISO 9227).

Entretanto cabe mencionar que o médulo é feito de material polimérico, o qual apresenta excelente
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resisténcia a corrosdo nesse meio. Da mesma forma, as placas de carbono (fabricados a partir de puro
grafite flexivel) sdo consideradas inertes em meios contendo cloretos. Além disso, o aluminio (material
do eletrodo e das conexdes elétricas) é um material que apresenta boa resisténcia a corrosao em ambientes
salinos devido a formacdo de uma camada passiva na sua superficie. Entretanto, essa camada passiva
formada no aluminio pode conferir resisténcia elétrica ao sistema, 0 que pode afetar negativamente o
desempenho da bateria, por isso, seriam necessarios testes de longa duracdo com diferentes concentracdes
de sal no eletrélito para determinar o comportamento desse componente.

Resisténcia a Vibracéo: O prot6tipo nao foi submetido a testes de vibracdo (ANSI C136.31). Porém na
versdo atual o protdtipo (dispositivo conceitual) apresenta fragilidades no transporte, precisando de
melhorias dos componentes de fixagéo.

Protecdo de Entrada (Classificacdo IP): O prot6tipo ndo foi avaliado segundo a IEC 60529. Na versao
atual do prototipo (dispositivo conceitual) ndo ha um sistema de protecdo a poeira e umidade, precisando
de melhorias nesse quesito.

Resisténcia ao Impacto (Classificacdo I1K): O protétipo ndo foi submetido a testes de a impactos
mecanicos (IEC 62262). Porém na versdo atual o protétipo (dispositivo conceitual) apresenta fragilidades
no transporte, precisando de melhorias dos componentes de fixagéo.

Degradacao UV de Materiais: Considerando que é prevista a instalacdo dos modulos de baterias dentro
do cone de sinalizacdo, entende-se que o sistema de armazenamento de energia estaria protegido da
degradacdo UV dos materiais.

Ciclo de Temperatura e Estresse Térmico (-20°C a +40°C): O prot6tipo ndo foi exposto a esta variagdo
de temperatura. Porém cabe mencionar que como o dispositivo é composto por eletrélito aquoso, 0 mesmo
esta limitado ao uso em temperaturas em que a &gua se mantenha no estado liquido, ou seja, temperaturas
proximas de zero grau ou abaixo disso afetam o desempenho do dispositivo ou até mesmo impossibilitar
seu uso. A bactéria em questdo foi avaliada quando exposta a um gradiente de temperatura. Em relagédo a
biomassa, a temperatura 6tima é de 30° C.

Compatibilidade de Materiais: Os materiais dos modulos foram compativeis com os eletrodos e com o
eletrolito, ndo sofrendo degradacdo. Para garantir a integridade dos eletrodos, ensaios de longa duragéo
ainda precisam ser conduzidos.

Integridade da Fiacdo e Conexdes: A fixacdo e as conexdes precisam de melhorias, porém, por se tratar
de um dispositivo conceitual fechado, poucos riscos sdo esperados para a fiagdo e conexdes. As bactérias
vivem em um ambiente osmotico especifico dentro da formulacdo. A entrada de agua doce em grande

volume (hipot6nica) pode fazer com que a dgua entre nas células bacterianas por osmose, causando seu
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inchaco e ruptura (lise celular), matando-as. Desta forma, a sensibilidade & &gua doce é uma
vulnerabilidade critica para a aplicacdo desse prototipo em ambiente rodoviario. Por ser uma bactéria de
origem marinha, o impacto da umidade/chuva pode ser a inativacdo da atividade em caso de acidente
rodoviario com rompimento do sistema. Por este motivo, foi avaliada a sensibilidade da bactéria a um
gradiente de salinidade (0 a 12%), a fim de identificar o comportamento frente a uma possivel diluicdo ou
evaporacdo. Para a manutencdo da viabilidade das células bacterianas, o teor de sal deve se manter
idealmente entre 2 e 8%. A biomassa resistiu na auséncia de sal, durante apenas 48h.

Intensidade Luminosa: As normas brasileiras, como as da ABNT NBR 5101 (para iluminagédo publica)
e 0s manuais de sinalizag¢&o de 6rgdos como o DNIT e DERs, estabelecem os requisitos.

1. Sinalizagdo Ativa (Luminérias, Dispositivos Luminosos):

o Para a iluminacdo publica em rodovias, a ABNT NBR 5101:2012 (lluminacéo Publica —
Procedimento) estabelece valores minimos de iluminancia media (lux) e uniformidade para
diferentes classes de vias. Por exemplo, vias coletoras de Classe A2 podem ter uma
iluminancia média de 20 lux. Trevos em vias rurais podem exigir niveis de iluminancia
50% superiores aos da via principal.

o No caso do seu prototipo com bactérias bioluminescentes, ele seria uma fonte de luz ativa.
Ndo h& uma norma especifica em lux para "bioluminescéncia como sinalizacdo de
demarcacgdo"”, mas ele precisaria atingir uma luminancia minima percebida pelo motorista
que o tornasse eficaz. Para painéis luminosos ou dispositivos auxiliares, as especificacfes
geralmente focam na intensidade luminosa e na uniformidade.

2. Sinalizacdo Passiva (Retrorefletiva - Peliculas e Tintas):

o A maior parte da sinalizacdo rodoviaria (placas, demarcacdes horizontais) utiliza materiais
retrorrefletivos. Para esses materiais, as normas (como a do DER-SP mencionada em sua
pesquisa) estabelecem coeficientes minimos de retrorrefletividade em candelas por lux por
metro quadrado (cd-1x''m2) para diferentes tipos de pelicula (Tipo I, Tipo II, Tipo III),
angulos de observacéo e de entrada. Esses valores sdo criticos para garantir que a luz dos
farois dos veiculos seja refletida de volta ao motorista de forma eficiente.

A cor da luz emitida deve ser consistente com os padrdes de sinalizagdo viaria (geralmente branco ou
amarelo), mantendo um contraste adequado com o pavimento, e isso foi validado em campo.

Biodegradacdo/Impacto Ambiental no Local: Embora a proposta seja sustentavel, € importante
observar se ha algum residuo ou impacto no solo e na flora local, em caso de vazamento, devido aos

componentes dos protétipos.
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Analise do Fluxo de Residuos: O prototipo apresentado gerou cerca de 2 Kg de residuos biologicos
solidos e liquidos.
Custo-Beneficio (Estimativa Preliminar): A estimativa inicial do custo de instalacdo deste prototipo de

iluminagdo sustentavel é de R$ 461,99, descriminado na Tabela 48.

Tabela 48. Estimativa de custo de material para a construcdo de um prot6tipo de bioeletroatividade. N&o

estdo incluidos os custos com transporte, instalacdo, batelada em biorreator, mao de obra ou sistema

otimizado.
Material Quantidade Valor

Balizador 1 RS 78,65
Sinalizador 1 RS 129,35
Sistemas 6 RS 120,00
Aluminio 1 RS 3,60
Agar 17¢g RS 31,28
Fios de cobre 3m RS 4,11
Lixa 4 RS 8,00
NaCl 200 g RS 8,00
Grafite 1 RS 15,00
Meio de cultivo 35g RS 64,00

TOTAL RS 461,99

Percepcao Visual por Pedestres

Numero de Observadores: 3
Pedestres Observadores: Graziela Rigo, Rafael Castro, Adilar Gongalves dos Santos Jr.
Distancia Minima de Deteccéo Visual: 0 m
Distédncia Méaxima de Detec¢do Visual: 40 m
Clareza da Sinalizag&o: E nitida, limites do sinalizador visivel, mas n&o do balizador.
Ofuscamento: Os pedestres observadores ndo se sentiram ofuscados pela propria sinalizacdo em
ocorréncia de farois de veiculos acionados.
Percepcédo de Cor e Forma: Houve percepcao de cor (amarela/laranja) e forma (redonda) do sinalizador
pelos pedestres observadores.
Feedback Subjetivo do Pedestre:

Rafael Castro - A noite, a iluminacio pelo equipamento era perceptivel de uma distancia de 10

metros, entretanto, seu funcionamento como sinalizador se torna satisfatorio apenas mais proximo,
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como 3 metros. A luz emitida ndo € desconfortavel aos olhos, sem nenhum tipo de ofuscamento, mesmo
em curtas distancias.
Graziela Rigo - Durante a observacao em campo, percebi que a luz emitida pelo cone de sinalizacgao,
embora de baixa intensidade, era visivel em ambiente noturno e cumpria sua funcdo de demarcar a
area. A tonalidade da luz me pareceu agradavel e, em nenhum momento, provocou ofuscamento ou
desconforto visual. A visibilidade a certa distancia foi satisfatdria, permitindo a identificacdo do cone
com facilidade.
Adilar Gongalves dos Santos Jr. - Boa percepcao a baixa distancia, até 5 metros, sendo perceptivel
a diferenca entre ligado e desligado.

Luz Obstrutiva: Nao ha geracdo de luz obstrutiva.

Simulacdo de Deteccéo por Veiculo

Motorista e Carona Observadores: Vanessa Agostini — Motorista, Rafael Castro - Carona

Distancia Maxima de Deteccdo por Veiculo: 40 m

Ofuscamento pelos Fardis do Veiculo:
Farol baixo — ndo houve ofuscamento — 10 m
Farol alto — ndo houve ofuscamento — 10 m
Lanterna — ndo houve ofuscamento — 10 m

Distancia de Deteccdo de Objeto/Pedestre: A sinalizacdo ndo permite a identificacdo de objetos ou

pedestres proximos a uma distancia de 10 m

Distancia de Reconhecimento: 3 m

Feedback Subjetivo do Motorista e Carona:
Vanessa Agostini - De dentro do carro, a sinalizacdo é nitida de coloracdo amarelada em
contraste com o pavimento. N&o foi causado desconforto ou ofuscamento.
Rafael Castro - Como carona, é possivel identificar a luz emitida pelo equipamento, a 10 metros
de distancia, apenas se as luzes do carro ndo estiverem acesas ou iluminando o equipamento.
Ainda nesse caso, ndo foi possivel a identificacdo de objetos ao redor, apenas a luz do balizador
eravista. Com fardis ou lanterna ligados, néo € possivel identificar a emisséo de luz. A iluminacéo
néo é ofuscante, sendo confortavel a visdo.

Luz Obstrutiva: N&o ha geracdo de luz obstrutiva.

Avaliacao Qualitativa da Poluig¢éo Visual: 1
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Registros realizados em campo: Figuras 65, 66, 67, 68

Figura 65. Imagens do prototipo de bioeletroatidade PBEL001S2 em operacdo. Foto da esquerda:
protétipo em ambiente diurno desligado. Foto da direita: protdtipo em ambiente noturno ligado.

Figura 66. Imagens do protétipo de bioeletroatidade PBEL001S2 em operagdo. Foto da esquerda:
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protdtipo em ambiente diurno ligado. Foto da direita: prototipo em ambiente noturno ligado.

Figura 67. Imagem do protétipo de bioeletroatidade PBEL001S2 em operacdo durante a noite a uma

distancia de 10 m.
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Figura 68. Imagens do prototipo de bioeletroatidade PBEL001S2 em operacdo. Foto da esquerda:
protétipo em ambiente noturno ligado com lanterna de veiculo acesa. Foto do centro: prototipo em
ambiente noturno ligado com farol baixo de veiculo aceso. Foto da direita: protétipo em ambiente noturno

ligado com farol alto de veiculo aceso.

5. CONCLUSOES, CONSIDERACOES FINAIS E PRODUTOS
5.1. Consideracdes finais

O objetivo geral deste projeto foi desenvolver para teste em campo sinalizagcfes sustentaveis,
dentro das abordagens (i) bioluminescente e (ii) bioeletroatividade, passiveis de aplicacdo em rodovias
e/ou EPIs a partir de microrganismos marinhos. Tanto o objetivo geral quando os objetivos especificos
foram todos realizados com sucesso.

Os prototipos bioluminescentes (PBOL002r e PBOL002¢e) apresentaram facil instalacdo, bem
como atingiram os critérios de validacdo em ambiente relevante (tanto na rodovia, quanto no EPI). No
caso, do prototipo bioluminescente PBOLO0O2r, por se tratar de um sistema fechado, diminui os custos de
producdo, aplicagdo e manutencdo, a quantidade de residuos produzidos, e possiveis efeitos de
intempéries. Para o teste em ambiente operacional, o material do sistema deve ser composto por
poliuretano transparente com protecao térmica e UV para garantir a maior durabilidade.

Em relagéo ao protétipo de bioeletroatividade PBEL001S2, apesar de simples e conceitual, atendeu
aos citérios de operacdo em ambiente relevante. Para teste em ambiente operacional, o sistema precisara

de ajutes, principalmente os componentes caixa externa, conexdes e compartimentos, levando em conta o
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comportamento entre eletrodos e eletrolitos (células unitérias). A transferéncia desse conceito para um
dispositivo final requer um desenvolvimento mais complexo, visto que cada componente exige
conhecimentos especificos demandando uma equipe multidisciplinar e testes especificos de cara area.
Cabe ressaltar, que adigéo de 3% de NaCl na formulagéo aumenta o tempo de durabilidade dos sistemas
por 28 dias, sem comprometer significativamente a biomassa, sendo considerada uma estratégia para
prototipos futuros. Além disso, é possivel aumentar a concentracdo de NaCl na ponte salina para 2 M e
incrementar o meio de cultivo com compostos gque estimulem o microrganismo, como L-Serina e flavinas.

O desenvolvimento de prototipos de sinalizacdo a partir de microrganismos marinhos demonstra,
até o momento, um notavel alinhamento com os principios de sustentabilidade e a busca por um impacto
ambiental significativamente inferior quando comparado as tecnologias convencionais atualmente
empregadas. Os sistemas de sinalizacdo tradicionais dependem majoritariamente de materiais nédo
renovaveis, como baterias de litio ou chumbo-acido para armazenamento de energia, polimeros plasticos
de vida util limitada, e a constante necessidade de energia da rede elétrica, resultando em uma pegada de
carbono elevada e um complexo problema de descarte de residuos toxicos no final de seu ciclo de vida.

Em contraste, os prototipos desenvolvidos, baseados em bioluminescéncia e bioeletroatividade,
utilizam recursos bioldgicos renovaveis, eliminando ou minimizando a dependéncia de metais pesados e
reduzindo drasticamente a necessidade de insumos energéticos externos. A avaliacdo preliminar do ciclo
de vida indica que a abordagem de biotecnologia marinha ndo s6 oferece uma solucéo de "energia verde"
intrinseca, mas também apresenta um potencial para o desenvolvimento de sistemas intrinsecamente mais
seguros e passiveis de biodegradacdo controlada ap6s o uso, reforcando a premissa de que a inovacgéo
biotecnoldgica, focada na biodiversidade marinha, € o caminho para o desenvolvimento de infraestruturas
rodoviarias verdadeiramente sustentaveis.

O diferencial do projeto reside no uso da vasta e protegida biodiversidade do BANCO
REGENERA. Gerando uma fonte de matéria-prima unica e renovavel, alinhando o projeto aos mais altos

padrdes de ESG (Ambiental, Social e Governanca) e fortalecendo o pioneirismo nacional.

5.2. Produtos Gerados

Os produtos gerados no desenvolvimento deste projeto, incluem: 03 relatério parciais e 01 relatorio
final; versao digital dos projetos de protétipo Bioluminescente e Bioeletroatividade, apos teste e validacdo
em campo dos prototipos fisicos desenvolvidos, bem como as informagGes necessarias a sua construcao;

submissdo de dois artigos cientificos para publicacdo de registro de novas espécies (Aliivibrio regenerae
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sp. nov. e Shewanella regenerae sp. nov.) e uma nota técnica do escalonamento da bactéria

bioluminescente. Além disso, o presente projeto ainda pode originar o depésito de patentes no futuro.
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TRANSPORTES TERRESTRES Cerrado

1. RESUMO

O projeto visa desenvolver um sistema de sinalizacdo sustentavel a partir de
microrganismos marinhos capazes de serem aplicados em elementos de sinalizagdo em
rodovias, pelas abordagens bioluminescéncia e bioeletroatividade. O presente relatério-resumo
apresenta o status das atividades realizadas entre os dias 1/05/2025 a 31/10/2025, nas quais

mantiveram em sua totalidade o cronograma de execucao previamente proposto.

2. ATIVIDADES PREVISTAS PARA O PERIODO

Abaixo estdo listadas as atividades previstas para o periodo:

1) M&o de obra do projeto

a) Bolsista nivel doutorando

b) Méo de obra especializada Regenera
2) Ensaios Bioluminescéncia

a) Validacgéo

b) Formulacéo

c) Desenvolvimento do prot6tipo

d) Analise dos resultados obtidos
3) Ensaios Bioeletroatividade

a) Otimizagéo

b) Desenvolvimento do prot6tipo

c) Analise dos resultados obtidos
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AGENCIA NACIONAL DE REGENERA

TRANSPORTES TERRESTRES Cerrado

3. ATIVIDADES EXECUTADAS NO PERIODO

Abaixo estdo listadas as atividades executadas no periodo:

1) Mé&o de obra do projeto

a) Bolsista nivel doutorando

b) Méo de obra especializada Regenera
2) Ensaios Bioluminescéncia

a) Validagéo

b) Formulacéo

c) Desenvolvimento do prototipo

d) Andlise dos resultados obtidos
3) Ensaios Bioeletroatividade

a) Otimizacéo

b) Desenvolvimento do prot6tipo

c) Analise dos resultados obtidos

4. JUSTIFICATIVAS

Todas as atividades previstas foram executadas de acordo com o cronograma fisico.

5. RESUMO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o periodo de vigéncia do presente relatorio, foram realizados diversos ensaios de
validacao, formulacdo e otimizacdo, visando o desenvolvimento de protdtipos sustentaveis de
sinalizacdo (rodovias e/ou EPIs) a partir de microrganismos marinhos para teste em ambiente
relevante, em duas abordagens: Bioluminescéncia e Bioeletroatividade. Os protétipos de
bioluminescéncia, construidos a partir da atividade do microrganismo selecionado (1485), se
mostraram perceptiveis a uma distancia de até 15 metros, validando o conceito em ambiente
relevante. Na abordagem de Bioeletroatividade, foi desenvolvido o prot6tipo, um sistema de
geracdo de energia com eletrodos de aluminio e carbono, que alimenta um sinalizador,
utilizando o microrganismo selecionado (848). Este sistema demonstrou potencial, sendo

detectavel por veiculos e pedestres a uma distancia de até 40 metros. Os resultados demonstram
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A‘AANTT ecovias

AGENCIA NACIONAL DE REGENERA Cerrodo

TRANSPORTES TERRESTRES

a viabilidade técnica e a alta sustentabilidade das abordagens, uma vez que utilizam recursos
bioldgicos renovaveis, contrastando com a alta pegada de carbono e o descarte de residuos
toxicos das tecnologias de iluminacdo convencionais. Estes resultados posicionam a
REGENERA/ECOVIAS CERRADO/ANTT como lideres absolutos em inovacdo verde para
infraestrutura em bioeletroatividade e bioluminescéncia para sinalizacéo de rodovias. Durante
0 periodo de vigéncia do presente relatorio ndo ocorreram atividades de capacitagdo,

participacdo em seminarios, congressos e visitas técnicas., nem aquisicdo de equipamentos.
Etapa 01: Bioluminescéncia

Validacado

Para validar os resultados obtidos até 0 momento, foram avaliados diferentes faixas de
parametros ambientais (meios de cultivo, temperatura, pH, salinidade) e, posteriormente,
testados de forma integrada de forma estatica e sob agitagdo (180 rpm).

As faixas de concentracdo de NaCl para crescimento foram determinadas em meio TS
suplementado com NaCl em concentra¢des variando de 0% a 12% (0, 0,5, 2, 3, 4, 6, 8, 9, 10,
11, 12%). O crescimento em diferentes temperaturas (4, 10, 20, 30, 37, 45, 60°C) e niveis de
pH tamponado (4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5, 9, 9,5, 10) foi determinado em meio MD. Os
ensaios apresentaram densidade éptica inicial de 0,05 a 600 nm e foram incubados com agitacao
(180 rpm) a 30°C. A biomassa (ODeoonm) € @ emissdo de luz (LUM) foram estimadas em 6h,

24h, 48h, 72h e 168h usando um espectrofotdmetro. A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 1. Crescimento (Biomassasoo nm) € emissdo de luz (Lum) da bactéria 1485 (180 rpm,
30 °C) expostos a diferentes meios de cultura, concentracfes de NaCl, temperaturas (°C) e

niveis de pH.

i Biomassa Luminescéncia
Meio de Cultura

Minimo Maximo Nédia Minimo Maximo Meédia

MD 0,270 0,863 0,634 207 12058 5567

BO1485 0,787 1,073 0,914 603 33847 14925

TS 0,104 0,663 0,2635 3 47530 7740
NaCl (%) Biomassa Luminescéncia

Minimo Maéaximo Minimo Maéaximo Minimo Maximo
0 0,137 0,663 0,271 3 2195 443
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A‘AANTT ecovias
R e s REGENERA Cerrado
0,5 0,369 0,826 0,580 2 2200 456
2 0,601 0,953 0,793 411 10486 6083
3 0,601 1,141 0,974 780 59440 14263
4 0,419 0,904 0,688 2 8231 4258
6 0,277 0,415 0,283 12 5851 1691
8 1,161 1,213 0,353 2 43 10
9 0,069 0,135 0,081 2 65 11
10 0,07 0,134 0,082 2 41 9
11 0,065 0,127 0,081 2 52 11
12 0,061 0,133 0,081 3 83 14
Temperatura Biomassa Luminescéncia
(°C) Minimo Maximo Minimo Maximo Minimo Maximo
4 0,171 0,712 0,375 273979 940258 544166
10 0,270 0,653 0,510 193127 1212214 629521
20 0,417 0,905 0,716 43565 842167 293614
30 0,604 0,784 0,700 207 12058 5178
37 0,279 0,715 0,399 52 15
45 0,161 0,234 0,1816 4 6 4
60 0,151 0,230 0,176 2 8 5
Biomassa Luminescéncia
PH Minimo Maéaximo Minimo Maximo Minimo Maximo
4,5 0,092 0,155 0,110 2 30 9
5 0,414 0,544 0,475 1462 294863 65567
55 0,542 1,136 0,727 2475 327829 73354
6 0,699 0,879 0,799 4384 322808 73429
6,5 1,187 1,303 1,244 6522 420324 90345
7 1,216 1,438 1,3222 1537 298674 68017
7,5 1,185 1,439 1,323 1472 373805 84112
8 1,128 1,574 1,446 4953 378799 95969
8,5 0,590 0,793 0,680 62 400265 102449
9 0,618 0,820 0,705 3 716271 160225
9,5 0,636 0,893 0,760 185 733411 148143
10 0,754 0,945 0,845 124 632072 127419
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A cepa bacteriana cresceu melhor em BO1485, seguido por MD e TS. Para emisséo de
luz por luminescéncia, 0 meio BO1485 foi mais eficaz, validando o DoE. O 1485 foi capaz de
crescer em concentragdes de NaCl variando de 0 a 8%, com uma concentragdo Otima para
crescimento entre 0,5 a 4%. Por outro lado, para emisséo de luz, a concentragdo 6tima de NaCl
foi de 3%. A bactéria foi capaz de crescer em temperaturas de 4 a 37 °C, com crescimento 6timo
ocorrendo em 20 °C e 30 °C. No entanto, para emissdo de luz, as temperaturas étimas estavam
entre 4 °C e 10 °C. A cepa também cresceu em niveis de pH de 5 a 10, com crescimento 6timo
em pH 6,5 a 8. Para emissdo de luz, ndo foram observadas diferencas no pH de 5 a 10.

