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RESUMO

A crescente utilizacdo de plasticos convencionais tem gerado preocupacdo com o grande
acumulo no ambiente, surgindo a necessidade de producdo e utilizacdo de polimeros
biodegradaveis para substitui-los. Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo biopolimeros
sintetizados intracelularmente por diversos microrganismos, como forma de armazenarmento
de energia. As microalgas sdo fontes promissoras de PHAs, pois sdo 0s Unicos microrganismos
que acumulam PHAs pela fotossintese, utilizando a luz como principal fonte de energia, e 0
CO- como principal fonte de carbono, reduzindo os custos de producéo, que se configura como
maior obstaculo para comercializacdo dos PHAs. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi
produzir e caracterizar PHAs da biomassa de diferentes microalgas, avaliando os métodos de
extracdo e estratégias de cultivo para maior acimulo de biopolimero. Inicialmente, a eficacia
de seis métodos de extracdo de PHAs da biomassa de Spirulina sp. LEB-18 foi avaliada,
considerando o rendimento da extracdo, pureza e propriedades (FTIR, massa molecular, indice
de cristalinidade e composi¢cdo monomérica) dos polimeros. Apos 30 dias de cultivo obteve-se
1,02 g/L de biomassa, com rendimentos entre 6,10 a 9,80% de PHAS e graus de pureza entre
63,5 e 93,6%, dependendo do método de extracdo empregado. O uso do hipoclorito de sodio na
etapa inicial da extracdo contribuiu para aumentar o rendimento, e o uso do metanol no final do
processo aumentou a pureza dos biopolimeros. A massa molecular, o indice de cristalinidade e
a composicdo dos PHAs variaram com 0s métodos de extracdo, demonstrando interferéncia do
processo de extracdo nas propriedades dos polimeros. Constatou-se uma relagdo indireta (R? =
0,80) entre o percentual do monémero 11-hidroxihexadecanoato e o grau de cristalinidade dos
PHAs, sugerindo que o aumento de cadeias médias e longas na estrutura dos PHASs, contribui
para isto. Na segunda etapa, foi avaliada a influéncia da disponibilidade de nitrogénio do meio
de cultivo na producdo e composicdo de biomassa (clorofila, proteinas, lipidios e acidos
graxos), e na producdo e propriedades dos PHAs (FTIR, indice de cristalinidade, TGA e DSC).
Chlorella minutissima e Synechococcus subsalsus foram cultivadas em meio BG-11 e Spirulina
sp. LEB-18 foi cultivada em meio Zarrouk. As cepas foram cultivadas em meio “padrao”,
contendo todos os constituintes presentes em cada meio de cultivo, e em meio com reducdo de
70% de nitrogénio (meio limitado). O crescimento celular das microalgas foi reduzido no meio
limitado de nitrogénio, assim como também houve alteracdo da composicdo bioquimica da
biomassa, com maior armazenamento de moléculas carbonaceas, como lipidios e PHAs. C.
minutissima ndo sintetizou PHA mesmo em ambiente limitado de nitrogénio, ao contrario de S.
subsalsus (16% m/m de biomassa seca) e Spirulina sp. (12%). Os PHAs apresentaram
diferentes propriedades térmicas e fisicas, evidenciando a influéncia da cepa nas propriedades
do polimero, formados majoritariamente por monémeros de cadeia longa (C14 a C18). Esta
composicdo € uma novidade cientifica, uma vez que ndo foi registrada em PHAs sintetizados
por outras microalgas. Os PHAs obtidos pelas duas microalgas podem ser utilizados em
diversas areas, com potencial para o desenvolvimento de embalagens devido a baixa
cristalinidade.

Palavras-chave: cianobactérias; biopolimeros; microalgas; massa molecular.