Para avaliar a emissdo de luz da bactéria 1485 em diferentes parametros de composicéo,
com base nos resultados dos parametros individuais, um ensaio foi realizado em dois meios de
cultura, MD e BO1485. As culturas foram expostas a condi¢des estaticas (0 rpm) e agitadas
(180 rpm) em pH 6,5 ou 9 a 10°C. N-acetil-D-glucosamina (NAG) foi adicionada no tempo 0
(300 pL 15 mL?) — substrato de carbono previamente avalidado em Biolog EcoPlate,
representando as condi¢es ideais de crescimento com base em resultados anteriores. O ensaio
durou 100 dias, com andlises de buimassa e luminescéncia (em tubo Falcon de 50 mL contendo
15 mL de in6culo). A ODsoo inicial foi de 0,05 e o ensaio teve duragdo de 100 dias.

O meio BO1485 apresentou efeito significativo na luminescéncia a longo prazo,
enquanto o MD parece estimular a emissdo de luz de forma mais significativa na primeira
semana. O mesmo foi observado para a biomassa. Em relacdo ao pH, entre 48h e 7 dias, o pH
9 parece estimular mais a luminescéncia. A partir de 14 dias, seu estimulo é semelhante ao pH
6,5. No entanto, um pH mais acido permitiu que a luminescéncia fosse mantida até 100 dias.
Para a biomassa, o pH 6,5 foi mais positivo, exceto no Gltimo momento de amostragem. Em
relacdo ao tipo de incubacdo, maior luminescéncia foi registrada para culturas agitadas nas
primeiras 48h. No entanto, ap0s esse periodo, observou-se que culturas estaticas beneficiam a

emissdo de luz. Sua biomassa, no entanto, se beneficia da agitacéo.
Formulacéo

Para avaliar a capacidade do microrganismos 1485 em sobreviver a diferentes
ingredientes de uma formulacdo, foi realizado um teste de toxicidade com os seguintes potenciais

ingredientes: glicerol (confere aumento de flexibilidade, Tween 80 (confere aumento de adesao),
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6leo de soja (confere barreira contra a 4gua), cloreto de célcio (confere firmeza e barreira contra
a 4gua), goma xantana, alginato e siliconte (utilizado como base — reduz a perda de agua). O
ensaio foi realizado em placas multipocos contendo diferentes concentracfes dos ingredientes,
sendo avaliada a bioluminescéncia apés 72h de exposicéo.

Todos os ingredientes em pelo menos quatro concentragdes apresentaram resultados
seguros para aplicacdo em formulac&o bioluminescente. No entanto, a base alginato foi a que
apresentou resultados mais significativos de incremento de bioluminescéncia, auxiliando na
intensidade luminosa do microrganismo.

Foi avaliada a capacidade do microrganismo em sobreviver ao contado com o asfalto
com e sem formulacdo, sendo verificado que o susbtrato é téxico, independentemente dos
ingredientes utilizados para minimizar o contado. A bioluminescéncia é inativada, quase que
instantaneamente ao contato. Desta forma, a formulacdo deve ser isolada do contato com o
asfalto.

Com base nos resultados obtidos e nos protoétipos idealizados, foram desenvolvidades

duas opc¢oes de formulacéo:

a. Ingredientes: BO1485 + CaCl2 2% + Alginato 3,5% + Agua do Mar + Microrganismo
1485

Tipo de Formulagéo: Esferas
Processo: uma base contendo o0 meio BO1485 + Alginato 3,5% é preparada em
plataforma magnética agitadora aquecida (30°C). Apo6s completa
homegenizagéo e dissolucdo do alginato, resfria-se a formulagédo para adi¢do dos
microrganismos na concentragdo >1x108 em fotons para obter uma concentragao
final >1x10° em fotons (10% de indculo em relacdo a formulagio).
Posteriormente, pipeta-se com auxilio de uma agulha a formualcao em solucéo
de CaCl2 2% diluido em H>O do mar sob agitacdo, para a fomagdo de

microesferas bioluminescentes (Figura 1).
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Figura 1. Formulagdo bioluminescente com o microrganismos 1485 por meio de processo de

esferificacéo.

b. Ingredientes: BO1485 + NAG + Alginato 3,5% + Microrganismo 1485
Tipo de Formulacao: Liquida
Processo: Producdo em reator do microrganismo em meio BO1485 (in6culo
inicial 0,05) por 6 horas (pH 6,5, temperatura 10°C, com oxigenacdo, estatico),
adicdo de Alginato 3,5% (30% do volume total do reator) + NAG (1mL 50mL"
1. Ap6s 2h a formulagio esta pronta (Figura 2).

e e 1

Figura 2. Formulagdo bioluminescente com o microrganismos 1485 por meio de processo em
reator.

Desenvolvimento do protétipo

Os prototipos biolumenescentes desenvolvidos se basearam na aplicacdo das formulagdes
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(esferas e liquida). O objetivo foi a validacdo em ambiente relevante (TRL 5) do potencial de
aplicacdo na sinalizacdo de rodovias e EPIs. Para tal, foram projetados dois protétipos para cada

formulacdo, para a sinalizagdo de rodovias e sinalizacao de EPI em dois testes em campo.

Identificac@o dos Prototipos — Teste 1: PBOLO001r (rodovia) e PBOL00Le (EPI)

Descrigdo do Prototipo: O protétipo PBOL001r emprega duas mangueiras caneladas de 3,20
metros de comprimento para a demarcacéo de acostamentos e faixas. A formulacao inovadora
consiste em bactérias bioluminescentes encapsuladas em esferas de alginato de sodio (3,5%)
com nutriente (Peptona Bacterioldgica) e sal (H2O do mar), as quais sdo depositadas nas
canaletas das mangueiras. Este design oferece uma solugdo inovadora e potencialmente
autoiluminada para a sinalizacao de segurancga viaria. O prototipo PBOL001e é um capacete de
EPI com a formulacéo de esferas inserida na frente capacidade em fita transparente e maleavel

(Figura 3). Abaixo uma imagem gerada por inteligéncia artificial, representando a expectativa

para os prototipos PBOL001r e PBOLOOLe (Figura 4).

Figura 3. Componentes utilizados para a construgcdo dos protétipos bioluminescentes com
formulacdo composta por esferas de alginato de sédio (imagens acima) e pelos sistemas
escolhidos para a insercdo da formulagdo PBOLOO1r (embaixo a esquerda) e PBOLOOle

(embaixo a direita).
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Figura 4. Imagem gerada por inteligéncia artificial, representando a expectativa para os
prototipos PBOLOO01r (esquerda) e PBOLO0OLe (direita).

Identificagdo dos Protdtipos — Teste 2: PBOL002r (rodovia) e PBOL002e (EPI)

Descricdo do Protdtipo: O protétipo PBOL002r é sistema emprega duas mangueiras
transparentes de 20 mm internos de 10 metros de comprimento para a demarcacdo de
acostamentos e faixas. A formulacdo inovadora consiste em bactérias bioluminescentes em
meio viscoso (27% de alginato de sdédio a 3,5%), composto por nutrientes (Peptona
bacterioldgica) e sal (H.O do mar), sendo a producdo realizada em biorreator. Este design
oferece uma solu¢édo inovadora e potencialmente autoiluminada para a sinalizacdo de seguranca
viaria. O prototipo PBOL002e é um capacete de EPI com a formulacdo inserida em 50% da
capacidade de mangueira transparente e maledvel de 1 cm de didametro (Figura 5). Abaixo uma
imagem gerada por inteligéncia artificial, representando a expectativa para os prototipos
PBOLO002r e PBOL002e (Figura 6).
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Figura 5. Componentes utilizados para a construgdo dos protétipos bioluminescentes com
formulacéo viscosa (imagens acima) e pelos sistemas escolhidos para a inser¢éo da formulagéo
PBOLO002r (embaixo a esquerda) e PBOL002e (embaixo a direita).

Figura 6. Imagem gerada por inteligéncia artificial, representando a expectativa para os
prototipos PBOLO002r (esquerda) e PBOL002e (direita).

PROTOTIPO BIOLUMINESCENCIA - TESTE DE CAMPO 01

ID: PBOLOO1r (rodovia) e PBOLO01e (EPI)
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MICRORGANISMO: 1485

DATA DE TESTE DO PROTOTIPO EM CAMPO: 22/07/2025

HORARIO DE TESTE DO PROTOTIPO EM CAMPO: 19h00

Local Exato do Teste:

Campus do Vale — UFRGS, Porto Alegre-RS, Brasil - 30°03'59.6"S 51°07'21.7"W
Tipo de via: Chéo batido

Condicbes da Via:

Seca

Umida (X)

Molhada

Pocas

Nivel de lluminacdo Natural: 1 (lua)

Temperatura Ambiente (eC): 14,1

Umidade Relativa do Ar: 86%

Condicéo do Céu:

Ensolarado

Noturno (X)

Nublado (X)

Chuvoso

Garoa

Neblina

Temporal

Velocidade do Vento: 6Km/h

Descricdo do Tempo: Dia de sol com algumas nuvens e névoa ao amanhecer. Noite com
poucas nuvens. Temperatura entre 9 e 22°C, sem chuva. Vento com direcdo NNW, umidade do
ar entre 69 e 97%.

Tempo para Instalacdo do Prototipo em Campo: 30 min

Tempo do Teste em Campo: 60 min

PROTOTIPO BIOLUMINESCENCIA — TESTE DE CAMPO 02

ID: PBOLO002r (rodovia) e PBOL002e (EPI)
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MICRORGANISMO: 1485

DATA DE TESTE DO PROTOTIPO EM CAMPO: 14/08/2025

HORARIO DE TESTE DO PROTOTIPO EM CAMPO: 19h30

Local Exato do Teste:

Campus do Vale — UFRGS, Porto Alegre-RS, Brasil - 30°03'59.6"S 51°07'21.7"W
Tipo de via: Chéo batido

Condicbes da Via:

Seca

Umida (X)

Molhada

Pocas

Nivel de lluminacdo Natural: 1 (lua)

Temperatura Ambiente (C): 9,4

Umidade Relativa do Ar: 76%

Condicéo do Céu:

Ensolarado

Noturno (X)

Nublado (X)

Chuvoso

Garoa

Neblina

Temporal

Velocidade do Vento: 10Km/h

Descri¢cdo do Tempo: Dia de sol com muitas nuvens durante o dia. Noite com muitas nuvens.
Temperatura entre 10 e 15°C, com 40% de probabilidade de chuva (3 mm). Vento com direcéo
S, umidade do ar entre 66 e 90%.

Tempo para Instalacdo do Prototipo em Campo: 10 min

Tempo do Teste em Campo: 60 min

Andlise dos resultados obtidos

PROTOTIPO BIOLUMINESCENCIA - TESTE DE CAMPO 01
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Identificacdo do Prototipo: PBOL00Lr (rodovia) e PBOLO001e (EPI)

Estabilidade da Sinalizacdo (Luminosidade/Intensidade ao Longo do Tempo): Durante o
tempo de avaliacdo do prototipo em campo houve estabilidade da luminosidade e intensidade.
No entanto, como ja é conhecida a degradacéo, com o tempo deveré haver perda da intensidade

luminosa produzida.

Gradacdo da Intensidade Luminosa: A intensidade da luz varia ao longo do tempo,
demonstrando degradagdo. No entanto, ha um incremento na bioluminescéncia entre 1 e 6 dias,
sendo inversamente proporcional a biomassa. A durabilidade da luminosidade esta diretamente

relacionada ao consumo de nutrientes/substrato e a concentracdo de oxigénio dissolvido.

Consumo de Nutrientes/Substrato: O protétipo depende de substrato para a producao de luz.
Este substrato é consumido com o tempo e também sofre variagdo de pH a partir do
metabolismo dos microrganismos, o que pode levar a perda de bioluminescéncia, mesmo com
a quantidade de nutrientes disponivel. Pra o microrganismo em questdo, ele tolera bem a

maioria dos pH, no entanto a sua maior producéo de bioluminescéncia ocorre nos pH 9 e 6,5.

Tempo Gasto na Instalacdo do Prot6tipo: Entre o repique e producdo das esferas para
construcdo do protétipo foram registradas 32 horas. Para producdo de 2L de esferas foram

necessarias 7 horas. Para instalacdo no local, 30 minutos.

Recursos Necessarios para Instalacdo: Para instalacdo foi necessaria mangueiras caneladas,

esferas produzidas, espatulas, pregos e martelo. Duas pessoas participaram na instalagéo.

Observacdes sobre a Facilidade de Manutencéo: Nao apresentou facilidade de limpeza para
reaproveitamento das mangueiras, o que dificultaria um recarregamento, ja que as esferas
degradas deveréo ser removidas para adi¢do de novas esferas, devendo ter componentes prontos

montados para substituicdo agil.

Estimativa de tempo entre manutencdes: Com o protétipo atual, a cada 2 dias.

Pagina 15 de 43



Docusign Envelope ID: 7E9167AB-70F1-4671-885A-3CD989A95A2C

A‘AANTT ecovias

AGENCIA NACIONAL DE REGENERA Cerrqdo

TRANSPORTES TERRESTRES

Uniformidade da Sinalizagéo: Durante o tempo de avalia¢do do protétipo em campo houve

uniformidade da sinalizacéo.
Percepcao Visual por Pedestres

Numero de Observadores: 2

Pedestres Observadores: Graziela Rigo, Rafael Castro

Distancia Minima de Deteccéo Visual: 0 m

Distancia Méaxima de Detec¢ao Visual:15 m

Clareza da Sinalizacdo: A sinalizagdo € nitida e os limites sdo bem definidos.

Ofuscamento: Os pedestres observadores ndo se sentiram ofuscados pela propria sinalizacao

em ocorréncia de farois de veiculos acionados.

Percepcéo de Cor e Forma:

Houve percepgdo de cor (azul esverdeado) e forma (linha) do sinalizador pelos pedestres

observadores.

Feedback Subjetivo do Pedestre:
Rafael Castro - A sinalizacéo, no escuro, pode ser identificada facilmente durante o
percurso na via. O brilho é confortavel a visdo, facilitando o deslocamento no periodo
noturno. Com 15 metros de proximidade, ja é claramente identificavel que a via esta
sinalizada.
Graziela Rigo - Ao observar o protétipo com bactérias bioluminescentes, notei que a
luz gerada foi suficiente para tornar o trajeto visivel, inclusive permitindo a
visualizagdo de elementos ao redor. A tonalidade da luz era suave, ndo causou
ofuscamento e proporcionou uma experiéncia visual confortavel.

Luz Obstrutiva: Nao ha impacto geral da luz nas areas circundantes, considerando o conforto

visual e a perturbacéo.
Simulacéo de Deteccéo por Veiculo
Motorista e Carona Observadores: Vanessa Agostini — Motorista, Rafael Castro — Carona

Distancia Maxima de Deteccéo por Veiculo: 15 m

Condicéo do Veiculo: parado
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Ofuscamento pelos Fardis do Veiculo: N&o € possivel identificar a emissdo de luz com o uso
de farois ou lanterna. A bioluminescéncia so é detectada em total escurid@o.
Farol baixo — ndo houve ofuscamento — 10 m
Farol alto — ndo houve ofuscamento — 10 m
Lanterna — ndo houve ofuscamento — 10 m
Distancia de Deteccdo de Objeto/Pedestre: A sinalizacdo ndo permite a identificacdo de
objetos ou pedestres proximos a uma distancia de 10 m
Distancia de Reconhecimento: 3 m
Feedback Subjetivo do Motorista e Carona:
Vanessa Agostini - De dentro do carro, a sinalizagéo € nitida de coloragdo esverdeada
em com contraste com o pavimento. N&o foi causado desconforto ou ofuscamento. E
necessario o breu total para que a bioluminescéncia seja perceptivel ao motorista.
Rafael Castro - De dentro do carro, a sinalizacao da faixa é eficiente em situacdes em
que ndo ha qualquer outro tipo de iluminacdo, sendo prontamente visualizada, sem
qualquer desconforto ou ofuscamento. Na presenca de outras luzes, a sinalizagdo néo
se destaca.
Luz Obstrutiva: N&o ha impacto geral da luz nas areas circundantes, considerando o conforto
visual e a perturbacéo.
Avaliacédo Qualitativa da Poluigéo Visual: 1

Registros realizados em campo: Figuras 7, 8, 9
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Figura 7. Imagens do prototipo de bioluminescéncia PBOL001r em operagdo. Foto da esquerda:
protétipo em ambiente diurno. Foto da direita: prot6tipo em ambiente noturno.

Figura 8. Imagens do protdtipo de bioluminescéncia PBOLO00le em operacdo. Foto da
esquerda: prototipo em ambiente diurno. Foto do centro e da direita: prototipo em ambiente

noturno.
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Figura 9. Imagens do prototipo de bioluminescéncia PBOL001r em operac¢do. Foto da esquerda:
protétipo em ambiente noturno com lanterna de veiculo acesa. Foto do centro: prototipo em
ambiente noturno com farol baixo de veiculo aceso. Foto da direita: protétipo em ambiente

noturno com farol alto de veiculo aceso.

Apesar da facil instalacdo do modelo testado, a sua manutencao parece dispendiosa (tanto para
rodovia, quanto para o EPI), devido a necessidade de troca geral dos componentes e ao nao
reaproveitamento dos mesmos. Além disso, a producao de esferas se tornaria onerosa para uso
em larga escala. Sugere-se o teste com mangueiras fechadas e com uma formulacdo liquida
viscosa em constante circuito como alternativa, saindo e um local fixo de abastecimento (e.qg.,

estacdo ou central de abastecimento).

PROTOTIPO BIOLUMINESCENCIA - TESTE DE CAMPO 02

Identificacédo do Prototipo: PBOL002r (rodovia) e PBOL002e (EPI)

Estabilidade da Sinalizacdo (Luminosidade/Intensidade ao Longo do Tempo): Durante o
tempo de avaliacdo do prototipo em campo houve estabilidade da luminosidade e intensidade.
No entanto, como ja é conhecida a degradacéo, com o tempo devera haver perda da intensidade

luminosa produzida.

Gradacdo da Intensidade Luminosa: A intensidade da luz varia ao longo do tempo,

demonstrando degradacao. No entanto, ha um incremento na bioluminescéncia entre 1 e 6 dias,
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sendo inversamente proporcional a biomassa. A durabilidade da luminosidade esta diretamente

relacionada ao consumo de nutrientes/substrato e a concentragéo de oxigénio dissolvido.

Consumo de Nutrientes/Substrato: O prototipo depende de substrato para a producéo de luz.
Este substrato é consumido com o tempo e também sofre variagdo de pH a partir do
metabolismo dos microrganismos, o que pode levar a perda de bioluminescéncia, mesmo com
a quantidade de nutrientes disponivel. Pra o microrganismo em questdo, ele tolera bem a

maioria dos pH, no entanto a sua maior producéo de bioluminescéncia ocorre nos pH 9 e 6,5.

Tempo Gasto na Instalagdo do Protétipo: Entre o repique e producdo em reator para
construcdo do prototipo foram registradas 72 horas (7 L). No entanto, foi verificado que é

possivel diminuir esse tempo para 30h.

Recursos Necessarios para Instalacdo: Para instalacdo foi necessarias mangueiras

transparentes preenchidas com a formulacdo. Duas pessoas participaram na instalacao.

Observacdes sobre a Facilidade de Manutencdo: Apresentou facilidade de limpeza para

reaproveitamento das mangueiras.

Estimativa de tempo entre manutencdes: Em fluxo continuo, ndo seriam necessarias

manutencdes frequentes, somente em caso de rompimento das mangueiras.

Uniformidade da Sinaliza¢do: Durante o tempo de avaliacdo do protétipo em campo houve
uniformidade da sinalizacdo, desde que a formulacéo fosse oxigenada, por isso a necessidade

de fluxo continuo.
Percepcao Visual por Pedestres

Numero de Observadores: 3

Pedestres Observadores: Bryan Tavares, Jéssica Scherer, Gabriel Stracke
Distancia Minima de Deteccéo Visual: 0 m

Distancia Méaxima de Detec¢do Visual: 25 m

Clareza da Sinalizagdo: A sinalizagdo € nitida e os limites s&o bem definidos.

Pagina 20 de 43



Docusign Envelope ID: 7E9167AB-70F1-4671-885A-3CD989A95A2C

A‘AANTT ecovias

AGENCIA NACIONAL DE REGENERA Cerrqdo

TRANSPORTES TERRESTRES

Ofuscamento: Os pedestres observadores ndo se sentiram ofuscados pela prépria sinalizacéo
em ocorréncia de fardis de veiculos acionados.

Percepcéo de Cor e Forma:

Houve percepcgdo de cor (azul esverdeado) e forma (linha) do sinalizador pelos pedestres
observadores.

Feedback Subjetivo do Pedestre:

Jéssica Scherer - A sinalizacdo bioluminescente proporcionou excelente visibilidade no
escuro, demarcando o trajeto de forma eficaz, bem como, o EPI utilizado no prototipo. A
tonalidade verde-azulada oferece um efeito visual confortavel, sendo claramente perceptivel a
cerca de 15 metros de distancia.

Bryan Tavares - A sinalizacdo bioluminescente era imperceptivel sob a luz natural do dia, mas,
a medida que a claridade diminuia, tornava-se progressivamente mais evidente. No ambiente
escuro, a via pode ser identificada com facilidade gracas as faixas bioluminescentes, que
emitiam um brilho azul suave delineando com preciséo seu contorno. Tanto as faixas quanto o
capacete com sinalizacBes bioluminescentes permaneciam visiveis mesmo a distancias
superiores a 15 metros, um alcance em que, normalmente, o olho humano néo distinguiria nada
além da escuriddo absoluta.

Gabriel Oliveira - Durante a noite, a sinalizacdo tem um brilho agradavel aos olhos, que
permite a facil identificacdo das marcacGes e a0 mesmo tempo ndo ofusca a visdo da estrada,
evitando assim, possiveis acidentes de transito.

Luz Obstrutiva: Nao ha impacto geral da luz nas areas circundantes, considerando o conforto

visual e a perturbacéo.
Simulacgdo de Deteccéo por Veiculo

Motorista e Carona Observadores: Vanessa Agostini — Motorista, Rafael Castro - Carona
Distancia Maxima de Deteccéo por Veiculo: 25 m
Condicéo do Veiculo: parado
Ofuscamento pelos Fardis do Veiculo: Néao é possivel identificar a emissdo de luz com o uso
de farois ou lanterna. A bioluminescéncia sé é detectada em total escuridao.

Farol baixo — ndo houve ofuscamento — 15 m

Farol alto — ndo houve ofuscamento — 15 m

Lanterna — ndo houve ofuscamento — 15 m
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Distancia de Deteccdo de Objeto/Pedestre: A sinalizacdo ndo permite a identificacdo de

objetos ou pedestres proximos a uma distancia de 15 m

Distancia de Reconhecimento: 5 m

Feedback Subjetivo do Motorista:
Vanessa Agostini - De dentro do carro, a sinalizagdo € nitida de coloragdo esverdeada
com contraste com o pavimento. Ndo foi causado desconforto ou ofuscamento. E
necessario o breu total para que a bioluminescéncia seja perceptivel ao motorista.
Rafael Castro - De dentro do carro, a sinalizacao da faixa € eficiente em situagcdes em
que ndo h& qualquer outro tipo de iluminacdo, sendo prontamente visualizada, sem
qualquer desconforto ou ofuscamento. Na presenca de outras luzes, a sinalizacdo néo
se destaca.

Luz Obstrutiva: Nao ha impacto geral da luz nas areas circundantes, considerando o conforto

visual e a perturbacéo.

Avaliacédo Qualitativa da Poluigéo Visual: 1

Registros realizados em campo: Figuras 10, 11, 12

Figura 10. Imagens do prot6tipo de bioluminescéncia PBOL002r em operacdo. Foto da
esquerda: protétipo em ambiente diurno. Fotos do centro e da direita: protétipo em ambiente

noturno.
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Figura 11. Imagens do prototipo de bioluminescéncia PBOL002e em operacdo. Foto da

esquerda: protétipo em ambiente diurno. Foto da direita: prot6tipo em ambiente noturno.
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Figura 12. Imagens do protétipo de bioeletroatidade PBOL002r em operacgéo. Foto da esquerda:
protdtipo em ambiente noturno com lanterna de veiculo acesa. Foto do centro: prototipo em
ambiente noturno com farol baixo de veiculo aceso. Foto da direita: protétipo em ambiente

noturno com farol alto de veiculo aceso.

Etapa 01: Bioeletroatividade

Otimizacao

Foi realizado um Planejamento Experimental (DoE) para otimizar a producéo de energia
pela bactéria 848. Para tal, foram selecionadas trés varidveis independentes. O DoE foi
realizado pela metodologia DCCR (23+6pc) (Tabela 2, 3, 4). Para o registro de producéo, foi
utilizado o prot6tipo de CCM de laboratoério apresentado anteriormente, com dois substratos de
carbono (anodo e cétodo), sendo a diferenca de potencial ddP monitorada por multimétro
(BOM-6007-BOMVINK - mV).

Tabela 2. Variaveis avaliadas no Planejamento Experimental (DoE — 1) a fim de otimizar a

atividade de bioeletroatividade do microrganismo 848.

Variaveis (g/L) -1,68 -1 0 1 1,68
MD 0,0 14,3 27,0 39,7 66,7

Extrato de Levedura 0,0 0,8 2,0 3,2 8,0
NaCl 0,0 3,8 10,0 16,2 40,0

Tabela 3. Planejamento Experimental (DoE — 1) para a linhagem 848.
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Ensaios MD Lev. NacCl
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
4 -1 1 1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0

Tabela 4. Planejamento Experimental (DoE — 1) para a linhagem 848 com detalhamento das

concentragdes (g/L) de cada variavel para cada ensaio (tratamento).

Ext.
Ensaios MD Lev. NaCl
1 14,3 0,8 3,8
2 39,7 0,8 3,8
3 14,3 3,2 3,8
4 39,7 3,2 3,8
5 14,3 0,8 16,2
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6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

REGENERA

39,7
14,3
39,7
0,0
66,7
27,0
27,0
27,0
27,0
27,0
27,0
27,0
27,0
27,0
27,0

0,8
3,2
3,2
2,0
2,0
0,0
8,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0

16,2
16,2
16,2
10,0
10,0
10,0
10,0
0,0
40,0
10,0
10,0
10,0
10,0
10,0
10,0

~
ecovidas

Cerrado

O ensaio 8 (39,7 g L™ de MD, 3,2 g L Extrato de Levedura e 16,2 g L™ de NaCl)
apresentou os resultados mais promissores com uma diferenca de potencial ddP média 182 mV.

O pico méaximo de producao foi registrado entre 144h e 168h (Tabela 5).

Tabela 5. Resultados do DoE — 1 para o microrganismo 848, sendo apresentado os valores de

diferenca de potencial ddP (mV) para cada ensaio (composicdo de diferentes varidveis) entre

1 e 9 dias.
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Ensaios 24h 48h 72h 144h 168h 192h 216h

1 -36 -16 -17 -15 -8 -1 3
2 -1 5 5 4 7 10 13
3 =77 -122 -186 -122 -80 -31 22
4 -101 -255 -247 -133 -103 -76 -57
5 -27 -27 -39 -68 -64 -55 -47
6 -18 -11 -26 -22 -16 -12 -10
7 =77 -86 -97 -88 -80 -74 -69
8 -66 -68 -140 -270 -274 -221 -238
9 -22 -16 -32 -63 -65 -65 -62
10 -32 -25 -41 -64 -62 -60 -58
11 -35 -27 -49 -90 -93 -91 -90
12 -70 -58 -95 -120 -98 =77 -62
13 -74 -57 -67 -52 -38 -31 -28
14 -21 8 6 -6 -9 -13 -19
15 -49 -23 -25 -19 -16 -9 -3
16 -62 -55 -52 -42 -36 -26 -19
17 -64 -62 -67 -53 -44 -34 -23
18 -57 -22 -28 -30 -28 -26 -25
19 -61 -62 -100 -120 -110 -104 -98
20 -89 -57 -100 -120 -120 -210 -199

O meio selecionado é extremamente rico em sal, 0 que pode mascarar a producdo de
energia a partir do microrganismo. Segundo Hau & Gralnick (2007) muitos genes para
transportadores de nutrientes dependentes de Na+ foram recrutados para usar o alto contetido
de Na+ como fonte de energia para o género Shewanella, talvez por isso a preferéncia por meio
salinos. Zhao et al. (2010) sugerem o meio TN para a producdo do género Shewanella. Este
género pode crescer anaerobicamente usando nitrato, dioxido de manganés (MnQO2),
trimetilamina N-6xido (TMAO) e/ou dimetilsulféxido (DMSO) comumente encontrados em
ambientes de sedimentos marinhos, como aceitadores de elétrons terminais.

O teste comparando os trés diferentes meios avaliou a biomassa e a diferenca de
potencial ddP ao longo do tempo (288h) em sistema com agitacdo (180 rpm) a 28°C, em
duplicata.

O tratamento mais efetivo foi o TN, tanto para a producdo de biomassa quanto para a
producdo de bioeletroatividade. Para validar os resultados obtidos até o momento, foram
avaliados diferentes faixas de pardmetros ambientais (meios de cultivo, temperatura, pH,

salinidade) e, posteriormente, testados de forma integrada de forma estatica e sob agitacéo (180
rpm).
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As faixas de concentragdo de NaCl para crescimento foram determinadas em meio TS
suplementado com NaCl em concentragdes variando de 0% a 12% (0, 0,5, 2, 3, 4, 6, 8, 9, 10,
11, 12%). O crescimento em diferentes temperaturas (4, 10, 20, 30, 37, 45, 60°C) e niveis de
pH tamponado (4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8, 8,5, 9, 9,5, 10) foram determinados em meio MD.
Os ensaios apresentaram densidade Optica inicial de 0,05 a 600 nm e foram incubados com
agitacdo (180 rpm) a 30°C. A biomassa foi estimada em 6h, 24h, 48h, 72h e 168h utilizando
um espectrofotdmetro para medir a absorbancia a 600 nm.

A cepa bacteriana cresceu melhor em meio TN, seguido por MD e TS. O 848 foi capaz
de crescer em concentragfes de NaCl variando de 0 a 12%, com uma concentragdo 6tima para
crescimento entre 2 e 8%. A bactéria foi capaz de crescer em temperaturas de 4 a 45 °C, com
crescimento 6timo ocorrendo a 30 °C. A cepa também cresceu em niveis de pH de 4,5 a 10,

com crescimento 6timo em pH de 6,5 a 8. A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 6. Crescimento (Biomassasoo nm) da bactéria 848 (180 rpm, 30 °C) exposta a diferentes

meios de cultura, concentracdes de NaCl, temperaturas (°C) e niveis de pH.

_ Biomassa
Meio
Minima Maxima Média
MD 0,329 0,888 0,698
TN 0,488 1,266 0,963
TS 0,208 0,869 0,590
NaCl (%) Biomassa
Minima Maxima Média
0 0,208 0,869 0,590
0,5 0,330 0,997 0,769
2 0,303 1,163 0,822
3 0,205 1,248 0,830
4 0,179 1,085 0,824
6 0,136 1,174 0,885
8 0,121 1,216 0,859
9 0,118 1,171 0,721
10 1,156 1,228 0,710
11 0,073 1,307 0,690
12 0,073 1,616 0,600
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Temperature Biomassa
°C Minima Maxima Média
4 0,140 0,775 0,400
10 0,208 1,085 0,743
20 0,292 1,044 0,770
30 0,710 1,186 0,956
37 0,334 0,775 0,508
45 0,222 0,469 0,325
60 0,144 0,219 0,166
oH Biomassa
Minima Maxima Média
4.5 0,081 0,781 0,434
5 0,163 0,671 0,639
55 0,409 1,224 0,792
6 0,472 1,339 0,875
6,5 0,914 1,629 1,266
7 0,570 1,616 1,220
7,5 0,357 1,577 1,169
8 0,545 1,710 1,366
8,5 0,462 1,033 0,740
9 0,469 1,019 0,739
9,5 0,490 1,030 0,743
10 0,536 1,185 0,850

Para avaliar a bioeletroatividade da bactéria 848, foi realizado um ensaio em dois meios
liquidos, MD e TN, com e sem adi¢do de 3% de NaCl. As culturas foram expostas a condigdes
estaticas (0 rpm) e agitadas (180 rpm) em pH 8 e 30°C, representando condic¢des Otimas de
crescimento com base em resultados anteriores. O ensaio durou 28 dias, com analises de ODsoo
(em um tubo Falcon de 50 mL contendo um indculo de 15 mL) e diferenca de potencial ddP
(em uma célula de combustivel microbiana— CCM com um indculo de 7 mL) realizadas em 0,
24, 48, 120, 168 horas e nos dias 14, 21 e 28. A densidade dptica foi medida usando um
espectrofotbmetro e a densidade de poténcia foi medida com um multimetro (BOM-6007-
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BOMVINK). A OD inicial foi de 0,05 e o in6culo foi adicionado a CCM sem formacao prévia
de biofilme.

Foram observadas diferencas entre os fatores que mais afetaram positivamente a
diferenca de potencial (ddP) e a biomassa das bactérias 848. Para a ddP, apenas o fator tempo
e a interagéo entre tempo e meio de cultura foram significativos. O meio TN apresentou ddP
significativa entre 24 e 168 horas. O meio MD apresentou densidade de poténcia significativa
entre 48 horas e 28 dias. J4 0 meio com adicao de sal apresentou ddP significativa entre 48
horas e 28 dias (TN + 3% NaCl) e 120 horas e 14 dias (MD + 3% NaCl) (Figura 3). O TN foi
o tratamento que atingiu ddP significativa mais rapidamente, enquanto a maior durabilidade foi
registrada para os tratamentos MD e TN + 3% NaCl. O maior valor de ddP registrado foi
observado para TN + 3% NaCl (250 mV).

Desta forma, o melhor meio de producéo de energia para a bactéria 848 é meio TN + 30
gL? de NaCl; pH 8,0, Tris 20 mM na presenca de DMSO (1%), 30°C, podendo ser
incrementado com o substrato L-Serina, previamente avaliado por Biolog Ecoplate para

crescimento da bactéria.
Desenvolvimento do protétipo

Desenvolvimento de dispositivo microbiano para geracdo de energia a partir de
eletroatividade de microrganismos. Nesta etapa, 0s microrganismos do BANCO REGENERA
selecionados com eletroatividade foram preparados para implementacdo nos prot6tipos de
escala de campo (sinalizacdo). Dentre os parametros avaliados em campo, inclui-se: viabilidade
do sistema, producdo de energia, validacdo durante o dia, validacdo durante a noite,
ofuscamento de farois, distancia de deteccdo por veiculo, poluicdo visual, tempo entre
manutencdes, resisténcia a intempéries. A qualificacdo dos parametros sera definida apds o
desenvolvimento do protétipo e teste em campo.

Com o intuito de melhorar o potencial operacional dos sistemas (diferenca de potencial
das células unitarias), foi proposto um sistema eletrodo de aluminio — eletrdlito (dgar — solucéo
contendo os indculo) — eletrodo de carbono.

Considerando que o requisito principal exigido para funcionamento de um sinalizar
comercial € uma bateria de 6V, é necessario a utilizagdo de modulos contendo mais do que
uma CCM unitéria para atender essa demanda. Para tal, serdo necessarios 2 médulos com 4

células unitérias utilizando o sistema eletrodo de aluminio — eletrolito (Agar — solucéo contendo
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os inéculo) — eletrodo de carbono. A seguir esta descrito o projeto para confeccdo de um

maodulo.
O primeiro passo € a confeccdo da meia célula composta por eletrodo de aluminio

envolto em agar. Para isso foi utilizado um molde para producdo dessa meia célula, conforme

ilustra a Figura 13.

1 - Suporte
2 - Aluminio
2
(]
(]
o
<t
| 4400 |
1
1 - Agar
2 - Aluminio
o
S
g 2
<
40,00

Figura 13. Producdo de meia célula aluminio-agar.
Essa meia célula é levada para o suporte do médulo CCM. Esse procedimento é

realizado para quatro células unitéarias individuais que compdem o mdédulo. A Figura 14

apresenta essa montagem.
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o, ‘ ’ | 130,00

1 - Suporte do mdédulo
2 - Agar
3 - Aluminio

Figura 14. Montagem do m6dulo CCM — etapa 1.

Na proxima etapa, o sistema é preenchido com a solucdo contendo o indculo e em
seguida a placa de vedacdo € colocada, com posterior colocacao dos eletrodos de carbono.

Por fim, o sistema é fechado. A Figura 15 apresenta essa montagem.

o 1 - Suporte
do médulo
2 - Agar

3 - Aluminio
4 - Carbono
5 - placa de
vedagdo

6 - Tampa

Figura 15. Montagem do modulo CCM - etapa 2.
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Cabe destacar que os mddulos serdo colocados no interior do cone de sinalizagéo, o

qual apresenta diametro inferior minimo externo de 250 mm, conforme mostra a Figura 16.

114 M (A)

Figura 16. Montagem do protdtipo do sinalizador alimentado com os moédulos CCM

(dimens6es do madulo em milimetros).

Identificacédo do Protétipo: PBEL001S2

Descricdo do Protétipo: O sistema de armazenamento de energia utilizado é caracterizado
como um banco de baterias feitas com eletrolitos contendo microrganismos. Esse sistema é
composto por dois mddulos feitos de material polimérico que tem a funcéo de fixar os eletrodos
e comportar o eletrolito. Cada modulo possui 24 células unitaria e cada célula unitaria possui
um eletrodo de aluminio imerso em &gar e outro eletrodo de carbono imerso na solucdo
contendo os microrganismos. Essas células sdo ligadas em série, ou seja, 0s terminais positivos
sdo conectados nos terminais negativos, dessa forma a diferenca de potencial de todas as células
unitaria é somada, fazendo com que o sistema tenha tensdo suficiente para ligar o sinalizador.
Para realizacdo dos testes foram montados 3 sistemas: Sistema 1 composto por 2 mddulos com
celulas unitarias contendo eletrodos de carbono-carbono. Sistema 2 composto por 2 modulos
com células unitarias contendo eletrodos de carbono-aluminio. Sistema 3 composto por 2
maodulos com células unitarias contendo tanto eletrodos de carbono-carbono quanto carbono-
aluminio. Todos os mddulos foram construidos utilizando um suporte (caixa organizadora)
composto por compartimento externo feito de material polimérico dentro do qual se
encontravam 7 conjuntos de 4 compartimentos individuais (Figura 17). Para construcdo dos

sistemas as tampas foram removidas, tanto do compartimento externo, quanto dos
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compartimentos internos. Os sistemas foram presos ao compartimento externo e as ligacoes
entre as unidades foram feitas com fios de cobre com auxilio de placa de aluminio para fixag&o.
Em seguida os dois mddulos foram acondicionados em uma caixa provisoria que foi utilizada
para garantir a estabilidade do sistema durante o transporte. Como eletrélito foi utilizada um
sistema composto por uma ponte salina sélida feita de agar (20 g L™*) em NaCl (0,6 M — 34 g
L) e eletrdlito liquido contendo o microrganismo (848) em meio de cultivo TN PH8. Abaixo

uma imagem gerada por inteligéncia artificial, representando a expectativa para o protétipo
PBEL001S2 (Figura 17).

Figura 16. Componentes do utilizados para a constru¢do do protétipo PBEL001S2 de

bioeletroatividade.
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Figura 17. Imagem gerada por inteligéncia artificial, representando a expectativa para o
protétipo PBEL001S2,

PROTOTIPO BIOELETROATIVIDADE - TESTE DE CAMPO 01

ID: PBELO01S2

MICRORGANISMO: 848

DATA DE TESTE DO PROTOTIPO EM CAMPO: 22/08/2025

HORARIO DE TESTE DO PROTOTIPO EM CAMPO: 19h00

Local Exato do Teste: Campus do Vale — UFRGS, Porto Alegre-RS, Brasil - 30°03'59.6"S
51°07'21.7"W

Tipo de via: Chéo batido

Condic0es da Via:

Seca

Umida

Molhada (X)

Pocas (X)

Nivel de lluminacao Natural: 1 (lua)

Temperatura Ambiente (C): 23

Umidade Relativa do Ar: 75%

Condicao do Céu:

Ensolarado

Noturno (X)

Nublado (X)

Chuvoso

Garoa

Neblina

Temporal

Velocidade do Vento: 8Km/h

Descri¢cdo do Tempo: Dia de sol com algumas nuvens e chuva passageira. Noite com muitas
nuvens. Temperatura entre 16 e 26°C, com chuva (65,2 mm). Vento com direcdo ENE, umidade
do ar entre 70 e 89%.

Tempo para Instalagdo do Protétipo em Campo: 10 min
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Tempo do Teste em Campo: 60 min

Analise dos resultados obtidos

~
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PROTOTIPO BIOELETROATIVIDADE — TESTE DE CAMPO 01

Identificacédo do Prototipo: PBEL001S2

Estabilidade da Sinalizacdo (Luminosidade/Intensidade ao Longo do Tempo): Durante o

tempo de avaliagdo do prot6tipo em campo houve estabilidade da luminosidade e intensidade.

No entanto, como ja é conhecida a degradacdo, com o tempo devera haver perda da intensidade

luminosa produzida.

Gradacdo da Intensidade Luminosa: A intensidade da luz varia ao longo do tempo,

demonstrando degradacdo. No entanto, a maior diferenca de potencial é registrada entre 24 e

120h, valores referentes a uma tnica célula (7 mL). A Tabela 7 apresenta os valores de diferenca

de potencial e biomassa registrados ente 0 e 28 dias.