ABSTRACT

The growing use of conventional plastics has generated concern about the large
accumulation in the environment, arising the need for production and use of biodegradable
polymers to replace them. Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are biopolymers synthesized
intracellularly by various microorganisms as a form of energy storage. Microalgae are
promising sources of PHAS, as they are the only microorganisms that accumulate PHAs by
photosynthesis, using light as the main source of energy, and CO> as the main source of carbon,
reducing production costs, which is a major obstacle to commercialization of PHAs. Thus, the
objective of this work was to produce and characterize PHAs of the biomass of different
microalgae, evaluating the extraction methods and cultivation strategies for greater biopolymer
accumulation. Initially, the efficacy of six methods of PHA extraction from Spirulina sp. LEB-
18 was evaluated considering the extraction yield, purity and properties (FTIR, molecular mass,
crystallinity index and monomer composition) of the polymers. After 30 days of cultivation,
1.02 gL* of biomass was obtained, yielding between 6.10 and 9.80% of PHAs and degrees of
purity between 63.5 and 93.6%, depending on the extraction method used . The use of sodium
hypochlorite at the initial extraction stage contributed to increased yield, and the use of
methanol at the end of the process increased the purity of the biopolymers. The molecular mass,
the crystallinity index and the composition of the PHAs varied with the extraction methods,
demonstrating interference of the extraction process in the properties of the polymers. An
indirect relationship (R?=0.80) was found between the percentage of the 11-
hydroxyhexadecanoate monomer and the degree of crystallinity of the PHAs, suggesting that
the increase of medium and long chains in the PHA structure contributes to this. In the second
stage, the influence of the nitrogen availability of the culture medium on the production and
composition of biomass (chlorophyll, proteins, lipids and fatty acids) and PHA production and
properties (FTIR, crystallinity index, TGA and DSC). Chlorella minutissima and
Synechococcus subsalsus were cultivated in BG-11 medium and Spirulina sp. LEB-18 was
grown in Zarrouk medium. The strains were grown in "standard” medium, containing all the
constituents present in each culture medium, and in medium with reduction of 70% of nitrogen
(limited medium). The cellular growth of microalgae was reduced in the limited nitrogen
medium, as well as the biochemical composition of the biomass, with higher storage of
carbonaceous molecules such as lipids and PHAs. C. minutissima did not synthesize PHA even
in a limited nitrogen environment, unlike S. subsalsus (16% m / m dry biomass) and Spirulina
sp. (12%). The PHAs presented different thermal and physical properties, evidencing the
influence of the strain on the properties of the polymer, formed mainly by long chain monomers
(C14 to C18). This composition is a scientific novelty, since it was not registered in PHAS
synthesized by other microalgae. The PHASs obtained by the two microalgae can be used in
several areas, with potential for the development of packages due to low crystallinity.
Keywords: cyanobacteria; biopolymers; microalgae; molecular mass.
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APRESENTACAO

A tese apresenta os resultados obtidos durante o desenvolvimento do Projeto de
Pesquisa “Producdo, extragédo e caracterizacdo de polihidroxialcanoatos (PHAS) da biomassa
de microalgas”. O documento esté divido em trés capitulos, onde cada capitulo refere-se a um
artigo oriundo da tese. O primeiro Capitulo “Microalgas como fonte de polihidroxialcanoatos
(PHASs) — uma revisao” refere-se a um artigo de reviséo que consolida as principais informacgdes
sobre a producdo de PHAs por microalgas, com foco nas propriedades e composicdo dos
biopolimeros, dando embasamento para um estudo sobre o potencial de utilizacdo destes
bioplasticos em substituicdo aos plasticos derivados do petréleo. O artigo foi publicado na
revista International Journal of Biological Macromolecules.

O segundo Capitulo “Eficacia de métodos de extragé@o de polihidroxialcanoatos (PHAS)
de Spirulina sp. e influéncia na composicdo e propriedades do polimero” refere-se a primeira
parte da pesquisa, que foi publicada na revista Algal Research. Nessa parte da pesquisa, foram
feitos um estudo e uma avaliacdo dos metodos empregados na extracdo dos biopolimeros da
célula microbiana, verificando a influéncia de cada método na pureza, composicdo e
propriedades dos biopolimeros obtidos. Dessa forma, foi possivel selecionar o método mais
eficaz para extracdo dos PHASs das microalgas.