Tabela 7. Registro de gradacdo da diferenca de potencial para uma célula de bioeletroatividade

(meio TN PH8).

Biomassa
Tempo (OD600) DDP  %DDP

OH 0,050 18,725 100
24H 0,759 74,225 396
48H 0,846 160,675 858
120H 0,859 108,9 582
168H 0,954 58,25 311
14D 1,037 32,025 171
21D 1,061 24,475 131
28D 1,079 21,275 114

Cabe ressaltar, que adicdo de 3% de NaCl na formulagdo aumenta o tempo de durabilidade dos

sistemas por 28 dias, sem comprometer significativamente a biomassa, sendo considerada uma
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estratégia para protétipos futuros, bem como a adicdo de flavinas e L-Serina devem ser
considerados na formulagéo final. O NaCl, em concentracdo de 3%, atua como um estabilizador
do sistema, provavelmente ao otimizar o ambiente osmético para a Shewanella (uma bactéria
de origem marinha ou costeira, adaptada a ambientes salinos) e inibir o crescimento de
microrganismos contaminantes que poderiam competir por substrato ou degradar o biofilme
anodico. Essa durabilidade estendida é um fator de viabilidade econdmica e operacional para
prototipos de sinalizacdo. A sugestdo de incluir flavinas e L-Serina na formulacao final visa
atacar diretamente a eficiéncia da Transferéncia Extracelular de Elétrons (EET),
complementando a estabilidade conferida pelo NaCl. As flavinas (riboflavina, FMN) s&o
essenciais para a Shewanella por atuarem como mediadores de elétrons solGveis. Elas capturam
elétrons da superficie da bactéria e os transportam pela solugéo até o anodo (eletrodo). A adicédo
de flavinas na formulacdo inicial garante que a bactéria ndo precise gastar energia e tempo para
produzir esses mediadores em grandes quantidades, acelerando a producdo de energia e,
consequentemente, a intensidade da luz gerada. A L-Serina é um aminoacido que, além de ser
um bloco construtor de proteinas e enzimas, é um substrato de carbono e nitrogénio de facil e
rapido assimilacdo. Sua inclusdo visa fornecer um "combustivel premium™ que a bactéria pode
oxidar rapidamente, mantendo uma alta taxa de respiracao e de liberacéo de elétrons de forma
continua, o que é crucial para manter a voltagem estavel ao longo do tempo. No entanto, a
adicdo destes ingredientes deve ser avaliada financeiramente, investigando o custo-beneficio

de aumentar a complexidade da formulacéo.

Consumo de Nutrientes/Substrato (para Bioeletroatividade): O microrganismo depende de
substrato para a producédo de diferenca de potencial. Este substrato € consumido com o tempo
e também sofre variacdo de pH a partir do metabolismo dos microrganismos, o que pode levar
a perda de bioeletroatividade, mesmo com a quantidade de nutrientes disponivel. Pra o

microrganismo em questéo, ele tolera bem pH entre 6 e 8.
Tempo Gasto na Instalacdo de Cada Prototipo: 96h

Recursos Necessarios para Instalacdo: Sao necessarias ferramentas gerais e uma tnica pessoa

para a instalacdo.
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Observacdes sobre a Facilidade de Manutenc¢do: Considerando a troca do moédulo inteiro, o
sistema pode ser considerado de facil manutencdo. como o eletrolito do prototipo, este também
precisa ter seu funcionamento verificado em temperaturas mais baixas (abaixo de 10° C). Na
atual versao, o protétipo prevé a troca do mddulo inteiro para manutencéo. O que pode ser feito

em aproximadamente 10 minutos.

Estimativa de tempo entre manutencgdes: Com base nos dados coletados durante 8 dias, foi
verificado que o sistema tem durabilidade minima de 8 dias. O sinalizador comercial vem com

2 baterias AA Ni-h 1,2v ligadas em série, totalizando 2,4 V.
Uniformidade da Sinalizacdo: Distribuicao uniforme.

Facilidade de Reparo e Modularidade de Componentes: O mddulo pode ser acessado com

facilidade para troca.
Percepcao Visual por Pedestres

Numero de Observadores: 3
Pedestres Observadores: Graziela Rigo, Rafael Castro, Adilar Gongalves dos Santos Jr.
Distancia Minima de Deteccéo Visual: 0 m
Distancia Maxima de Deteccdo Visual: 40 m
Clareza da Sinalizagdo: E nitida, limites do sinalizador visivel, mas n&o do balizador.
Ofuscamento: Os pedestres observadores ndo se sentiram ofuscados pela prépria sinalizacéo
em ocorréncia de farois de veiculos acionados.
Percepcdo de Cor e Forma: Houve percepcédo de cor (amarela/laranja) e forma (redonda) do
sinalizador pelos pedestres observadores.
Feedback Subjetivo do Pedestre:
Rafael Castro - A noite, a iluminagdo pelo equipamento era perceptivel de uma distancia
de 10 metros, entretanto, seu funcionamento como sinalizador se torna satisfatorio apenas
mais proximo, como 3 metros. A luz emitida ndo é desconfortavel aos olhos, sem nenhum
tipo de ofuscamento, mesmo em curtas distancias.
Graziela Rigo - Durante a observagdo em campo, percebi que a luz emitida pelo cone de

sinalizacdo, embora de baixa intensidade, era visivel em ambiente noturno e cumpria sua
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funcdo de demarcar a area. A tonalidade da luz me pareceu agradavel e, em nenhum
momento, provocou ofuscamento ou desconforto visual. A visibilidade a certa distancia foi
satisfatdria, permitindo a identificacdo do cone com facilidade.
Adilar Gongcalves dos Santos Jr. - Boa percepcao a baixa distancia, até 5 metros, sendo
perceptivel a diferenca entre ligado e desligado.

Luz Obstrutiva: Nao ha geracdo de luz obstrutiva.

Simulacao de Deteccéo por Veiculo

Motorista e Carona Observadores: Vanessa Agostini — Motorista, Rafael Castro - Carona
Distancia Maxima de Deteccdo por Veiculo: 40 m
Ofuscamento pelos Fardis do Veiculo:
Farol baixo — ndo houve ofuscamento — 10 m
Farol alto — ndo houve ofuscamento — 10 m
Lanterna — ndo houve ofuscamento — 10 m
Distancia de Deteccdo de Objeto/Pedestre: A sinalizacdo ndo permite a identificacdo de
objetos ou pedestres proximos a uma distancia de 10 m
Distancia de Reconhecimento: 3 m
Feedback Subjetivo do Motorista e Carona:
Vanessa Agostini - De dentro do carro, a sinalizacao € nitida de coloracdo amarelada
em contraste com o pavimento. Nao foi causado desconforto ou ofuscamento.
Rafael Castro - Como carona, € possivel identificar a luz emitida pelo equipamento, a
10 metros de distancia, apenas se as luzes do carro ndo estiverem acesas ou iluminando
0 equipamento. Ainda nesse caso, ndo foi possivel a identificacdo de objetos ao redor,
apenas a luz do balizador era vista. Com fardis ou lanterna ligados, ndo é possivel
identificar a emissao de luz. A iluminacdo néo é ofuscante, sendo confortavel a visao.
Luz Obstrutiva: Néo ha geracéo de luz obstrutiva.
Avaliacao Qualitativa da Poluic¢éo Visual: 1

Registros realizados em campo: Figuras 18, 19, 20, 21
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Figura 18. Imagens do protétipo de bioeletroatidade PBEL001S2 em operagdo. Foto da
esquerda: protétipo em ambiente diurno desligado. Foto da direita: prot6tipo em ambiente

noturno ligado.
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Figura 19. Imagens do prototipo de bioeletroatidade PBEL001S2 em operacdo. Foto da
esquerda: protétipo em ambiente diurno ligado. Foto da direita: protétipo em ambiente noturno

ligado.

Figura 21. Imagem do protétipo de bioeletroatidade PBEL001S2 em operagdo durante a noite

a uma distancia de 10 m.
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Figura 21. Imagens do protétipo de bioeletroatidade PBEL001S2 em operacdo. Foto da

esquerda: protétipo em ambiente noturno ligado com lanterna de veiculo acesa. Foto do centro:

protétipo em ambiente noturno ligado com farol baixo de veiculo aceso. Foto da direita:

prototipo em ambiente noturno ligado com farol alto de veiculo aceso.

6. QUADRO RESUMO - ATIVIDADES PREVISTAS X DESENVOLVIDAS

Atividades Produtos Atividades Stgtys das Produtos
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Previstas Esperados Executadas Gerados
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. Execucao dos <
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7. ANEXOS
7.1. Cronograma Fisico-Financeiro

7.2. Relatorio bolsista

Porto Alegre/RS, 30 de outubro de 2025.

Assinado por:

(—Mws Fumandes

CONCESSIONARIAECOVIASTI® CERRADO S.A

Assinado por:

Manis Freta
REGENERA BIOTECNOLOGIA S.A.
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DESCRIGCAO DO BEM DATA DE AQUISICAO DOCUMENTO DE AQUISICAO VALOR DA AQUISIGAO DESTINAGAO DO BEM
FREEZERS 07/12/2023 4.427.235 R$ 13.960,00 REGENERA - Armazenaento ¢ Manutengdo da viabilidade de Estoques de Microrganismos das abordagens Bioeletroatividade ¢ Bioluminescéncia
COMPUTADOR 07/12/2023 13405 RS 8.999,50 REGENERA - Operagao de Equipamento com softwares - Microscopio e Espectrofotometro
MICROSCOPIO 07/12/2023 92.496 R$ 35.379,55 REGENERA - Comprovagao da linhagem de microrganismo de trabalho por técnica de Gram
ESPECTROFOTOMETRO 19/01/2024 24/0499755-5 RS 361.508,89 REGENERA - Quantificagdo de biomassa (densidade optica) e de luminescéncia microbiana
CAPELA DE FLUXO LAMINAR 18/12/2023 33.168 RS 47.000,00 REGENERA - Execugdo de ensaios de bioeletroatividade em ambiente estéril
AUTOCLAVE 04/01/2024 2.715 R$ 21.950,00 REGENERA - Esterilizagdo de materiais
COMPUTADOR 07/10/2024 79 RS 9.699,00 REGENERA - Processamento de dados de bioinformatica
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CENTRIFUGA 25/11/2024 35.681 R$ 30.000,00 REGENERA - Centrifugagdo da amostras microbiologicas
CUBA E FONTE DE ELETROFORESE 02/12/2024 41153 RS 6.602,36 REGENERA - Biologia Molecular
BANHO SECO 02/12/2024 41153 R$ 8.727,00 REGENERA - Biologia Molecular
FOTODOCUMENTADOR 20/12/2024 12.296 R$ 25.650,00 REGENERA - Biologia Molecular
TERMOCICLADOR 20/12/2024 61631 R$ 27.220,00 REGENERA - Biologia Molecular

QUANTIFICADOR DE DNA 20/12/2024 20942 R$ 32.700,00 REGENERA - Biologia Molecular



DESCRICAO DOS EQUIPAMENTOS ADQUIRIDOS

ESTUDOS PARA O DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA SUSTENTAVEL PARA
APLICACAO EM ELEMENTOS DE SINALIZACAO DE RODOVIAS — FASE I

Figura 01: Freezer para estoque do projeto.

Figura 02: Computador para processar os dados obtidos.



Figura 03: Microscopio com camera acoplada para observagao dos microrganismos.

Figura 04: Espectrofotometro para avaliagdo de biomassa.



Figura 06: Autoclave para esterilizacao.
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Figura 7: Centrifuga para separacdo (fase solida e liquida)

Figura 8: Cuba e fonte de gel de eletroforese para biologia molecular



Figura 10: Fotodocumentador para analise da amplificacdo dos genes.



Figura 11: Termociclador para amplificagdo do gene de interesse.

I-Quant Touch

Figura 12: Quantificador de DNA para analisar a extragao.
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Abstract

This study describes the isolation and the taxonomic and physiological characterization
of a new bioluminescent bacterial species, designated Aliivibrio regenerae sp. nov.
(strain REG001485), isolated from a concrete pillar in a coastal marine environment in
the Blue Amazon region, Brazil, in November 2023. Phylogenetic and phylogenomic
analyses, including comparison of 16S rRNA sequences and multiple housekeeping
genes (gyrB, pyrH, recA, and rpoA), confirmed its position as a novel species within the
genus Aliivibrio, belonging to the family Vibrionaceae. The strain is classified as a
small, curved, Gram-negative, and motile rod. Physiologically, it is a facultative
anaerobic chemoheterotroph, capable of growing in a wide range of salinity (0-8%
NaCl) and pH (5-10). Notably, the strain's metabolism is fueled by N-Acetyl-D-
Glucosamine (NAG), the chitin monomer, which significantly promotes both biomass
and luminescence, corroborating the metabolic strategy of the genus Aliivibrio linked to
the degradation of marine polymers. Optimized conditions for light emission included
low temperatures (4°C—-10°C), suggesting that A. regenerae is a psychrotolerant
species with a cold-adapted luciferase, a contrasting adaptation to the mesophilic A.
fischeri. Finally, the study demonstrated an inversely proportional relationship between
high biomass and luminescence, characterizing the bioluminescent paradox, where
static condition and slightly acidic pH (pH 6.5) favored the maintenance of luminescent
activity for up to 100 days.

Keywords: marine environment; bacteria, light-emission; luminescence; new species
record.

Introduction

Bioluminescence, the capacity of living organisms to emit light, represents one of the
most fascinating and ecologically relevant phenomena in the marine environment.
Bioluminescent bacteria, particularly those in the family Vibrionaceae and the genus
Aliivibrio, are extensively studied due to their ecological dominance and
biotechnological potential [1,2].

The genus Aliivibrio was established in 2007 to reclassify a specific phylogenetic clade
previously housed within Vibrio, including the well-known Aliivibrio fischeri (formerly
Vibrio fischeri) [3]. This genus is a heterogeneous group of Gram-negative, motile, and
primarily marine bacteria that are functionally diverse. While A. fischeri is the model
species, famous for its obligate bioluminescent symbiosis with the Hawaiian bobtail
squid (Euprymna scolopes) - a relationship studied extensively for quorum sensing and
counter-illumination camouflage - other known species inhabit different ecological
niches. The genus's metabolic flexibility and ecological versatility across diverse marine
environments, ranging from mesophilic to psychrotolerant conditions and from free-
living or symbiotic existence to pathogenicity [4].

Despite the established importance and global distribution of this genus, the cultivable
microbial diversity across vast marine regions remains largely unexplored [5]. The
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Brazilian coastal marine environment, especially the region known as the Blue Amazon
(Amazonia Azul), constitutes an extensive biome with great potential for the discovery
of new species and strains with unique physiological adaptations [6]. The
characterization of new species is fundamental to expand the knowledge of marine
microbial biodiversity and identify strains with singular properties, such as the ability to
maintain luminescence under extreme environmental conditions.

In this context, the present work describes the isolation and characterization of a new
bioluminescent bacterial strain, REG001485, obtained from the Blue Amazon. Through
combined analyses of molecular taxonomy and detailed phenotypic characterization,
including the optimization of growth and luminescence conditions (temperature, pH,
salinity, and carbon sources), it was possible to classify the strain as a novel species,
herein designated as Aliivibrio regenerae sp. nov.. The obtained results reveal an
unexplored diversity and provide valuable insights into the metabolic and physiological
adaptations of bioluminescent bacteria to coastal marine environments.

Material and Methods
Bacteria strain

The bacterial strain REG001485, described as Aliivibrio regenerae sp. nov., was
isolated from Blue Amazon region, more specific in Brazilian coastal marine
environment at coordinates 30°08.56”S and 50°11.26’'W in November 2023. The strain
was collected from a concrete pillar of a fishing platform. Standard microbiological
methods were used for the isolation [7]. The isolate has been deposited in the
Regenera' Bank in Porto Alegre, RS, Brazil. The strain was maintained as stab cultures
in LSW, BO1485, and SM broth media, supplemented with 15% glycerol, and stored at
-80°C. (see the media description in Supplementary Material — SM Table 1).

Morphology

The cellular morphology and motility of the novel isolate were observed using optical
microscopy (100x) via the drop technique. Gram staining was performed using the
modified Hucker method. The bacteria were grown on different agar (MD, TCBS,
BO1485, and TS) media (see SM Table 1). The bacterium from the agar media was
incubated at 30°C for 48h.

Functional Diversity and Biochemical Tests

The Biolog EcoPlate™ (Biolog, Hayward, California) assay is a method used to assess
bacterial functional diversity [8]. It utilizes a 96-well microplate containing 31 different
carbon sources, categorized into carbohydrates, carboxylic acids, amino acids, amines,
and polymers, along with a control well. The microorganisms are inoculated into the
plate, and their metabolic activity is monitored by observing the color change of a
redox-sensitive dye as they consume the substrates. The degree of color development
in each well indicates the extent to which the microorganisms have utilized a particular
carbon source. To perform the assay, the bacteria were grown on solid MD medium for
24 hours at 30°C. The bacteria were then suspended in 0.9% saline, and the ODggq
was measured. In each plate well, 150 pL of a strain suspension (ODgoo = 0.085—
0.095) was added. Plates were maintained at 30°C for 72 hours. Absorbance readings
were performed at 590 nm, as well light-emission (LUM) at Oh, 6h and 72h.

Growth and light-emission characteristics

The bacteria were grown on different broth (MD, BO1485 and TS) media (see SM
Table 1). The bacterium was incubated with agitation (180 rpm) at 30°C for 168h. In
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this case, the optical density (ODeoonm) and the luminescence (LUM) was recorded
using a spectrophotometer (BioTek Synergy H1 - Agilent) at 6h, 24h, 48h, 72h, and
168h, and was used as an estimation of bacterial biomass and light-emission,
respectively.

Ranges of NaCl concentration for growth were determined on TS medium
supplemented with NaCl at concentrations ranging from 0% to 12% (0, 0.5, 2, 3, 4, 6,
8, 9, 10, 11, 12%). Growth at different temperatures (4, 10, 20, 30, 37, 45, 60°C) and
buffered pH levels (4.5, 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9, 9.5, 10) were determined on MD
medium. The assays had an initial optical density of 0.05 at 600 nm and were
incubated with agitation (180 rpm) at 30°C. Biomass (OD600nm) and light-emission
(LUM) were estimated at 6h, 24h, 48h, 72h, and 168h using a spectrophotometer.
Oxygen requirements were evaluated using thioglycolate semi-solid medium [9].

To evaluate the light-emission of Aliivibrio regenerae sp. nov. at different parameters
composition, based on the individuals’ parameters results, an assay was performed in
two broth media, MD and BO1485. The cultures were exposed to both static (0 rpm)
and agitated (180 rpm) conditions at pH 6,5 or 9 at 10°C. N-Acetil-D-Glucosamine
(NAG) was added on time 0 (300 uL 15 mL™), representing optimal growth conditions
based on previous results. The assay lasted 100 days, with analyses of OD¢oo and
LUM (in a 50 mL Falcon tube containing a 15 mL inoculum). The initial ODgg, was 0.05.

Enzymatic and other metabolic assays

The catalase assay was used to identify the presence of the enzyme responsible for
decomposing hydrogen peroxide (H,O,). The bacterium was cultured on MD agar
medium and incubated at 30°C for 24 hours. The reagent, 30% H,O,, was pipetted
onto the colony. Enterococcus faecalis (ATCC 29212) was used as a negative control,
while Staphylococcus aureus (ATCC 33592) was used as a positive control.

The oxidase assay is used to identify bacteria that possess the cytochrome ¢ oxidase
enzyme, which participates in the electron transport chain using oxygen as the final
electron acceptor. The test uses the reagent tetramethyl-p-phenylenediamine (1%),
which is pipetted onto the colony. For this test, the bacteria were cultured on MB
medium and incubated at 30°C for 24 hours. When present, the enzyme oxidizes the
reagent, resulting in a color change to purple or dark blue. Escherichia coli (ATCC
25922) was used as a negative control, and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442)
was used as a positive control. The production of the amylase (hydrolyzes starch),
protease (catalyzes the breakdown of peptide bonds in proteins), lipase (breaks down
fats), alginate lyase (degrades alginate), and DNase (degrades DNA) enzymes was
evaluated on a specific solid medium (see SM Table 1). After 48 hours of incubation at
30°C, strain growth and halo formation were observed.

The nitrate reduction assay in BHI broth was used to determine whether the bacteria
were capable of reducing nitrate (NOs™) to nitrite (NO,™) or other nitrogenous
compounds [10]. The presence of nitrite is detected by the formation of a red color after
the addition of specific reagents (sulfanilamide and N-(1-Naphthyl)ethylenediamine
dihydrochloride). Escherichia coli (ATCC 25922) was used as a positive control.

The ability of Aliivibrio regenerae sp. nov. to produce the enzyme 1-aminocyclopropyl-
1-carboxylate deaminase (ACC deaminase) was evaluated. To determine the presence
of ACC deaminase, DF minimal salt agar medium was prepared with and without
nitrogen (NH,CI) and with the addition of bromothymol blue. Bacterial growth was
observed in the different media. Positive results were considered when growth
occurred in both DF+ACC and DF+NH,CI media, but not in DFBase medium (without
ACC or NH,CI) [11].

The ability of Aliivibrio regenerae sp. nov. to oxidize sulfur was also evaluated on
STARKEY agar medium, with a positive result indicated by the observation of yellow
colonies and halo formation [12]. On the other hand, the ability to solubilize phosphate
and potassium was evaluated on NBRIP [13] and ALEK [14] agar media, respectively.
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In all cases, a suspension of Aliivibrio regenerae sp. nov. in 0.9% saline (ODggo =
0.085-0.095) was inoculated (10 uL) in quadruplicate in each medium and incubated at
30°C for 48 hours.

Antibiotic susceptibility and hemolytic assay

Antimicrobial-impregnated filter paper discs (Cecon®©) were placed in duplicate on the
surface of MD agar previously inoculated with a uniform lawn of Aliivibrio regenerae sp.
nov. After the antimicrobial diffused into the culture medium, a concentration gradient
formed around each disc. After incubation (48h at 30°C), the presence of the
antimicrobial in the medium either inhibited bacterial growth or it did not, as observed
by the formation or absence of an inhibition zone [adapted from 15].

The hemolytic capacity of Aliivibrio regenerae sp. nov. was also evaluated. To this end,
a suspension of the bacterial strain in 0.9% saline (ODso = 0.085-0.095) was
inoculated (10 yL) in quadruplicate on blood agar and incubated at 30°C for 24 hours.
This assay allows for a preliminary assessment of possible pathogenicity and/or toxicity
through the alteration, dissolution, or destruction of red blood cells. The result is
classified as: Beta-hemolytic: when complete hemolysis of red blood cells occurs,
forming a transparent zone around the colony. Alpha-hemolytic: characterized by partial
hemolysis associated with a partial loss of hemoglobin from red blood cells, resulting in
a gray-green zone in the culture medium and around the colony. Gamma-hemolytic:
represented by the absence of hemolysis [16].

Phylogenetic and Phylogenomic Analyses

The evolutionary relationships and species identification of isolate REG001485,
identified as Aliivibrio regenerae sp. nov., were investigated through phylogenetic
analyses performed in two steps. The first step aimed to infer its classification at the
genus level within the Vibrionaceae family (inter-genus resolution), and the second
step aimed to determine the species within the identified genus (intra-genus
resolution).

The genus classification of the REG001485 isolate was conducted through
phylogenetic analysis by comparing the 16S ribosomal RNA (16S rRNA) gene
sequence of REG001485 with 16S rRNA gene sequences recovered from the
reference genomes of all species within the Vibrionaceae family available in NCBI [17].
The recovered sequences were filtered to select the largest 16S rRNA gene per
genome, with a length greater than 1000 nucleotides, resulting in a dataset of 231
reference genomes. These sequences recovered were aligned using MUSCLE [18]
implemented in MEGA software [19]. These sequences were used to phylogenetic
inference, which was performed through the software PhyML [20] with the evolutionary
model parameters predicted by jModelTest software [21], selecting the General Time
Reversible with Invariable sites and Gamma distribution with four categories (GTR+I+G
model). Branch support was evaluated using Shimodaira-Hasegawa-like (SH-like)
values in Phyml software. Photorhabdus luminescens was used as the outgroup, and
branches with support values below 0.8 were collapsed. The phylogenetic tree was
subsequently visualized and edited using TreeGraph [22] and FigTree software.

The species classification of the REGO001485 isolate was conducted through
phylogenetic analyses by comparing the sequences of the gyrB, pyrH, recA, and rpoA
of REG001485 with homologous sequences recovered from all Aliivibrio strains
available in NCBI, considering only reference genomes annotated by NCBI Refseq
database [23]. From the 126 recovered genomes, sequences of gyrB, pyrH, recA, and
rmoA genes were selected. These sequences were aligned using MUSCLE [18]
implemented in MEGA software [19]. The aligned sequences were then concatenated,
and a distance matrix was generated. Redundant concatenated sequences (i. e., those
with O differences) were clustered into unique representative entries, reducing the



©CO~NOOOTA~AWNPE

dataset to 72 sequences. The phylogenetic inference was performed with the
maximum likelihood method in PhyML software [20]. The evolutionary model that best
fit our data, predicted with ModelTest-NG [24] as the General Time Reversible with
Invariable Sites and Gamma Distribution with four rate categories (GTR+I+G4 model)
was used in the analysis. Branch support was evaluated using Shimodaira-Hasegawa-
like (SH-like) values and performed with Phyml software. Vibrio cholerae was used as
the outgroup, and branches with support values below 0.8 were collapsed. The final
phylogenetic tree was visualized and edited using TreeGraph [22] and FigTree
software. The evolutionary relationships and species identification of isolate
REG001485 were investigate through a genome-based taxonomy approach, using
phylogenomic analyses performed on Type (Strain) Genome Server (TYGS) platform
[25]. TYGS conducted the phylogenomic inference by pairwise comparisons of the
coding DNA sequences of REG001485 and those of type strains, based on data from
the List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN) database [25].
The closest related type strains were identified and subsequently analyzed by digital
DNA-DNA hybridization (dDDH) using Genome-to-Genome Distance Calculator
(GGDC) [25]. The dDDH values were reported along with their confidence intervals,
and values 270% were considered indicative of the same species.

Results and Discussion
Morphology

Aliivibrio regenerae sp. nov. (REG01485) was able to grow on all agar media, however,
BO1485 and MD media showed the most representative growth (Figure 1a, b, c, d).
The novel isolate was classified as Gram-negative curved motile (by means of polar
flagella) small rods (Figure 1e,f; see SM Video 1), showing a circular, opaque, and
ivory-colored colonies (0.5-2.0 mm in diameter) (Figure 1g,h). All agar media allowed
bioluminescence activity, recorded on dark room (Figure 1i).

Under specific conditions (MD; 30°C; 48h), the cells of the novel isolate were 1-2 ym in
length. The colonies were entire, smooth, opaque, and slightly yellowish ivory color
(0.5-2 mm in diameter) (Figure 1g, h).

Functional Diversity and Biochemical Tests

The only carbon substrates that showed positive results to Aliivibrio regenerae sp. nov.
was N-Acetil-D-Glucosamine (NAG), influencing in biomass and luminescence, and
Tween 80 only to luminescence (Table 1).

The growth and enhanced bioluminescence observed in the new species Aliivibrio
regenerae sp. nov. upon utilization of NAG and Tween 80 highlight the critical link
between resource availability, primary metabolism, and light production in marine
bacteria. The genus Aliivibrio (formerly classified as Vibrio) is widely recognized for its
ecological dominance in the marine environment and its ability to degrade the
ubiquitous polymer chitin, of which NAG is the primary monomer [26, 27].

The finding that NAG significantly supports both biomass and bioluminescence in A.
regenerae sp. nov. is consistent with the established metabolic strategies of the
Vibrionaceae family. As a crucial source of both carbon and nitrogen, the efficient
uptake and catabolism of NAG ensures a robust energy supply (ATP) and the
necessary metabolic precursors for cell division and growth [28]. This high metabolic
activity is indispensable for the energetically demanding process of light emission.
Furthermore, the bioluminescence mechanism is regulated by Quorum Sensing (QS), a
cell-density-dependent system in Aliivibrio species [27]. The rapid and high-level
utilization of NAG allows A. regenerae sp. nov. to quickly reach the high cell density
threshold required to activate the lux operon, thus triggering maximum light output.
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Studies in the model organism Aliivibrio fischeri show that NAG metabolism is precisely
regulated by the repressor protein NagC, linking nutrient availability directly to gene
expression and overall fitness, a pathway likely conserved in A. regenerae sp. nov.
[29]. Therefore, NAG acts as a metabolic gatekeeper, promoting the growth essential
for the onset of QS-controlled bioluminescence.

The selective enhancement of bioluminescence by Tween 80 points to a specific
influence on the light-emitting reaction. Bacterial bioluminescence requires the enzyme
luciferase (LuxAB) to catalyze the oxidation of a long-chain aldehyde and reduced
flavin mononucleotide (FMNH_) [30]. The necessary aldehyde substrate is supplied
internally by the Fatty Acid Reductase complex (LuxCDE).

Tween 80 is a non-ionic surfactant composed of polyoxyethylene sorbitan monooleate,
which contains a substantial amount of the fatty acid precursor oleic acid (C18:1). Its
presence in the medium likely serves two interconnected roles: (i) The strain likely
possesses esterase or lipase activity capable of hydrolyzing Tween 80, thereby
increasing the external pool of long-chain fatty acids. These fatty acids can be either
incorporated directly or metabolized by the LuxCDE complex to produce the essential
long-chain aldehyde substrate, thus boosting the efficiency of the luciferase reaction
[31]. (ii) As a surfactant, Tween 80 can modify the cell membrane's composition and
permeability [32]. This alteration may enhance the functionality or proper folding of the
membrane-associated LuxCDE complex or increase the efficiency of electron
transport, leading to a greater supply of and overall greater light emission.

Growth and light-emission characteristics

Regarding to oxygen requirement, the strain was considered a chemoheterotrophic
facultative anaerobe (see SM Figure 1). In broth media, the bacterial strain grew best in
BO1485, followed by MD and TS. For light-emission by luminescence, BO1485
medium was more effective (Figure 2). The novel isolate was able to grow at NaCl
concentrations ranging from 0-8%, with an optimal concentration for growth between
0.5-4%. On the other hand, for light emission the optimal NaCl concentration was 3%.
The bacteria were able to grow at temperatures from 4-37°C, with optimum growth
occurring at 20° and 30°C. However, for light-emission the optimal temperatures were
between 4° and 10°C. The strain also grew at pH levels from 5 to 10, with optimum
growth at pH 6.5-8. For light-emission, were not observed differences in pH from 5 to
10 (see Figure 2 and SM Table 2).

Based on the results obtained for light-emission through bioluminescence, the main
parameters were selected to be tested in combination for a longer period of time. The
analysis evaluates the effects of time (24h, 48h, 120h, 168h, 14, 21, 28, 35, 45, 60 and
100 days), medium (MD, BO1485), pH (6.5 and 9.0) and incubation strategy (0 rpm
and 180 rpm). Differences were observed between the factors that most positively
affected the luminescence activity of Alilvibrio regenerae sp. nov. (Table 2).

The BO1485 medium showed a significant effect on long-term luminescence, while the
MD appears to stimulate light emission more significantly in the first week. The same
was observed for biomass. Regarding pH, between 48h and 7 days, pH 9 appears to
stimulate luminescence more. From 14 days onward, its stimulus is similar to pH 6.5.
However, a more acidic pH allowed luminescence to be maintained up to 100 days. For
biomass, pH 6.5 was more positive, except for the last sampling time. Regarding the
type of incubation, higher luminescence was recorded for agitated cultures in the first
48h. However, after this period, it was observed that static cultures benefit from light
emission by Aliivribrio regenerae sp. nov. (REG001485). Its biomass, however, benefits
from agitation. Regarding the relationship between biomass and luminescence, it is
inversely proportional: the higher the biomass, the lower the light emission (Figure 3).
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The physiological responses of Aliivibrio regenerae sp. nov. (REG001485) to varied
culture conditions — medium composition, pH, and agitation — provide crucial insights
into the species’ metabolic strategy and its regulation of luminescence. These findings
underscore a complex, often inversely proportional, relationship between maximum
cellular yield (biomass) and light-emission (bioluminescence), a common characteristic
among marine luminous bacteria.

The contrasting effects of the BO1485 and MD media on the kinetics of growth and
luminescence suggest distinct metabolic priorities linked to the available nutrient
profile.

The observation that MD stimulates both biomass and luminescence more significantly
in the first week suggests that MD provides readily available, high-energy carbon and
nitrogen sources (e.g., amino acids) that facilitate rapid cellular division and
accumulation of the necessary cofactors (e.g., FMNH?) for the luciferase enzyme [30].
This rapid growth quickly achieves the Quorum Sensing (QS) threshold, resulting in an
intense initial light burst.

The significant effect of BO1485 on long-term luminescence indicates that this medium
contains complex or slowly utilized nutrients. These resources likely support a slower,
more stable metabolic rate, enabling the bacteria to maintain the high energy
expenditure required for light production over an extended period. This long-term
stability is ecologically relevant, as sustained luminescence is crucial for symbiotic or
saprophytic survival strategies in oligotrophic marine environments [33].

About pH, the results reveal a sophisticated mechanism for maintaining internal
homeostasis and optimizing metabolic pathways under varying external conditions. The
finding that pH 9.0 stimulates light-emission more significantly during the first 7 days
suggests that Aliivibrio regenerae sp. nov. may possess specific enzymes or transport
systems optimized for mildly alkaline conditions, typical of surface marine waters.
However, alkaline pH often limits the proton motive force, which can impact overall
energy efficiency. The maintenance of luminescence up to 100 days at the slightly
acidic pH (alongside better overall biomass at pH 6.5) is a critical finding. It suggests
that while pH 6.5 may not support the highest per-cell light intensity initially, it is
conducive to long-term cellular viability and metabolic stability. The ability to maintain
luminescence under slightly acidic conditions could be an adaptation to environments
like decaying organic matter or fish guts, where acidic fermentation products
accumulate, demonstrating the species' resilience [34]. The transition where pH 9.0
stimulus becomes similar to pH 6.5 after 14 days could reflect the bacteria exhausting
a key pH-sensitive nutrient or the accumulation of acidic metabolic byproducts that
buffer the pH 9.0 medium, effectively bringing the two conditions closer metabolically
over time.

The opposing effects of agitation on biomass and luminescence are a classic
observation in the study of Vibrio and Aliivibrio and can be explained by the dual
requirements of oxygen and QS. Agitated cultures yield higher initial luminescence
(when associated to MD media) and better overall biomass. Agitation ensures
maximum O- availability, which is essential because oxygen is a direct substrate for the
luciferase reaction. Furthermore, agitation enhances the mass transfer of nutrients,
supporting faster exponential growth and biomass accumulation [34]. The observation
that static cultures benefit light-emission after 48h could be an indicator of QS-
mediated regulation. In a static environment, bacterial cells form microcolonies and
biofilms, allowing the autoinducers (AHLs) released by the cells to accumulate more
rapidly to the high concentration required for lux gene activation, maximizing light
emission [35]. In contrast, the inversion of the relationship (high biomass = low light)
during the stationary phase may be associated with resource optimization and
metabolic stress signals, rather than strictly to QS. During exponential growth, the cell
prioritizes the use of NADH for oxidative phosphorylation (maximum ATP production)
and for the synthesis of macromolecules. The NADH is channeled into the electron
transport chain, leaving less NADH available for the lux pathway. This results in a low
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luminous efficiency per cell, even if the total biomass is high. When growth ceases (due
to nutrient limitation or accumulation of toxins), the demand for NADH for biomass
synthesis drastically decreases. The NADH is then redirected to the luciferase system,
allowing for a much higher light emission rate per cell [31]. This resource diversion
directly explains the observed inversion in the relationship [30]. Furthermore, the
bioluminescence system is not solely for light emission; it also has an important
physiological function as an antioxidant system, which may be crucial during the
stationary phase. Additionally, while QS regulates the lux operon, the metabolism of the
long-chain aldehyde (RCHO) is governed by other factors that are not strictly QS-
dependent.

Even though agitation promotes better O, transfer (better for biomass), the static
condition optimizes the local signaling environment for QS, prioritizing light production.
The consistent finding that a higher biomass correlates with lower light-emission (an
inverse proportionality) is the most metabolically significant result.

This phenomenon can be attributed to the "bioluminescent paradox" (or metabolic
trade-off). The luminescence reaction consumes NADH/NADPH (to produce FMNH2)
and Fatty Acids (to produce aldehydes) [31]. Both are essential cofactors needed for
cell growth and division. When biomass is high, the bacterium is typically prioritizing
cell division and growth, diverting resources like NADH towards the electron transport
chain (for ATP production) and fatty acids toward membrane synthesis. This limits the
substrates available for the luciferase pathway, resulting in lower light emission per cell.
The highest light emission is often observed just before or during the early stationary
phase, when growth ceases. At this stage, NADH is diverted away from reproduction
and toward the lux pathway [30], demonstrating a shift in metabolic strategy from
competitive growth to light production - potentially for ecological functions like anti-
predation or dispersal [33].

The preference for low temperatures (4°C-10°C) suggests that Aliivibrio regenerae sp.
nov. is a psychrotolerant species, unlike A. fischeri, which has an optimal temperature
range between 24°C and 28°C (i.e., mesophilic) [36]. Luciferases from psychrophilic
bacteria (such as those from Photobacterium leiognathi) are considered cold-adapted
enzymes. They tend to exhibit high catalytic activity within a narrow, cooler temperature
range [37].

Furthermore, some research suggests that bacteria adapted to low temperatures
possess a highly conjugated electron transfer system to the luciferase [38]. In colder
temperatures, the cell may be more efficient at diverting NADH to FMNH- (via the lux
pathway) instead of using it in the electron transport chain (which may be less efficient
in the cold), thereby ensuring a constant supply of substrate for light.

Bioluminescence is an exergonic reaction (energy-releasing), and luciferase is heat-
sensitive. Higher temperatures can lead to the thermal denaturation and inactivation of
the enzyme, as observed for the Vibrio campbellii luciferase above 37°C [38]. The low-
temperature environment stabilizes the quaternary structure of the luciferase,
maintaining it in its optimal conformation for longer, resulting in a more stable and
prolonged light emission.

In summary, the growth of Aliivibrio regenerae sp. nov. is a finely tuned process where
environmental cues dictate a dynamic shift between a rapid, high-biomass strategy
(favored by MD, pH 6.5 or 9.0 and agitation initially at 10°C) and a sustained, high-
luminescence strategy (favored by BO1485, pH 6.5 and static conditions at 10°C),
reflecting its versatile adaptation to the diverse niches of the Blue Amazon.

Enzymatic and other metabolic assays

Aliivibrio regenerae sp. nov. showed a positive result for both catalase (see SM Figure
2a) and oxidase production (see SM Figure 2b). The strain grew on amylase, DNAse,
protease, and lipase media; however, it only produced the protease enzyme, which
was confirmed by a 3 mm halo formation (see SM Figure 2c,d,e). Aliivibrio regenerae
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sp. nov. also showed a positive result for the reduction of NO3- to NO2- (see SM
Figure 3).

The strain was not able to produce the enzyme 1-aminocyclopropyl-1-carboxylate
deaminase (see SM Figure 4a, b, c). It was, however, able to oxidize sulfur, with a halo
of 2 mm (see SM Figure 4d). The strain was not able to solubilize either phosphate or
potassium (see SM Figure 4e, f).

Antibiotic susceptibility and hemolytic assay

Although it shows susceptibility to clinically important antibiotics such as
Chloramphenicol and Ceftriaxone, Aliivibrio regenerae sp. nov. exhibits resistance to
several classes of widely used antibiotics (-lactams, aminoglycosides, quinolones)
(Table 3). This multiple resistance is a growing pattern in environmental bacteria,
especially within the Vibrionaceae family, due to exposure to antibiotic residues in
effluents and aquatic environments. The total resistance to first-line antibiotics like
Ampicillin and Ciprofloxacin suggests the presence of MGEs (mobile genetic elements)
or chromosomal mutations that warrant genomic investigation to determine the risk of
dissemination of resistance genes in the marine ecosystem [39, 40, 41]. Regarding the
hemolysis assay, Aliivibrio regenerae sp. nov. is considered alpha-hemolytic.

Phylogenetic and phylogenomic analyses

The evolutionary relationships and species identification of the isolate Aliivibrio
regenerae sp. nov. were investigated through phylogenetic analyses performed with
analysis based on the 16S rRNA gene and based on concatenated sequences of the
gyrB, recA, pyrH, and rpoA genes.

The phylogenetic analysis based on the 16S rRNA gene used P. luminescens as
outgroup to root the phylogenetic tree (Figure 4). The phylogenetic tree grouped the
Aliivibrio regenerae sp. nov. with the species of the Aliivibrio genus in a monophiletic
group. The grouping of this new species with Aliivibrio logei, Aliivibrio salmonicida,
Aliivibrio finisterrensis and Aliivibrio fischeri supports its classification within the
Aliivibrio genus.

The phylogenetic analysis based on concatenated sequences of the gyrB, recA, pyrH,
and rpoA genes used V. cholerae as an outgroup to root the phylogenetic tree (Figure
5). The phylogenetic tree revealed two major groups, clearly separating A. fischeri from
other Aliivibrio species. Within the group containing the other Aliivibrio species, well-
supported clades were observed for A. finisterrensis and Aliivibrio sifiae, along with
clades comprising other species such as A. logei, A. salmonicida, and various Aliivibrio
sp. strains. The A. fischeri clade revealed a polytomy that resolved the strains into two
major groups. The first group comprised the reference genome (ES114) and its related
strains. The second group could be subdivided into two distinct subgroups: one
containing the type strain (DSM 507) and related genomes, and another that included
Aliivibrio regenerae sp. nov. alongside other strains currently classified as A. fischeri.
This clear separation between the reference genome clade and the type strain clade
suggests the need to refine the current species definition, in further studies.

In this context, we investigated the possibility to establish Aliivibrio regenerae sp. nov.
as a new species by comparing its coding DNA sequences with those of the type strain
(Aliivibrio fischeri DSM507). Species identification was based on dDDH values
calculated by the GGDC platform, with values =70% considered indicative of the same
species. In this case, the dDDH value was 67.9%, suggesting enough genomic
divergence to support the classification of Aliivibrio regenerae sp. nov. and A. fischeri
as distinct species (SM Table 3). The results of the dDDH indices from GGDC
comparison among Aliivibrio species are shown in Table 4.
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Description of Aliivibrio regenerae sp. nov. (re.ge.ne.rae. L. adj. regeneration;
N.L. fem.).

Strain REG01485 was isolated from the Brazilian coastal sea. Its cells are Gram-
negative small rods, and are motile by means of polar flagella. Circular, opaque, and
ivory-colored colonies (0.5-2.0 mm in diameter) are formed on MD agar after 48 hours
at 30°C. The strain is a facultative anaerobic chemoheterotroph. Growth occurs at
temperatures ranging from 4 to 37°C, with an optimal light-emission from 4° to 20°C.
The pH range for growth is 5.0-10, with an optimal light-emission at pH 6.5 (long
cultures) or pH 9.0 (short cultures). The strain does not require NaCl for growth (it
grows from 0-8%), but optimal light-emission occurs at concentrations of 3% (w/v). On
agar media, it grows best on BO1485. In broth culture medium, it grows best on
BO1485 (long cultures) and MD (short cultures). The strain tests positive for catalase,
oxidase, N-acetyl-B-glucosaminidase, amylase, and it reduces nitrate to nitrite. It is
negative for alginase, DNAse and lipase. Aliivibrio regenerae sp. nov. shows resistance
to ampicillin, oxacillin, erythromycin, gentamycin, ciprofloxacin, nalidixic acid, penicillin,
streptomycin, kanamycin, and novobiocin. Hemolytic activity is positive (alpha-
hemolytic). Substrate N-acetyl-D-glucosamine should be considered as carbon sources
for this strain for growth and luminescence stimulation. Tween 80 also contributed to
light-emission.