O terceiro Capitulo “Influéncia do nitrogénio no crescimento, composi¢ao de biomassa,
producdo e propriedades de polihidroxialcanoatos (PHAs) obtidos de microalgas” refere-se ao
segundo artigo oriundo do projeto, que foi publicado na revista International Journal of
Biological Macromolecules. O objetivo dessa etapa foi verificar se a deficiéncia de nitrogénio
no meio de cultivo de trés diferentes microalgas, estimularia a sintese de PHAS por esses
microrganismos. Nessa estapa, também foi feita uma avaliacao da influéncia da disponibilidade
de nitrogénio no meio de cultivo, no crescimento celular, na composicdo da biomassa, na
producdo e nas propriedades do PHAs obtidos durante o cultivo das trés microalgas estudadas:
Chlorella minutissima, Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18.

A tese conta, ainda, com uma Introducdo geral sobre o tema proposto na pesquisa e,

com um topico de Consideracdes Finais, apds a apresentacdo dos capitulos.
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1 INTRODUCAO

O crescimento populacional e consequentemente, a maior utilizacdo de produtos
plasticos convencionais, tem gerado um acimulo de enormes quantidades de residuos de
materiais ndo biodegradaveis em todo o planeta, 0 que gera uma grande preocupacao ambiental.
Atualmente, a nivel mundial, utiliza-se 140 milhdes de toneladas de plasticos por ano, e para
seu processamento, emprega-se aproximadamente 150 milhGes de toneladas de combustiveis
fosseis que sdo dificeis de substituir. Os plasticos convencionais ndo biodegradaveis, ndo s6
levam muitas décadas para se decompor na natureza, como também produzem toxinas nocivas
durante o seu processo de degradacdo (SURIYAMONGKOL et al., 2007; HEMPEL et al.,
2011). Dessa forma, existe um interesse eminente na producédo e obtencéo de bioplasticos que
possam ser facilmente degradados no ambiente, de forma néo prejudicial, e que conduzam a
uma reducdo do uso dos combustiveis fosseis.

Os polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo biopolimeros sintetizados intracelularmente por
bactérias e microalgas como forma de armazenarmento de energia. As propriedades dos PHAs,
como a absoluta resisténcia a dgua e a sua completa biodegradabilidade, sugerem que esses
biopolimeros podem ser substitutos potenciais dos plasticos comuns comerciais. Indmeros
estudos ja foram realizados com bactérias com o objetivo de obter PHAs com propriedades
competitivas aos polimeros sintéticos, e com custos de producéo que viabilizem sua aplicacéo
industrial (ANDERSON e DAWES, 1990; LAYCOCK et al., 2013). Entretanto, 0s custos
elevados com substratos e com o processo de extracéo desses biopolimeros ainda se configuram
como um grande entrave para sua comercializacdo, visto que sdo aproximadamente cinco vezes
mais altos que os custos envolvidos na obtencdo dos polimeros sintéticos.

Dessa forma, a producdo de PHAs a partir de microalgas pode se caracterizar como uma
ferramenta importante para reducdo dos custos de obtencdo dos bioplasticos e com isso,
fornecer uma maior competitividade frente aos sintéticos. As microalgas sdo organismos
fotossintetizantes que utilizam a luz como principal fonte de energia, e 0 CO, como principal
fonte de carbono para seu crescimento e reproducdo. Além disso, possuem exigéncias
nutricionais minimas para crescimento, sendo por isso, consideradas como uma fonte
promissora para producdo de PHAs. O consumo de CO> por esses microrganismos também se
configura como um importante papel ambiental, de forma que podem minimizar o efeito estufa
provocado pela liberagdo desse gas pelas diferentes industrias. Com isso, a producdo de PHAS

pelas microalgas, além de contribuir para reducdo do uso de recursos fosseis, também reduz as
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emissdes de didxido de carbono no ambiente, 0 que se constitui como um importante benéficio
ambiental (RANJANA e NIRUPAMA, 2015; COSTA et al., 2018).