Conclusion

In summary, isolate REG001485 is distinguished from the reference strains of A.
fischeri ES114 and A. fischeri DSM 507 by phylogenetic and phylogenomic
approaches. Although A. fischeri forms a monophyletic group, genomic analyses reveal
notable distinctions among its sequenced isolates. These differences, expected to be
relatively minor within the same species, suggest that REG001485 should be classified
as a new species. Moreover, the dDDH value for REG001485 and its closest related
strain falls just below the accepted threshold for species delineation, further supporting
this taxonomic separation. Additionally, other isolates were found to cluster closely with
REGO001485, indicating that their current species designations may also require
revision in light of the genomic evidence. This strain can produce bioluminescence.
Aliivibrio regenerae sp. nov. is able to produce luminescente up to 100 days, when
exposed to BO1485 media with NAG, pH 6.5 (buffered), 10°C und static condition. It
should be noted that Aliivibrio regenerae sp. nov. is a promising candidate for various
applications, including as whole-cell biosensors in ecotoxicology and environmental
monitoring, non-invasive, real-time tracking of pathogens or tumor cells, diagnostics
and sustainable lighting. The discovery of A. regenerae not only expands our
knowledge of the genus's diversity but also reveals novel metabolic properties.
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CAPTIONS

Figure 1. Aliivibrio regenerae sp. nov. (REG01485) on agar media after 48h of
incubation at 30°C. a: MD; b: TCBS; c: BO1485; d: TS; e: Gram stain image
demonstrating a Gram-negative stain (100x); f: unstained optical microscopy image
(100x); g: colony image under optical microscopy (10x); h: colony image under optical
microscopy (4x); i: Light-emission by luminescence recorded in dark room.

Table 1. Aliivibrio regenerae sp. nov. (REG001485) Biolog EcoPlate results. Biomass
values above 0.2 (ODsg) and light-emission values above 1000 (Lum) were considered
as positive results.

Figure 2. Aliivibrio regenerae sp. nov. average growth (180 rpm, 30°C) exposed to
different broth media, NaCl concentrations, temperatures (°C), and pH levels. Biomass
was evaluated by optical density at 600 nm and light-emission by photons. One-way-
ANOVA results are above the graphs. The vertical lines denote 95% confidence
intervals standard deviation.

Table 2. Factorial-ANOVA results for Aliivribrio regenerae sp. nov. (REG001485) light-
emission and biomass. The analysis evaluates the effects of time (24h, 48h, 120h, 7,
14, 21, 28, 35, 45, 60 and 100 days), medium (MD, BO1485), pH (6.5 and 9.0) and
incubation strategy (0 rpm and 180 rpm).

Figure 3. Light-emission by luminescence (photons) and biomass (ODsoo) of Aliivibrio
regenerae sp. nov. (REG001485) exposed to time (24h, 48h, 120h, 7, 14, 21, 28, 35,
45, 60 and 100 days), medium (MD, BO1485), pH (6.5 and 9.0) and incubation strategy
(0 rpm and 180 rpm) at 10°C. Factorial-ANOVA results are above the graphs. The
vertical lines denote 95% confidence intervals standard deviation.

Table 3. Aliivibrio regenerae sp. nov. (REG001485) antibiotic susceptibility.

Figure 4. Phylogenetic tree of Vibrionaceae species. The phylogenetic tree was
inferred through Maximum Likelihood method, with the 16S rRNA gene sequences of
Aliivibrio regenerae sp. nov. and Vibrionaceae species reference genomes deposited in
NCBI. The branches with support values below 0.8 were collapsed. The monophyletic
group of Aliivibrio species and Aliivibrio regenerae sp. nov. is highlighted.

Figure 5. Phylogenetic tree of Aliivibrio species. The phylogenetic tree was inferred
through Maximum Likelihood method with concatened gene sequences gyrB, recA,
pyrH and rpoA of isolate REG001485 and Aliivibrio species genomes deposited in
NCBI. The branches with support values below 0.8 were collapsed, (A) columns colors
indicate basal groups and (B) columns colors indicate monophyletic clades.

Table 4. Differential characteristics of Aliivibrio species. nd = no data; +/~ = strain-
dependent [26, 36, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52].
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Table 1. Aliivibrio regenerae sp. nov. (REG001485) Biolog EcoPlate results. Biomass
values above 0.2 (ODsgo) and light-emission values above 1000 (Lum) were considered

as positive results.

Substrate Result (OD590nm) Result (Lum)
Water control control
Pyrubic Acid Methyl Ester - -
Tween 40 - -
Tween 80 - +

a-Cyclodextrin - -
Glycogen - -
D-Cellobiose - -
a-D-Lactose - -
B-Methyl-D-Glucoside - -
D-Xylose - -
i-Erythritol - -
D-Mannitol - -
N-Acetyl-D-Glucosamine + +
D-Glucosaminic Acid - -
Glucose-1-Posphate - -
D,L,a-Glycerol Phosphate - -
D-Galactonic Acid y-Lactone - -
D-Galacturonic Acid - -
2-Hydroxy Benzoic Acid - -
4-Hydroxy Benzoic Acid - -
y-Hydroxybutyric Acid - -
Itaconic Acid - -
a-Ketobutyric Acid - -
D-Mallic Acid - -
L-Arginine - -
L-Asparagine - -
L-Phenylalanine - -
L-Serine - -
L-Threonine - -
Glycyl-L-Glutamic Acid - -
Phenylethyl-amine - -

Putrescine - -
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Table 2. Factorial-ANOVA results for Aliivribrio regenerae sp. nov. (REG001485) light-
emission and biomass. The analysis evaluates the effects of time (24h, 48h, 120h, 7, 14,
21, 28, 35, 45, 60 and 100 days), medium (MD, BO1485), pH (6.5 and 9.0) and
incubation strategy (0 rpm and 180 rpm).

Light -emission

Degree of
Effect SS Freedom MS F p
Time 6.25 10 0.63 69 0.000*
Media 1.24 1 1.24 137 0.000*
pH 0.94 1 0.94 104 0.000*
Incubation 11.67 1 11.67 1292 0.000*
Time x Media 4.31 10 0.43 48  0.000*
Time x pH 1 10 0.1 11 0.000*
Media x pH 0.03 1 0.03 3 0.067
Time x Incubation 1.96 10 0.2 22 0.000*
Media x Incubation 0.81 1 0.81 90 0.000*
pH x Incubation 0.04 1 0.04 4 0.041*
Time x Media x pH 0.58 10 0.06 6 0.000*
Time x Media x Incubation 1.17 10 0.12 13  0.000*
Time x pH x Incubation 0.09 10 0.01 1 0.404
Media x pH x Incubation 0 1 0 0 0.895
Time x Media x pH x Incubation 0.63 10 0.06 7 0.000*
Biomass
Time 4 10E+11 10 4.09E+10 162.4 0.000*
Media 7.82E+08 1 7.82E+08 3.1 0.079
pH 1.32E+08 1 1.32E+08 0.5 0.470
Incubation 4.87E+09 1 4.87E+09 19.3 0.000*
Time x Media 1.10E+11 10 1.11E+10 44.5 0.000*
Time x pH 1.40E+11 10 1.38E+10 54.8 0.000*
Media x pH 7.61E+09 1 7.61E+09 30.2 0.000*
Time x Incubation 2.50E+11 10 2.50E+10 99.4 0.000*
Media x Incubation 4 .43E+09 1 4 43E+09 17.6 0.000*
pH x Incubation 1.86E+09 1 1.86E+09 7.4 0.007*
Time x Media x pH 1.60E+11 10 1.58E+10 62.6 0.000*
Time x Media x Incubation 4.06E+10 10 4.05E+09 16.1 0.000*
Time x pH x Incubation 6.34E+10 10 6.35E+09 25.2 0.000*
Media x pH x Incubation 8.10E+09 1 8.10E+09 32.2 0.000*

Time x Media x pH x Incubation 7.70E+10 10 7.69E+09 30.5 0.000*
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Table 3. Aliivibrio regenerae sp. nov. (REG001485) antibiotic susceptibility.

Antibiotics Concentration Unit Inhl:ltlo Halo (mm)
Ampicillin 10 mcg - 0.0
Oxacillin 1 mcg - 0.0

Chloramphenicol 30 mcg + 12.0

Erythromycin 15 mcg - 0.0

Gentamicin 10 mcg - 0.0

Ciprofloxacin 5 mcg - 0.0

Acid. Nalidixic 30 mcg - 0.0
Penicillin 10 IU - 0.0

Streptomycin 10 mcg - 0.0

Tetracycline 30 mcg + 2.5

Clindamycin 2 mcg + 2.0

Ceftriaxone 30 mcg + 11.0
Kanamycin 30 mcg - 0.0

Novobiocin 5 mcg - 0.0
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Table 4. Differential characteristics of Aliivibrio species. nd = no data; +/- = strain-
dependent [26, 36, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52].

A.
L A. A. A. A.
Characteristic regenerae . . . A. sifiae o A.logei . )
fischeri  finisterrensis salmonicida kagoshimensis
Sp. nov.
4°C + - + + + + +
Growth in
10°C + + + + + + +
temperature
37°C + - +/- - - - -
(°C) at:
45°C - - - - - - -
Optimal growth temperature (°C): 10-30 24-28 15-20 10-25 10-15 10-15 20-25
Optimal light-emission temperature
. 4-10 24 15-20 nd 4-10 15-20 20
(°C):
Growth in 0% + - - - - - +
NaCl at: 6% + - - - - - -
NaCl optimal growth (%): 0.5-4 2 1-3 3-4 1-2 2-3 1-2
NaCl (%) optimal light -emission: 3 3 1.5-3 3 1 2.5-3 1.5
pH growth range: 5-10 6.5-8.0 5.5-9.5 7.0-8.0 6.0-11 6.5-9.0 5.5-9.5
pH optimal light -emission: 6.5 5.0-6.0 7.0-8.0 nd 7.0 7.0-8.0 7.0
amilase + +/- nd - - - -
Production of: oxidase + + + + + + +
catalase + + + + + + +
N-Acetyglucosamine + + + + + + +
Utilization of: L-Arginine - +/- nd + + + -
putrescine - +/- nd + - - +
Reduce: nitrate to nitrite + + + + + + +
Ampicillin + + nd nd + + -
Oxacillin + + + + + + +
Chloramphenicol - - nd nd - - -
Erythromycin + - + + + + -
Gentamicin + - nd nd - - -
Ciprofloxacin + - nd nd - - -
Antibiotic Acid. Nalidixic + +/- nd nd + + +
Resistance: Penicillin + + + + + + +
Streptomycin + +/- nd nd + + -
Tetracycline - - nd nd - - +
Clindamycin - nd + + - - +
Ceftriaxone - - nd nd - - +
Kanamycin + +/- nd nd + + -
Novobiocin + + + + + + +
DNA G+C content
_ 38.3 38.35 39.06 37.35 38.97 38.97 42.67
Genomic (mol%)
information: Genome similarlty
- 67.9 25.3 23.3 22.7 22.3 19.9

(dDDH - %)
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strain can produce electricity associated with its ability to transfer electrons to
extracellular acceptors, a process known as extracellular electron transfer. This
process holds great potential for innovation in sustainable electricity generation.
Microbial fuel cells based on Shewanella regenerae sp. nov. presented open-circuit
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Abstract

A bacterial strain, designated REG000848, was isolated from the Brazilian coastal
marine environment, known as Blue Amazon. A comprehensive characterization,
including genomic, phylogenetic, biochemical, and morphological data, distinguishes
this new species from its known congeners, leading to its identification as Shewanella
regenerae sp. nov.. The strain is a Gram-negative, facultative anaerobe, and is motile
by means of polar flagella. It is orange-pigmented and rod-shaped. Strain REG000848
grows at temperatures ranging from 4-45°C (with an optimum at 30°C), in NaCl
concentrations of 0-12% (with an optimum at 2-8%), and at a pH of 4.5-10.0 (with an
optimum at 6.5-8.0). On agar media, it grows best on MD. In broth culture, it thrives
best in TN medium. The isolate REG000848 is classified within the genus Shewanella
but is clearly distinct from the reference species based on both phylogenetic and
phylogenomic analyses. The isolate REG000848 is closely related to S. schlegeliana,
S. halifaxensis, and S. pealeana. However, the dDDH and ANI values between
REG000848 and these closest relatives fall well below the commonly accepted species
delineation threshold of 70% and 95%, respectively, reinforcing its genomic
distinctiveness. These findings, therefore, provide strong evidence supporting the
classification of REG000848 as a novel species within the genus Shewanella. This
strain can produce electricity associated with its ability to transfer electrons to
extracellular acceptors, a process known as extracellular electron transfer. This
process holds great potential for innovation in sustainable electricity generation.
Microbial fuel cells based on Shewanella regenerae sp. nov. presented open-circuit
voltage up to 250 mV without prior biofilm formation, which indicates a higher
bioelectroactivity potential. The discovery of S. regenerae not only expands our
knowledge of the genus's diversity but also reveals novel metabolic properties.

Keywords: marine environment; electrogenic bacteria; new species record.
Introduction

The marine environment is a vast and underexplored reservoir of microbial biodiversity.
This diversity represents a crucial source of novel compounds and metabolic

processes with biotechnological potential, from enzyme production to bioremediation
and bioenergy. The increasing demand for sustainable solutions has directed research
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toward marine microorganisms, aiming to discover new functionalities that can be
applied in various fields [1].

The family Shewanellaceae includes Gram-negative, facultative anaerobic bacteria that
are widely distributed in aquatic environments. Members of the genus Shewanella are
particularly notable for their ability to transfer electrons to extracellular acceptors, a
process known as extracellular electron transfer (EET). This characteristic gives them
the capacity to produce electricity in microbial fuel cells (MFCs) [2] and to reduce heavy
metals, such as iron and manganese, in bioremediation processes [3, 4].

Despite the biotechnological importance of Shewanella, the true extent of its diversity
and metabolic capabilities remains underexplored. Shewanella is a
gammaproteobacterial genus globally distributed in marine and freshwater ecosystems,
including sediments and host-associated environments. Most of the described species
have been isolated from superficial and benthic oceanic environments, but many
marine niches have yet to be thoroughly investigated [5].

Since the first discovery in food spoilage in 1931, an increasing number of Shewanella
species have been isolated and identified [6]. Shewanella species have a diverse
respiratory ability and wide distribution in environments. They play an important role in
bioremediation and the biogeochemical cycles of elements, being capable of reducing
various electron acceptors such as iron oxide, manganese oxide, dimethyl sulfoxide,
some radionuclides, and toxic elements like Cr [7].

In this paper, we propose the description of a new bacterial species isolated from the
coast of Brazil, known as Blue Amazon, which we have identified as Shewanella
regenerae sp. nov.. A comprehensive characterization, which includes genomic,
phylogenetic, biochemical, and morphological data, was used to distinguish this new
species from its known congeners.

Materials and Methods
Bacteria strain

The bacterial strain REG000848, described as Shewanella regenerae sp. nov., was
isolated from Blue Amazon region, more specific in Brazilian coastal marine
environment by diving at coordinates 27°18.32”S and 48°16.44'W in February 2015.
Standard microbiological methods were used for the isolation [8]. The isolate has been
deposited in the Regenera' Bank in Porto Alegre, RS, Brazil. The strain was maintained
as stab cultures in MD, ACM, and SM broth, supplemented with 15% glycerol, and
stored at -20°C. (See the media description in Supplementary Material — SM Table 1).

Morphology and Growth

The cellular morphology and motility of the novel isolate were observed using optical
microscopy (100x) via the drop technique. Gram staining was performed using the
modified Hucker method (Conn et al. 1957). The bacteria were grown on different agar
(MD, TCBS, TN, and TS) and in broth (MD, TN and TS) media (see SM Table 1). The
bacterium from the agar media was incubated at 30°C for 48h, while the bacterium
from the broth media was incubated with agitation (180 rpm) at 30°C for 168h. In this
case, the optical density (OD) was recorded using a spectrophotometer (600nm)
(BioTek Synergy H1 - Agilent) at 6h, 24h, 48h, 72h, and 168h, and was used as an
estimation of bacterial biomass.

Ranges of NaCl concentration for growth were determined on TS medium
supplemented with NaCl at concentrations ranging from 0% to 12% (0, 0.5, 2, 3, 4, 6,
8, 9, 10, 11, 12%). Growth at different temperatures (4, 10, 20, 30, 37, 45, 60°C) and
buffered pH levels (4.5, 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9, 9.5, 10) were determined on MD
medium. The assays had an initial optical density of 0.05 at 600 nm and were
incubated with agitation (180 rpm) at 30°C. Biomass was estimated at 6h, 24h, 48h,
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72h, and 168h using a spectrophotometer to measure absorbance at 600 nm. Oxygen
requirements were evaluated using thioglycolate semi-solid medium [9].

Extracellular electron transfer characteristics

To evaluate the bioelectroactivity of Shewanella regenerae sp. nov., an assay was
performed in two liquid media, MD and TN, both with and without the addition of 3%
NaCl. The cultures were exposed to both static (0 rpm) and agitated (180 rpm)
conditions at pH 8 and 30°C, representing optimal growth conditions based on previous
results. The assay lasted 28 days, with analyses of ODgo (in @ 50 mL Falcon tube
containing a 15 mL inoculum) and open-circuit voltage — OCV (in a microbial fuel cell —
MFC with a 7 mL inoculum) performed at 0, 24, 48, 120, 168 hours, and on days 14,
21, and 28. Optical density was measured using a spectrophotometer and OCV was
measured with a multimeter (BOM-6007-BOMVINK). A standard multimeter is
commonly used to measure the output voltage of a MFC [10, for instance]. Though it is
important to note that a basic multimeter measures the electric potential difference
(voltage) between two points in a circuit, not the intrinsic "potential® of the bacteria
themselves, the maximum power generation of the device is proportional to the square
of the OCV [11]. The initial OD was 0.05 and the inoculum was added to the MFC
without prior biofilm formation. The MFC model is shown in SM Figure 1.

Functional Diversity and Biochemical Tests

The Biolog EcoPlate™ (Biolog, Hayward, California) assay is a method used to assess
bacterial functional diversity [12]. It utilizes a 96-well microplate containing 31 different
carbon sources, categorized into carbohydrates, carboxylic acids, amino acids, amines,
and polymers, along with a control well. The microorganisms are inoculated into the
plate, and their metabolic activity is monitored by observing the color change of a
redox-sensitive dye as they consume the substrates. The degree of color development
in each well indicates the extent to which the microorganisms have utilized a particular
carbon source. To perform the assay, the bacteria were grown on solid MD medium for
24 hours at 30°C. The bacteria were then suspended in 0.9% saline, and the ODggq
was measured. In each plate well, 150 pyL of a strain suspension (ODgo = 0.085—
0.095) was added. Plates were maintained at 30°C for 72 hours. Absorbance readings
were performed at 590 nm at Oh and 72h.

Enzymatic and other metabolic assays

The catalase assay was used to identify the presence of the enzyme responsible for
decomposing hydrogen peroxide (H,O,). The bacterium was cultured on MD agar
medium and incubated at 30°C for 24 hours. The reagent, 30% H,O,, was pipetted
onto the colony. Enterococcus faecalis (ATCC 29212) was used as a negative control,
while Staphylococcus aureus (ATCC 33592) was used as a positive control.

The oxidase assay is used to identify bacteria that possess the cytochrome ¢ oxidase
enzyme, which participates in the electron transport chain using oxygen as the final
electron acceptor. The test uses the reagent tetramethyl-p-phenylenediamine (1%),
which is pipetted onto the colony. For this test, the bacteria were cultured on MB
medium and incubated at 30°C for 24 hours. When present, the enzyme oxidizes the
reagent, resulting in a color change to purple or dark blue. Escherichia coli (ATCC
25922) was used as a negative control, and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442)
was used as a positive control. The production of the amylase (hydrolyzes starch),
protease (catalyzes the breakdown of peptide bonds in proteins), lipase (breaks down
fats), alginate lyase (degrades alginate), and DNase (degrades DNA) enzymes was
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evaluated on a specific solid medium (see SM Table 1). After 48 hours of incubation at
30°C, strain growth and halo formation were observed.

The nitrate reduction assay in BHI broth was used to determine whether the bacteria
were capable of reducing nitrate (NO3™) to nitrite (NO,™) or other nitrogenous
compounds [13]. The presence of nitrite is detected by the formation of a red color after
the addition of specific reagents (sulfanilamide and N-(1-Naphthyl)ethylenediamine
dihydrochloride). Escherichia coli (ATCC 25922) was used as a positive control.

The ability of Shewanella regenerae sp. nov. to produce the enzyme 1-
aminocyclopropyl-1-carboxylate deaminase (ACC deaminase) was evaluated. To
determine the presence of ACC deaminase, DF minimal salt agar medium was
prepared with and without nitrogen (NH,CI) and with the addition of bromothymol blue.
Bacterial growth was observed in the different media. Positive results were considered
when growth occurred in both DF+ACC and DF+NH,CI media, but not in DFBase
medium (without ACC or NH,ClI) [14].

The ability of Shewanella regenerae sp. nov. to oxidize sulfur was also evaluated on
STARKEY agar medium, with a positive result indicated by the observation of yellow
colonies and halo formation [15]. The ability of Shewanella regenerae sp. nov. to
solubilize phosphate and potassium was evaluated on NBRIP [16] and ALEK [17] agar
media, respectively. In all cases, a suspension of Shewanella regenerae sp. nov. in
0.9% saline (ODgpo = 0.085—-0.095) was inoculated (10 pL) in quadruplicate in each
medium and incubated at 30°C for 48 hours.

Antibiotic susceptibility and hemolytic assay

Antimicrobial-impregnated filter paper discs (Cecon®©) were placed in duplicate on the
surface of MD agar previously inoculated with a uniform lawn of Shewanella regenerae
sp. nov. After the antimicrobial diffused into the culture medium, a concentration
gradient formed around each disc. After incubation (48h at 30°C), the presence of the
antimicrobial in the medium either inhibited bacterial growth or it did not, as observed
by the formation or absence of an inhibition zone [adapted from 18].

The hemolytic capacity of Shewanella regenerae sp. nov. was also evaluated. To this
end, a suspension of the bacterial strain in 0.9% saline (ODsoo = 0.085-0.095) was
inoculated (10 pL) in quadruplicate on blood agar and incubated at 30°C for 24 hours.
This assay allows for a preliminary assessment of possible pathogenicity and/or toxicity
through the alteration, dissolution, or destruction of red blood cells. The result is
classified as: beta-hemolytic, when complete hemolysis of red blood cells occurs,
forming a transparent zone around the colony; alpha-hemolytic, characterized by partial
hemolysis associated with a partial loss of hemoglobin from red blood cells, resulting in
a gray-green zone in the culture medium and around the colony; gamma-hemolytic,
represented by the absence of hemolysis [19].

Phylogenetic and phylogenomic analyses

The evolutionary relationships and species identification of the isolate Shewanella
regenerae sp. nov. Wwere investigated through a two-step approach combining
phylogenetic and phylogenomic analyses. In the first step, a phylogenetic analysis was
conducted to infer the isolate's taxonomic placement at the genus level within the
Shewanellaceae family (inter-genus resolution). In the second step, phylogenomic
analyses were performed to resolve its species-level classification within the identified
genus (intra-genus resolution).

The identification of the isolate genus was conducted through phylogenetic analysis by
comparing the 16S ribosomal RNA (16S rRNA) gene sequence Shewanella regenerae
sp. nov. with 16S rRNA gene sequences recovered from the reference genomes of all
species within the Shewanellaceae family available in NCBI [20]. The recovered
sequences were filtered to select the largest 16S rRNA gene per genome, with a length



©CO~NOOOTA~AWNPE

greater than 1000 nucleotides, resulting in a dataset of 93 reference genomes. These
sequences were aligned using MUSCLE [21], as implemented in MEGA software [22].
Phylogenetic inference was performed using PhyML [23] under the Transversional
Model with Invariable sites and Gamma-distributed rate variation across four categories
(TVM+I+G4), as predicted by ModelTest-NG [24]. Branch support was evaluated using
Shimodaira-Hasegawa-like (SH-like) values in PhyML software, and branches with
support values below 0.8 were collapsed. The resulting phylogenetic tree was
subsequently visualized and edited using TreeGraph [25] and FigTree software.

The species determination of the isolate was conducted through phylogenomic
analyses by comparing the sequences of the gyrA, gyrB, infB, recN, rpoA, and {poA
genes of Shewanella regenerae sp. nov. with homologous sequences recovered from
all Shewanellaceae reference strains available in NCBI, considering only reference
genomes annotated by the NCBI RefSeq database. The recovered sequences were
filtered to select the gyrA, gyrB, infB, recN, rpoA, and tpoA sequences. A total of 107
reference strain genomes were recovered. These sequences were aligned using
MUSCLE [21] implemented in MEGA software [22]. The phylogenetic inference was
performed using PhyML [23] under General Time Reversible model with Invariable sites
and Gamma-distributed rate variation across four categories (GTR+I+G4) as predicted
by ModelTest-NG [24]. Branch support was evaluated using Shimodaira-Hasegawa-like
(SH-like) values and performed with PhyML software, and branches with support
values below 0.8 were collapsed. The final phylogenetic tree was visualized and edited
using TreeGraph [25] and FigTree software.

The evolutionary relationships and species identification of isolate were also
investigated using a genome-based taxonomic approach. Phylogenomic analyses were
conducted with the Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC) platform [26] to
calculate the digital DNA-DNA hybridization (dDDH) with the closest related species to
Shewanella regenerae sp. nov.. The dDDH values were reported along with their
confidence intervals for three different GGDC formulas: formula dO, which corresponds
to the total length of all High-Scoring Segment Pairs (HSPs) divided by the total
genome length; formula d4, which is the sum of all identities found in HSPs divided by
the total length of all HSPs; and formula d6, which is the sum of all identities found in
HSPs divided by the total genome length. Notably, formula d4 is independent of
genome length. For this reason, formula d4 is often preferred in phylogenomic studies,
as it minimizes biases caused by differences in genome sizes and completeness. In
addition to dDDH, Average Nucleotide Identity (ANI) was calculated using FastANI [27].
The ANI values were consistent with the dDDH results, with ANI values = 95%
corresponding to dDDH values = 70%, which is a widely accepted threshold for species
delineation.

Results and Discussion
Morphology

The novel isolate was able to grow on all agar media described in SM Table 1,
however, MD medium showed the most representative growth (Figure 1a, b, c, d). The
cells were classified as Gram-negative rods (Figure 1e), and were motile by means of
polar flagella (Figure 1f; see SM Video 1).

Under optimal conditions (MD; 30°C; 48h), the cells of the novel isolate were 2—3 pm in
length. The colonies were entire, smooth, opaque, and ivory-colored (0.5-2.5 mm in
diameter) (Figure 1g, h). When the biomass was high, it presented an orange color.

Growth and extracellular electron transfer characteristics
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Regarding oxygen requirement, the strain was considered a chemoheterotrophic
facultative anaerobe (see SM Figure 2). In broth media, the bacterial strain grew best in
TN, followed by MD, and TS (Figure 2). The novel isolate was able to grow at NaCl
concentrations ranging from 0-12%, with an optimal concentration for growth between
2-8%. The bacteria were able to grow at temperatures from 4-45°C, with optimum
growth occurring at 30°C. The strain also grew at pH levels from 4.5 to 10, with
optimum growth at pH 6.5-8 (see Figure 2 and SM Table 2).

Differences were observed between the factors that most positively affected OCV and
biomass of Shewanella regenerae sp. nov. For OCV, only the time factor and the
interaction between time and culture medium were significant (Table 1).

The TN medium showed a significant OCV between 24 and 168 hours when compared
to control (dashed line). The MD medium showed a significant OCV between 48 hours
and 28 days. The media with added salt, on the other hand, showed a significant OCV
between 48 hours and 28 days (TN + 3% NaCl) and 120 hours and 14 days (MD + 3%
NaCl) (Figure 3). TN was the treatment that reached a significant OCV the fastest,
while the longest durability was recorded for the MD and TN + 3% NaCl treatments.
The highest OCV value recorded was observed for TN + 3% NaCl (Table 2).
Shewanella species are known for their ability to transfer electrons to an electrode, a
process called Extracellular Electron Transfer (EET). This ability makes them ideal for
use in Microbial Fuel Cells (MFCs). MFC performance has been evaluated in terms of
voltage, current, power, current density (electric current divided by electrode surface
area) or power density (electric power divided by electrode surface area) [28]; in the
present study we use OCV as figure of merit. The results indicate that the energy
production potential of Shewanella regenerae sp. nov. is highly influenced by its
environment. The highest OCV (maximum = 250 mV) was obtained in TN medium with
the addition of 3% NaCl and without agitation. This suggests that this species may be
particularly efficient in high-salinity environments and under undisturbed conditions.
According to Guo et al. [29], substrate salinity is a critical factor in MFC performance.
However, a further increase in salinity can cause inhibition of bacterial activity. The
salinities recorded for each medium (TN, MD, TN+3% NaCl, MD+3% NaCl) were 50,
35, 83, and 62 PSU. In this case, the increase in salt does not appear to have
significantly compromised the growth of the microorganism. Shewanella regenerae sp.
nov. can tolerate a range of salt concentrations, as observed in Table 1. While
important, biomass does not directly correlate with maximum OCYV, indicating that
electron transfer efficiency (EET) is a more critical factor than cell number.

Shewanella putrefaciens is one of the most studied species in MFCs and is often used
as a reference. It demonstrates robust performance, generating OCV of up to 395 mV
under ideal conditions [30]. Shewanella frigidimarina (NCIMB 400) and Shewanella
livingstonensis are psychrophilic species, which are promising for MFCs operating at
low temperatures (4-10°C). Their ability to generate energy in cold environments
makes them selective for applications in polar regions or in the treatment of cold
wastewater, where most mesophilic bacteria would not be efficient [31, 32, 33].
Although the optimal temperature for Shewanella regenerae sp. nov. is 30°C, this strain
is capable of surviving at temperatures ranging from 4°C to 45°C, making it an
excellent candidate for applications in both low and high-temperature environments.
The potential of Shewanella regenerae sp. nov. for electrical energy production is
remarkable, without the need for prior anodic biofilm formation. In contrast, the high
current density of other electrogenic microorganisms, such as the widely studied
Shewanella oneidensis MR-1 [3] and other species such as S. putrefaciens [34],
fundamentally depends on the formation and maturation of an anodic biofilm. This is a
time-consuming step that can limit the efficiency of the system [2]. The ability of S.
regenerae to produce energy robustly and independently of a biofilm suggests a highly
efficient and direct extracellular electron transfer mechanism, which may involve the
high production of soluble mediators such as flavins. This revolutionary potential not
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only accelerates the start-up process of MFCs but also paves the way for optimizing
the design of these devices, focusing on high-performance planktonic species.

Functional Diversity and Biochemical Tests

The substrate that showed the highest growth of Shewanella regenerae sp. nov. was L-
serine. A study by Yang et al. [35] evaluated the potential of eight different amino acids
for electricity production in microbial fuel cells. The results showed that potential was
directly related to the amino acids L-serine (720 mg L"), demonstrating its potential to
enhance the desired activity. Other substrates such as L-threonine, glycyl-L-glutamic
acid, N-acetyl-D-glucosamine, and Tween 40 should also be considered as carbon
sources for this strain (Table 3).

The cultivation of microorganisms for bioenergetic applications, particularly within
MFCs, hinges on a precise understanding of their nutritional requirements. For the
genus Shewanella, a group of bacteria renowned for their ability to perform EET, the
availability of specific amino acids and carbon substrates is not merely a matter of
survival, but a critical determinant of their growth efficiency and bioelectricity generation
[2]. Amino acids like L-serine and L-threonine are fundamental building blocks for
proteins and enzymes, which are essential for all cellular processes, including
replication and repair. Glycyl-L-glutamic acid, a dipeptide, provides a source of both
glycine and glutamic acid, crucial for protein synthesis and as a precursor for other
metabolic pathways [36]. The carbon substrates provide the necessary energy for
these processes. N-acetyl-D-glucosamine, a derivative of glucose, is a readily
assimilated carbon source that fuels the central metabolic pathways, ensuring the rapid
proliferation of Shewanella. Tween 40, a surfactant, serves as a source of fatty acids
and carbon, vital for building cell membranes. Its surfactant properties may also
enhance the solubility and bioavailability of other nutrients, further optimizing bacterial
growth [37, 38].

Enzymatic and other metabolic assays

Shewanella regenerae sp. nov. showed a positive result for both catalase (see SM
Figure 3a) and oxidase production (see SM Figure 3b). The strain grew on amylase,
protease, and lipase media; however, it only produced the protease enzyme, which
was confirmed by a 6 mm halo formation (see SM Figure 3c). Shewanella regenerae
sp. nov. also showed a positive result for the reduction of NO3™ to NO>™ (see SM Figure
4).

The strain was not able to produce the enzyme 1-aminocyclopropyl-1-carboxylate
deaminase (see SM Figure 5a, b, c). It was, however, able to oxidize sulfur, with a halo
of 3 mm (see SM Figure 5d). The strain was not able to solubilize either phosphate or
potassium (see SM Figure 5e, f).

Antibiotic susceptibility and hemolytic assay

Shewanella spp. are often susceptible to antimicrobials, but an increase in resistance
has been observed [39]. Shewanella regenerae sp. nov. shows resistance to oxacillin,
chloramphenicol, gentamycin, ciprofloxacin, nalidixic acid, streptomycin, kanamycin,
and novobiocin (Table 4). Although still rare, some Shewanella species may lead to
human infections [40]. Shewanella species are mainly found in marine environments
[41], and S. algae, S. putrefaciens, and S. xiamenensis have become emerging
opportunistic pathogens [42]. Regarding the hemolysis assay, Shewanella regenerae
sp. nov. is considered alpha-hemolytic.

Phylogenetic and phylogenomic analyses
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The 16S rRNA analysis result in phylogenetic tree (Figure 4). Within this structure, the
16S rRNA gene sequence of Shewanella regenerae sp. nov. grouped with Shewanella
species, forming a clade alongside S. halifaxensis, S. pealeana, S. sairae, S.
marinintestina, S. schlegeliana, S. pneumatophori, and S. sp. DAU334. This result
indicates that Shewanella regenerae sp. nov. clusters within the Shewanella clade,
supporting its taxonomic classification within this genus.

The phylogenetic analysis, based on concatenated sequences of the gyrA, gyrB, infB,
recN, rpoA, and tpoA genes, used P. haloplanktis as an outgroup to root the
phylogenetic tree. The phylogeny grouped Shewanella regenerae sp. nov. with species
of the Shewanella genus in a clade. Within this clade, the isolate grouped with S.
schlegeliana, S. halifaxensis, and S. pealeana in a well-supported cluster. This
distinction, supported by the concatenated gene analysis, underscores the ability of this
phylogenetic approach to resolve fine-scale differences among species currently
classified under Shewanella.

The phylogenomic analyses of Shewanella regenerae sp. nov. in comparison with the
related species S. schlegeliana, S. halifaxensis, and S. pealeana revealed notable
differences. The dDDH values, calculated using formula d4 on the GGDC platform,
were 23.9%, 26.8%, and 25.1% for S. schlegeliana, S. halifaxensis, and S. pealeana,
respectively. The average GC content difference was 0.20%. Additionally, the ANI
values, calculated using FastANI, were 84.87%, 84.12%, and 82.86% relative to S.
schlegeliana, S. halifaxensis, and S. pealeana, respectively (see SM Table 3, and Table
5).

These results indicate a level of genomic divergence sufficient to support the
classification of REG000848 as a new, distinct species related to S. schlegeliana, S.
halifaxensis, and S. pealeana. The results of the ANl comparison among Shewanella
species are shown in Table 5 (Part | and Il). The ANI values obtained in all comparisons
were consistently below the 95% threshold, which is the accepted gold standard for
bacterial species delimitation. Therefore, the ANI analysis results provide strong
genomic evidence that our isolate represents a new species.

Description of Shewanella Regenerae sp. nov. (re.ge.ne.rae. L. adj. regeneration;
N.L. fem.).

Strain REG00848 was isolated from the Brazilian coastal sea. Its cells are Gram-
negative, orange-pigmented rods, and are motile by means of polar flagella. Circular,
opaque, and ivory-colored colonies (0.5-2.5 mm in diameter) are formed on MD agar
after 48 hours at 30°C. The strain is a facultative anaerobic chemoheterotroph. Growth
occurs at temperatures ranging from 4 to 45°C, with an optimum of 30°C. The pH
range for growth is 4.5-10, with an optimum of pH 6.5-8.0. The strain does not require
NaCl for growth (it grows from 1-12%), but optimal growth occurs at concentrations of
2-8% (w/v). On agar media, it grows best on MD. In broth culture medium, it grows
best on TN. The strain tests positive for catalase, oxidase, N-acetyl-B-glucosaminidase,
and DNase, and it reduces nitrate to nitrite. It is negative for amylase, alginase, and
lipase. Shewanella regenerae sp. nov. shows resistance to ampicillin, oxacillin,
erythromycin, gentamycin, nalidixic acid, and tetracycline. Hemolytic activity is positive
(alpha-hemolytic). Substrates such as L-serine, L-threonine, glycyl-L-glutamic acid, N-
acetyl-D-glucosamine, and Tween 40 should be considered as carbon sources for this
strain. Microbial fuel cells inoculated with Shewanella regenerae sp. nov. yield up to
250 mV open-circuit voltage when exposed to TN medium with the addition of 3% NaCl
(pH 8) without prior biofilm formation on graphite electrodes.

Conclusions

A bacterial strain, designated REG000848, was isolated from the Brazilian coastal
marine environment. A comprehensive characterization, including genomic,
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phylogenetic, biochemical, and morphological data, distinguishes this new species,
identified as Shewanella regenerae sp. nov., from its known congeners. This bacterium
is clearly distinct from reference species based on both phylogenetic and phylogenomic
analyses. The isolate REG000848 is closely related to S. schlegeliana, S. halifaxensis,
and S. pealeana; however, the dDDH and ANI values between REG000848 and these
closest relatives fall well below the commonly accepted species delineation thresholds
of 70% and 95%, respectively, reinforcing its genomic distinctiveness. Therefore, these
findings provide strong evidence supporting the classification of REG000848 as a novel
species within the genus Shewanella. This strain can produce electricity associated
with its ability to transfer electrons to extracellular acceptors, a process known as
extracellular electron transfer. This process holds great potential for innovation in
sustainable electricity generation. Microbial fuel cells inoculated with Shewanella
regenerae sp. nov. yield up to 250 mV open-circuit voltage when exposed to TN
medium with the addition of 3% NaCl (pH 8) without prior biofilm formation on graphite
electrodes, which indicates a higher bioelectroactivity potential. It should be noted that
Shewanella regenerae sp. nov. is a promising candidate for various applications,
including those in extreme temperature environments, due to its ability to grow across a
wide temperature, NaCl and pH spectrum. The discovery of S. regenerae not only
expands our knowledge of the genus's diversity but also reveals novel metabolic
properties.
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CAPTIONS

Figure 1. Shewanella regenerae sp. nov. (REG00848) on agar media after 48h of
incubation at 30°C. a: MD; b: TCBS; c: TN; d: TS; e: Gram stain image demonstrating a
Gram-negative stain (100x); f: unstained optical microscopy image (100x); g: colony
image under optical microscopy (4x); h: colony image under optical microscopy (10x).

Figure 2. Shewanella regenerae sp. nov. average growth (180 rpm, 30°C) exposed to
different broth media, NaCl concentrations, temperatures, and pH levels. Biomass was
evaluated by optical density at 600 nm. One-way-ANOVA results are above the graphs.
The vertical lines denote 95% confidence intervals standard deviation.

Table 1. Factorial-ANOVA results for Shewanella regenerae sp. nov. (REG000848)
biomass and OCV. The analysis evaluates the effects of time (24h, 48h, 120h, 168h,
14, 21, and 28 days), medium (TN, MD, TN+3% NaCl, MD+3% NaCl), and incubation
strategy (0 rpm and 180 rpm).

Figure 3. OCV and biomass (ODsno) of Shewanella regenerae sp. nov. (REG000848) in
various broth media (TN, MD, TN + 3% NaCl, MD + 3% NacCl) incubated at 30°C. The
dashed line represents the control OCV (culture medium only, without inoculum). One-
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way-ANOVA results are above the graphs. The vertical lines denote 95% confidence
intervals standard deviation.

Table 2. Shewanella regenerae sp. nov. (REG000848) OCV and biomass exposed to
different treatments.

Table 3. Shewanella regenerae sp. nov. (REG000848) Biolog EcoPlate results.
Biomass values above 0.2 (ODsgo) were considered as positive results.

Table 4. Shewanella regenerae sp. nov. (REG000848) antibiotic susceptibility.

Figure 4. Phylogenetic inference of Shewanellaceae species. (A) The phylogenetic tree
clade of Shewanella regenerae sp. nov. was inferred through Maximum Likelihood Tree
with 16S rRNA gene of isolate Shewanella regenerae sp. nov. (REG000848) and
Shewanellaceae species reference genomes deposited in NCBI. (B) The phylogenetic
tree was inferred through Maximum Likelihood Tree with concatenated gene
sequences gyrA, gyrB, infB, recN, rpoA and tpoA of isolate REG000848 and
Shewanellaceae species genomes deposited in NCBI. In both phylogenetic trees,
branches with support values below 0.5 were collapsed.

Table 5 (Part I). Differential characteristics of Shewanella species. nd = no data; +/- =
strain-dependent [5, 6, 19, 22, 40, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64].

Table 5 (Part Il). Differential characteristics of Shewanella species. nd = no data; +/- =
strain-dependent [5, 6, 19, 22, 40, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64].



Table 1

Click here to access/download;Table;Table 1.docx %

Table 1. Factorial-ANOVA results for Shewanella regenerae sp. nov. (REG000848)
biomass and OCV. The analysis evaluates the effects of time (24h, 48h, 120h, 168h, 14,
21, and 28 days), medium (TN, MD, TN+3% NaCl, MD+3% NaCl), and incubation
strategy (0 rpm and 180 rpm).

ocv
Effect SS Degree of Freedom MS F p
Time 1.95E+05 7 2.79E+04 15.22 0.000*
Media 8237 3 2746 150 0.223
Incubation 6001 1 6001 3.28 0.075
Time x Media 6.96E+04 21 3317 1.81 0.036*
Time x Incubation 9444 7 1349 0.74 0.642
Media x Incubation 1.44E+04 3 4801 2.62 0.058
Time x Media x Incubation 1.19E+04 21 565 0.31 0.998
Biomass
Time 0.573 6 0.096 7.4  0.000*
Media 1.199 3 0.400 31.1 0.000*
Incubation 1.347 1 1.347 104.6 0.000*
Time x Media 1.567 18 0.087 6.8  0.000*
Time x Incubation 0.748 6 0.125 9.7 0.000*
Media x Incubation 0.080 3 0.027 21 0.106
Time x Media x Incubation 0.596 18 0.033 2.6 0.001*
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Table 2. Shewanella regenerae sp. nov. (REG000848) OCV and biomass exposed to

different treatments.