A biotecnologia das microalgas tem sido desenvolvida para diferentes aplicagdes
comerciais. Em 1969 surgiu a primeira fabrica de processamento de Spirulina para
comercializar a biomassa para consumo como alimento ou suplemento, e entre 2004 e 2013, a
producdo mundial de biomassa de microalgas atingiu cerca de 15 mil ton/ano (peso seco).
Algumas espécies cultivadas sdo usadas tambem como fonte de pigmentos e antioxidantes,
como os carotenoides astaxantina, cantaxantina e betacaroteno, cujo valor de mercado pode
atingir US$ 8 mil por quilo. Acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 e dmega-6 produzidos a
partir de microalgas compdem formulagdes nutricionais infantis e suplementos dietéticos
(BRASIL e GARCIA, 2016, SINGH e GU, 2010).

Ao contrario da producdo de microalgas para fins alimenticios, a producdo de
biocombustiveis e de bioplasticos PHAs de microalgas ainda ndo ocorrem em escala comercial,
apesar de existir muitas empresas com essa finalidade, e em diferentes estagios de implantacéo,
a depender do pais. Entre 23 empresas que produzem combustiveis de microalgas em escala
piloto, a maioria estdo nos USA (78%), 13% sdo européias, e 9% sdo de outros lugares. A
biomassa microalgal € obtida via cultivo autotréfico e/ou heterotrofico com o uso de
fotobiorreatores abertos ou fechados, sem a necessidade de terras agricultaveis (BLEAKLEY e
HAYES, 2017; KHAN et al., 2018).

As microalgas apresentam crescimento acelerado e composicdo quimica bastante
diversificada, com maior concentracdo e produtividade de bioprodutos (lipidios, bioplastico,
carboidratos, proteinas, entre outros), quando comparado as biomassas tradicionalmente
utilizadas. A composicao esta relacionada a natureza de cada espécie de microalga, bem como
aos fatores ambientais e ao meio de cultivo utilizado. A formacéo de cada composto no interior
da célula de microalga é regulada por complexos mecanismos metabdlicos (HOSSAIN et al.,
2008; NOREEN et al., 2016).

Os métodos de extracdo dos bioplasticos de PHAS e as rotas bioquimicas envolvidas na
sua biosintese por microalgas, precisam ser estudados e elucidados. Neste contexto, deve-se
identificar quais as espécies e estratégias de cultivo das microalgas podem ser empregadas para
concentrar o biopolimero, e 0s métodos de extracdo desses polimeros que sdo mais promissores
para obtencdo de PHAs com propriedades adequadas para sua comercializacdo e aplicacéo
industrial. Ao contrério dos estudos de producdo de PHAs com bactérias, os estudos de

estimulacdo de sintese de PHASs pelas microalgas ainda sdo considerados incipientes COSTA



19

et al., 2018). Ainda assim, esta claro que as microalgas tém potencial para producdo de
biopolimeros com menor custo, e com isso, podem desempenhar um papel vital com relagéo a

diminuicdo dos problemas ambientais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e comparar a eficAcia de diferentes métodos de extracdo de
polihidroxialcanoatos e a eficacia da estratégia de reducdo de nitrogénio do meio de cultivo de
diferentes cepas de microalgas, na maior producéo do bioplastico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Fornecer um estudo de reviséo sobre a producdo de PHAs por microalgas, verificando
o potencial de utilizacdo destes bioplasticos em substituicdo aos plasticos derivados do petroleo;
o Avaliar a eficacia de seis métodos de extracdo de PHAs da biomassa da microalga
Spirulina sp. LEB-18 com base nos rendimentos de extracdo, grau de pureza dos polimeros, e
propriedades do bioplastico;

o Caracterizar os PHAs extraidos da biomassa de Spirulina sp. LEB-18 por diferentes

métodos, avaliando a influéncia do processo de extracdo nas caracteristicas dos biopolimeros;

o Determinar o método mais eficaz para a extracdo dos PHAs da biomassa da microalga
Spirulina sp. LEB-18;
o Avaliar a influéncia da disponibilidade de nitrogénio nos meios de cultivo das

microalgas Chlorella minutissima, Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18, no
crescimento, na composicao bioquimica da biomassa e na producédo de PHAS;

o Caracterizar 0s biopolimeros sintetizados pelas microalgas por meio de analises
térmicas, fisicas e de composicéo;

o Identificar a microalga com potencial para obtencdo de PHAs com caracteristicas mais

favoraveis a sua aplicacdo industrial.
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3 CAPITULO I