Medium Incubation OCV (mV) Biomass
Maximum Average Minimum Maximum Average

TN 180 rpm 171 74 0.761 1.331 1.041

0 rpm 173 64 0.515 1.37 0.845

MD 180 rpm 196 93 0.908 1.438 1.151

0 rpm 185 88 0.859 1.349 0.992

TN+3%NACL 180 rpm 162 65 0.643 1.359 0.931
0 rpm 250 118 0.487 1.243 0.837

MD+3%NACL 180 rpm 201 69 0.768 1.192 0.989

0 rpm 182 96 0.711 1.066 0.816
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Table 3. Shewanella regenerae sp. nov. (REG000848) Biolog EcoPlate results. Biomass

values above 0.2 (ODsgo) were considered as positive results.

Substrate Result

Water control
Pyrubic Acid Methyl Ester -
Tween 40 +
Tween 80 +
a-Cyclodextrin +
Glycogen +
D-Cellobiose +
a-D-Lactose +
B-Methyl-D-Glucoside +
D-Xylose -
i-Erythritol +
D-Mannitol +
N-Acetyl-D-Glucosamine +

D-Glucosaminic Acid -

Glucose-1-Posphate +
D,L,a-Glycerol Phosphate +
D-Galactonic Acid y-Lactone +
D-Galacturonic Acid +

2-Hydroxy Benzoic Acid -
4-Hydroxy Benzoic Acid -

y-Hydroxybutyric Acid +
Itaconic Acid +
a-Ketobutyric Acid +
D-Mallic Acid -
L-Arginine +

L-Asparagine -

L-Phenylalanine +
L-Serine +
L-Threonine +
Glycyl-L-Glutamic Acid +

Phenylethyl-amine -

Putrescine -
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Table 4. Shewanella regenerae sp. nov. (REG000848) antibiotic susceptibility.

Antibiotics Concentration Unit Inhl:ltlo Halo (mm)
Ampicillin 10 mcg + 5.5
Oxacillin 1 mcg - 0.0

Chloramphenicol 30 mcg - 0.0

Erythromycin 15 mcg + 3.5

Gentamicin 10 mcg - 0.0

Ciprofloxacin 5 mcg - 0.0

Acid. Nalidixic 30 mcg - 0.0
Penicillin 10 IU + 11.0

Streptomycin 10 mcg - 0.0

Tetracycline 30 mcg + 9.5

Clindamycin 2 mcg + 2.5

Ceftriaxone 30 mcg + 7.0
Kanamycin 30 mcg - 0.0

Novobiocin 5 mcg - 0.0
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Table 5 (Part I). Differential characteristics of Shewanella species. nd = no data; +/- = strain-dependent [5, 6, 19, 22, 40, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64].

S.
o S. S. S. S. S. S. S. S. S. S. S. S.
Characteristic regenerae o . . ) o . ) . o ) . o ) )
marinintestina schlegeliana sairae  pealeana gelidimarina colwelliana hanedai woodyi frigidimarina japonica livingstonensis putrefaciens
Sp. nov.
4°C + nd nd nd nd - nd + + + nd + +
10°C + nd nd nd nd + nd + + + nd + +
Growth in
37°C + - - - - - - - - - + - +
temperature
°C) at: 45°C + nd nd nd nd - nd - - - nd - -
optimal 30 20-25 20-25 20-25 25-30 15-17 25 15-20 25 20-22 20-25 15-20 25-30
Growth in NaCl 0% + - - - - - - - - + + + +
at: 6% + - - - - + - - - + - - -
NaCl range (%): 0-12 0.5-5.5 nd nd 0.5-5 0.5-8 0-11 0.5-7 0-4 0.5-3.5 0.3-3 0.5-6 0-8
pH range: 4.5-10 5.5-10 nd nd 5-9 7-8 6-10 6-9 5-9 4.5-9 5-10 4-10 5-10
pH optimum: 6.5-8 7.0 nd nd 6.5-7.5 7.0 7.0 7.0 7.0 7.5 7.0 7.0-7.5 7.0
luminescence - - - - - - - + + - - - -
) amilase - - - - - - + - + - + - -
Production of:
oxidase + + + + + + + + + + + + +
catalase + + + + + + + + + + + + +
N-Acetyglucosamine + + + + + + - + - - + + +
Utilization of: L-Arginine + + - + - nd nd - nd nd nd nd -
putrescine - - - - + - - + + - nd nd -
Reduce: nitrate to nitrite + + + + + + + + + + + + +
Ampicillin - nd nd nd nd nd - nd nd nd nd - -
Antibiotic .
. Oxacillin + nd nd nd nd nd + nd nd nd nd - nd
Resistance:

Chloramphenicol + nd nd nd nd nd + nd nd nd nd + nd
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Erythromycin - nd nd nd nd nd - nd nd nd nd - -

Gentamicin + nd nd nd nd nd + nd nd nd nd - nd
Ciprofloxacin + nd nd nd nd nd + nd nd nd nd + +
Acid. Nalidixic + nd nd nd nd nd + nd nd nd nd - -
Penicillin - nd nd nd nd nd - nd nd nd nd + nd
Streptomycin + nd nd nd nd nd + nd nd nd nd - nd
Tetracycline - nd nd nd nd nd - nd nd nd nd + -
Clindamycin - nd nd nd nd nd - nd nd nd nd nd nd
Ceftriaxone - nd nd nd nd nd - nd nd nd nd nd nd
Kanamycin + nd nd nd nd nd + nd nd nd nd + nd
Novobiocin + nd nd nd nd nd + nd nd nd nd - nd
DNA G+C content
Genomic (molos) 44.76 42.63 53.98 46.28 44.59 40.45 44.30 40.23 44.72 43.30 50.0 54.81 44.99
information: Genome similarlty
-- 83.20 83.95 83.48 84.85 79.53 78.53 78.37 79.06 77.72 7.7 77.75 77.68

ANI (%)




Table 5 (Part Il). Differential characteristics of Shewanella species. nd = no data; +/- = strain-dependent [5, 6, 19, 22, 40, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64].

. S. S. S. S. S. S. S.
Characteristic S- gaetbuli S fidelis S. basaltis S-algae indica chilikensis Xiamenensis carassii  seohaensis haliotolerans alkalitolerans fodinae
4°C - - - -+ - - -/+ - + + - R
10°C + + - + + +/- + + + + + +
Growth in 37°C + + + + + + + + + + + +
temperature
C) at: 45°C - - - -+ -+ - - - - - - -
optimal 30 28-30 30 30-35 30 25-30 30-35 25-30 25-30 25-30 25 25-30
Growth in NaCl 0% + - + + + + + + + + + +
at: 6% - + + + + + + + + + + +
NaCl range (%): 0-4 1-9 0-6 0-6 0-6 0-10 0-10 0-8 0-8 0-6 0-5 0-7
pH range: 5-11 6.5-10 7-10 5-11 5-10 5.5-10 5-9 5-8 5-8 5-9 6-11 5-9
pH optimum: 7.5 7.5 8 7.5 7.5 7.5-8.5 7.5-8.5 7-8 7-8 7-8 8.5 7
luminescence - - - - - - - - - - - -
Production of: amilase ) ) ’ ) ) i i i i ) ) i
oxidase + + + + + + + + + + + +
catalase + + + + + + + + + + + +
N-Acetyglucosamine - + - + - - + - R R + B
Utilization of: L-Arginine - - - - - - + - - + - -
Putrescine - - - - - - + - - - -
Reduce: nitrate to nitrite + + + + + + +/- + + + + +
Antibiotic Ampicillin + - + + - - - - . R . -
Resistance: Oxacillin + nd + + ; . - ) ) . . -



Chloramphenicol - - + + + - - - - - - -

Erythromycin + - - - + - - - - - - -
Gentamicin + - + + + - - - - - - -
Ciprofloxacin nd nd nd + + + + + + + + +
Acid. Nalidixic + - + nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Penicillin nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Streptomycin nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Tetracycline + - - - - - - - - - - -
Clindamycin nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Ceftriaxone nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Kanamycin nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Novobiocin nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
DNA G+C content
Genomic (mof%) 46.66 45.23 42.79 52.91  52.28 50.60 41.48 4240  40.39 53.51 44.45 53.24
information: Genome similarlty
77.80 79.76 77.85 77.64 77.29 77.53 77.59 77.51 77.86 78.24 78.39 76.73

ANI (%)
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This study detailed and validated the scaling-up protocol
for the bioluminescent marine strain, Aliivibrio sp. (ref. 1485),
sourced from the REGENERA BANK, using an INFORS HT
Minifors 2 bioreactor. The primary goal was to establish
optimal parameters for the light emission of the strain for
use in sustainable signaling systems. The strain, collected in
the coastal zone of Rio Grande do Sul, Brazil, was cultivated
in batch mode at 28 °C with buffered pH at 6.50 in
commercial Marine Broth (MB) medium. The results showed
successful biomass production, with the culture reaching
the stationary phase (OD, . =1.2) at approximately

68 hours. However, the bioluminescence kinetics revealed
a significant divergence from the canonical Quorum
Sensing (QS) pattern. The maximum luminescent peak
(276,000 photons) occurred just 3 hours after inoculation,
demonstrating an inverse proportionality to cell growth.
This suggests the presence of catabolite repression or
inhibition by metabolic by products at high cell density,
resulting in a “switching off” effect instead of the typical
light induction in the stationary phase.

The protocol was validated as an efficient and reproducible
method for mass production. Nevertheless, the commercial
medium MB proved inadequate for long-term stability. The
ideal harvesting window was confirmed to be immediately
after inoculation (0-5 hours). The strategic solution involves
replacing the commercial medium with optimized medium
(BO1485 - under industrial secrecy) developed by REGENERA
via Design of Experiments (DoE), which is designed to
maintain bioluminescence viability for up to 100 days.
Further optimization studies involving temperature and
stirrer variations are recommended to maximize the initial
light output and longevity of the strain.

Keywords
Minifors 2 bioreactor, eve bioprocess software, INFORS HT,
marine bacteria, biotechnology, light emission

The objective of this study is to validate the scaling-up protocol
for the bioluminescent Aliivibrio strain from the REGENERA
BANK using a Minifors 2 bioreactor (INFORS HT), by determining
the growth performance, bioluminescence stability and
establishing the maximum luminescent emission and cell
viability parameters necessary for developing sustainable
sighage systems.

Marine bioluminescent bacteria represent a powerful

resource at the intersection of biology and engineering. These
microorganisms, primarily residing in symbiotic relationships or
in the deep ocean, possess the remarkable ability to naturally
emit light via the luciferase enzymatic reaction [1]. This intrinsic
mechanism is not merely an ecological curiosity but a robust,
non-invasive biological signaling system with profound
technological implications across multiple sectors [2].
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The stable and quantifiable light emission from these organisms
makes them invaluable tools. They are currently being
leveraged in fields such as biosensing for real-time toxicity
testing, environmental monitoring, and the rapid detection

of pollutants [3]. Furthermore, the potential of harnessing this
natural illumination extends to novel applications, including the
development of sustainable biological lighting systems [4].

A particularly promising and innovative area is the use of these
bacteria for road and safety signage. By incorporating naturally
glowing microorganisms, it is possible to design markers

that are self-sustaining, energy-efficient, and responsive to
environmental cues, potentially offering a revolutionary step
away from traditional energy-intensive lighting methods [5].

From a production standpoint, marine microorganisms often
present an advantage for bioreactor scaling compared to
their terrestrial counterparts. These organisms are specifically
adapted to aquatic environments with low nutrient availability
and climate instability, distinguishing them for their nutrient
plasticity and resilience. Therefore, they are suitable for
large-scale controlled cultivation under laboratory conditions.
These organisms are typically adapted to stable and nutrient
aquatic environments, making them particularly amenable to
large-scale, controlled cultivation under laboratory conditions
[6]. Their relatively straightforward nutritional requirements
and established tolerance to high cell densities facilitate the
process of industrial upscaling and fermentation, ensuring

the robust supply needed for technological development,
especially in applications like light emission where consistent
output is critical [7].

This technical document details the scaling-up protocol for

a bioluminescent bacterial strain, a procedure of strategic
interest to REGENERA. The strain was selected from the
REGENERA BANK (BANCO REGENERA) — the first bank of
marine and coastal microorganisms in the country legally
available for bioprospection and technological development.
Collected in the Blue Amazon, through a strategy previously
directed by company studies, the bacterium belongs to

the genus Aliivibrio and represents the Brazilian marine
biodiversity, being notable for its high light emission capability.

The primary goal of this scaling-up is the development of
sustainable signage systems. The scaling-up procedure is
fundamental to verify the stability and bioluminescence
characteristics of the strain following cryopreservation.
Therefore, the central objective of this protocol is to ensure
the quality, purity, and luminescent intensity of the sample,
thus guaranteeing its successful introduction into subsequent
production and research environments.

The family of Vibrionaceae contains a large number of bacterial
species, many of which are described from marine habitats

[8]. Aliivibrio spp. (formerly Vibrio spp.) is a Gram-negative
bacterium found globally in marine environments. The strain
utilized for scaling-up was collected in the coastal zone of

the state of Rio Grande do Sul (RS) from samples of seaweed
and fouling invertebrates, thereby representing the Brazilian
marine biodiversity. The bacterium had its genome sequenced
and was identified as Aliivibrio sp. (ref.1485), with the species
designation being maintained under industrial secrecy.

Before cultivation in the Minifors 2 bioreactor, the scale-up
process was carried out gradually, beginning with smaller
volumes and increasing stepwise. The sequence followed was
15 mL (Falcon tube), 100 mL, 200 mL, 400 mL, and 800 mL
(Erlenmeyer flasks), culminating in the 1.6 L Minifors 2 stage. This
gradual increase in culture volume allowed the continuity of
growth across each step prior to large-scale cultivation.

The scaling-up process was conducted in an 6 L Minifors

2 bioreactor under strictly controlled conditions. The eve®
bioprocess platform software (2025 H1R1 - 1149.11.1) was used
to monitor and control the parameters during the process.
Inoculum preparation involved the re-activation of the
Aliivibrio strain, which was sub-cultured onto 40 plates of
solid Marine Broth (MB) medium (Difco BD) and incubated at
28 °C for 24 hours (Figure 1A). Following growth, the biomass
was resuspended in a 0.9 % (w/V) saline solution (Figure 1B).
The cultivation was carried out in a final working volume of

4 | of commercial Marine Broth medium (Difco BD). The initial
conditions in the bioreactor were established with an Initial
Optical Density (OD,,,..) of 0.05 and an Initial Luminescence of
55,000 photons.
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The culture was operated in Batch mode for a total duration
of 92 hours. The operational parameters were maintained at
the following setpoints: temperature at 28 °C, stirrer speed at
100 min”, GasMix at 21% O,, and Total Flow at 0.5 L min™. The
pH was buffered and controlled at 6.50 throughout the
process, which is the optimal value for the strain’s maximum
bioluminescence production. Samples were drawn
periodically to monitor growth kinetics (assessed by OD, )
and luminescence (measured in photons), using a Synergy
H1- Agilent spectrophotometer in 96-well plate (Kasvi),
transparent and black, respectively. Additionally, periodic
photographs were captured to provide visual confirmation
of the bacterial light emission during the cultivation period.
Figure 2 shows the beginning of the process, just after

the inoculum.

Results

During the process, the operational conditions of temperature
at 28 °C and the buffered pH at 6.50 were rigorously
maintained, as were the stirrer (100 min”), total flow

(0.5 L min”). The pO, (dissolved oxygen) is a key parameter

for bioluminescent organisms, as oxygen is an essential
co-substrate for the luciferase reaction. Regarding the Initial
behavior (0-5 hours), a high rate of initial consumption was
observed, coinciding with the peak of luciferase activity. This
validates that oxygen was available but was rapidly consumed
due to the high initial metabolic activity of the strain.

After the initial drop, maintaining adequate oxygen levels
demonstrated that the limitation of bioluminescence was not
due to a lack of the element, but rather to internal metabolic
repression.Starting from 92 hours, the oxygen level begins to
rise, indicating cell death (Figure 3).

Figure 2. Aliivibrio sp. (ref. 1485) from REGENERA BANK
inoculated in Minifors 2 bioreactor (INFORS HT).
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Figure 3. Aliivibrio sp. (ref. 1485) culture parameters recorded by eve® bioprocess platform software (2025 H1 R1 - 1.149.11.1) (INFORS HT).
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The results of the scaling-up of the Aliivibrio sp. (ref. 1485)
strain in the Minifors 2 bioreactor are presented in Figure 4,

for both cell growth (OD

Allivribrio sp. biomass (OD600onm)

600nm)

20 24
Time (h)

| S—
68 72

and bioluminescence
(photons) production. Both endpoints show statistically
significant differences (One-way ANOVA) between
the observation times, F (13, 28) = 416.5, p=0.0000 e
F (13, 28) =1495.6, p=0.0000, respectively (Figure 4).
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The analysis of the Optical Density (OD,, ) data revealed
that the culture demonstrated a lag phase (latency) between
Oh and 5h, indicating that the inoculum and the culture
medium (MB) were adequate for biomass production. The
exponential growth phase began approximately after 5 hours
and continued until around 68 hours of cultivation. The culture
reached the stationary phase (OD maximum) at approximately
68 hours, achieving a maximum value of around 1.2, where the
stationary phase is presumed to have commenced.

The analysis of the Luminescence (photons) data revealed that
the bioluminescence emission followed the opposite pattern
of cell growth, demonstrating an inverse proportionality.

The maximum luminescent emission peak was reached

just 3 hours after the inoculum was performed, recording
276,000 photons. Following the peak, luminescence showed a
decrease, concurrently with the biomass beginning to increase
(OD > 0.5), starting from 20 hours into the process. Visibly,
bioluminescence was observable between 0 hours and

48 hours (> 18.000 photons) (Figure 5). The scaling-up protocol
was successfully validated. The operational conditions of
temperature at 28 °C and the buffered pH at 6.50 were
effective, allowing for robust and rapid growth (stationary
phase at 68 hours) of the marine Aliivibrio strain.

infors-ht.com | regeneramoleculas.com.br 4



The observed dissociation between the maximum biomass
(between 68 and 92 hours) and the luminescence peak
(between 0 and 5 hours) is a fundamental result. Maintaining
the at pH 6.50, a critical abiotic factor for luciferase activity,
ensured that the metabolism was directed towards light
production, as expected for Aliivibrio bacteria [9]. The
obtained data confirm that the ideal harvesting window for
this strain in the medium is immediately after inoculation to
capture maximum luminescent performance.

The bioluminescence kinetic results diverge from

the canonical behavior of Aliivibrio fischeri (formerly

Vibrio fischeri), which typically reqgulates light emission via
Quorum Sensing (QS), reaching the peak in the stationary
phase [10]. The observed kinetics suggest a distinct metabolic
control in the REGENERA BANK strain: the light peak at 3
hours, well before massive growth, indicates that the initial
pool of precursors or the enzymatic state of luciferase (lux)
was highly active at the time of inoculation. The drop in
luminescence, which coincides with the increase in biomass
(OD = 0.5 starting from 20 hours), suggests catabolite
repression or inhibition by metabolic by products released

at high concentration during the exponential phase [11]. This
“switching off” effect at high density, instead of “switching on”
(typical of QS), requires further investigation but has direct
implications for the application.

The commercial medium used compromises the long-term
stability of the bioluminescence, making it unsuitable for the
final purpose of sustainable signaling [5]. To overcome this
limitation, REGENERA, through Design of Experiments (DoE)
[12], developed medium BO1485, which is currently under
industrial secrecy. This medium is specifically designed to
retard cell growth and maintain viable bioluminescence for up
to 100 days.

Therefore, the next strategic step is to apply the scaling-up
protocol validated in this study using medium BO1485.
Furthermore, an optimization study involving different
temperatures and stirrer must be carried out, as temperature
is another primary factor regulating luciferase activity and
the static condiction can slow down the biomass growth,
can maximizing the bioluminescence and the longevity of
the strain activity.
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Conclusion

The scaling-up protocol for the marine bioluminescent wild
strain Aliivibrio sp. (ref. 1485) was successfully validated

in the Minifors 2 bioreactor, establishing an efficient and
reproducible method for the mass production of the
biomaterial. The rigorous maintenance of operational
parameters (pH 6.50, 28 °C, and pO, control) confirmed the
suitability of the culture system for the genus.

The main kinetic result lies in the fundamental dissociation
between maximum biomass (reached at 68 hours) and the
luminescence peak (reached early at 3 hours). This kinetics is
atypical for Aliivibrio and diverges from classic QS control,
suggesting that light expression is rapidly repressed by
metabolic factors intrinsic to the strain at high density. The
direct implication is that the ideal harvesting window in the
MB medium is immediately after inoculation (0-5 hours) to
capture maximum performance.

However, the commercial medium is inadequate for the
development of sustainable signaling systems due to long-
term bioluminescence instability. REGENERA's next strategic
step is the transition to medium BO1485 (under industrial
secrecy), specifically developed to retard cell growth and
ensure luminescent viability for up to 100 days. Additionally, a
temperature, aeration cascade and stirrer optimization studies
is recommended to maximize the strain’s longevity, thus
solidifying the foundation for the formulation of long-lasting
bioluminescent signaling devices.

Integrated with the eve® bioprocess platform, the Minifors 2
bioreactor enabled precise real-time control of temperature,
pH, and dissolved oxygen, allowing REGENERA MOLECULAS
DO MAR to identify the strain’s early luminescence peak

and validate a reproducible scalable protocol for sustainable
bioluminescent technologies.

@E{u@ Learn more at
{312 infors-ht.com/minifors
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