MICROALGAS COMO FONTE DE POLIHIDROXIALCANOATOS
(PHAS) — UMA REVISAO

Artigo publicado em 2019
Revista International Journal of Biological Macromolecules
Doi: https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.03.099

3.1 RESUMO

Polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo biopolimeros sintetizados e acumulados por
diferentes microrganismos, quando estdo sob alguma condicdo limitante do crescimento
celular. Os PHASs sdo considerados potencias substitutos dos plasticos derivados do petroleo,
pois possuem propriedades mecénicas similares as dos polimeros sintéticos, podem ser
processados de maneira similar e sdo totalmente biodegradaveis. Atualmente, os PHAs
comerciais sdo produzidos em fermentadores utilizando bactérias heterotroficas e grandes
quantidades de fontes de carbono organico e sais nos meios de cultivo, responsaveis por
aproximadamente 50% dos custos totais de producdo. Uma maior aplicagdo comercial do PHA
esta limitada a diminuicdo do custo de producdo. As microalgas sdo um tipo de microrganismos
que podem ser usados para obter PHAS a um custo menor, pois possuem requisitos minimos de
nutrientes para crescimento e possuem natureza fotoautotrofica, ou seja, utilizam luz e CO»
como principais fontes de energia. Dessa forma, este trabalho tem por objetivo fornecer uma
revisdo sobre a producdo de PHAs de diferentes microalgas, com foco nas propriedades e
composicdo dos biopolimeros, verificando o potencial de utilizacdo destes bioplasticos em
substituicdo aos plasticos derivados do petréleo. Estudos de estimulacdo da sintese de PHAS
por microalgas ainda sdo considerados incipientes, e os PHAs obtidos estdo longe de serem
comercializados. Ainda assim, esta claro que as microalgas tém o potencial de produzir
biopolimeros com menor custo e podem desempenhar um papel vital no meio ambiente.

Palavras-chave: cianobactérias; nitrogénio; microrganismos; bioplastico.

3.2 INTRODUCAO

Plasticos convencionais derivados de petréleo ganharam atencao substancial desde 1940

e se tornaram os materiais mais amplamente utilizados em todo o mundo, substituindo a
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madeira, o vidro, 0os materiais de construgdo e metais, em varias aplicacdes industriais e
domésticas (LEE et al. 1991; CAIN, 1992; POIRIER et al., 1995; LEE, 1996; SINGH et al.,
2016). Os plasticos tém propriedades altamente desejaveis como leveza, robustez, durabilidade
e resisténcia a degradacdo (ANJUN et al., 2016). No entanto, suas numerosas aplicacbes e
ampla utilizacdo, principalmente como embalagem, contribuem para a maior parte do plastico
descartado como lixo ou detrito no mundo (RIVARD et al. 1995; WITT et al., 1997; MULLER
et al., 2001; RAY e BOUSMINA, 2005).

Cerca de 140 milhdes de toneladas de plastico sdo utilizadas a cada ano em todo o
mundo, 0 que exige o processamento de aproximadamente 150 milhGes de toneladas de
combustiveis fosseis e da origem a imensas quantidades de residuos que podem levar milhares
de anos para se decompor na natureza (SURIYAMONGKOL et al., 2007; HEMPEL et al.,
2011). Uma vez descartados no meio ambiente, os plasticos apresentam sérios desequilibrios
ambientais devido a sua persisténcia por varios anos, pois sdo extremamente resistentes a
degradacdo microbiana (ALEXANDER, 1981; SINGH et al., 2016). Sendo flutuante, eles
podem, ainda, ser dispersos por longas distancias e persistir por séculos em sedimentos
(ALEXANDER, 1981; RYAN, 1987; HANSEN, 1990; GOLDBERG, 1997; SINGH et al.,
2016). Nas proximas decadas, estima-se que o aumento do consumo de plastico devera
continuar até 2020 (CRANCK et al., 2004; ANJUN et al., 2016).

Segundo Anjun et al (2016), os métodos utilizados para o descarte de materiais plasticos
sdo desafiadores. Nos aterros, as taxas de degradacédo sdo tremendamente baixas. A incineracao
gera subprodutos toxicos e caros. A reciclagem pode ser feita, mas é um processo muito
demorado e também causa alteracdo nas propriedades dos materiais plasticos. Além disso, a
presenca de aditivos como revestimentos e pigmentos limita o uso do material reciclado
(CASTILHO et al., 2009). Consequentemente, os bioplasticos a base de biopolimeros, sdo uma
alternativa viavel para substituicdo dos plasticos sintéticos, pois ndo utizam recursos fosseis e
podem ser facilmente biodegradados. Até agora, no entanto, os custos de producdo dos
polimeros derivados do petrdleo ainda sdo mais baixos do que as alternativas biodegradaveis,
0 que se configura como um obstaculo ao desenvolvimento comercial de alternativas
ambientalmente amigaveis (HEMPEL et al., 2011).

Polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo bioplasticos promissores, pois suas propriedades
mecanicas sdo similares as do polipropileno e podem ser processados de maneira similar,
incluindo o processamento por extrusdo e moldagem por inje¢do (KHOSRAVI-DARANI et al.,

2013), com total biodegradabilidade. Eles sdo degradados de forma relativamente rapida pelos
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organismos do solo, permitindo uma facil compostagem do material residual (TROSCHL et al.,
2017).

Atualmente, os PHAs sdo produzidos em grandes fermentadores por bactérias
heterotréficas, como Cupriavidus necator (RIBEIRO et al., 2015; CAMPOS et al., 2014) e
Escherichia coli recombinante (CHEN et al., 2009). Para esses processos de cultivo, séo
necessarias grandes quantidades de fontes de carbono orgéanico, como a glicose, e sais minerais,
responsaveis por aproximadamente 50% dos custos totais de producdo (HALAMI et al., 2008;
TROSCHL et al., 2017). De acordo com Balaji et al (2013), o uso industrial do PHA produzido
pela fermentacdo bacteriana como um polimero é limitado pelo seu alto custo de producéo
comparado a alguns plasticos derivados de petréleo amplamente utilizados.

Uma maneira alternativa de produzir PHA é o uso de biomassa celular de microalgas
procaridticas, conhecidas como cianobactérias (COSTA et al., 2018a; COSTA et al., 2018b).
Como parte do fitoplancton, elas sdo produtoras de biomassa utilizando a luz e o CO>
atmosférico como unicas fontes de energia (TING et al., 2002; NOREEN et al., 2016).

As microalgas sdo um tipo de microrganismos que podem ser usados para obter PHAS
a um custo mais baixo. Isto € possivel porque as microalgas tém requisitos minimos de
nutrientes e possuem natureza fotoautotréfica; estes procariontes acumulam PHAs pela
fotossintese oxigenada (FREITAS et al., 2017; SUNDARAMOORTHY et al., 2013; COSTA
et al., 2018a). Segundo Costa et al. (2018a), além de reduzir os custos de producéo, é necessario
melhorar as caracteristicas do polimero para aumentar sua processabilidade e competitividade
de mercado dos PHAs. Assim, é fundamental conhecer as propriedades dos biopolimeros
obtidos, verificando suas possiveis aplicacdes industriais (RIBEIRO et al., 2015). Diversos
estudos ja foram desenvolvidos com o objetivo de obter PHAs de diferentes espécies de
microalgas (BALAJI et al., 2013; COSTA et al., 2018a; COSTA et al., 2018b; NOREEN et al.,
2016), no entanto, poucos abordam as propriedades dos PHAs obtidos em comparacdo com
polimeros sintéticos, e fornecem uma visdo dos mecanismos envolvidos na sintese de
biopolimeros por microalgas.

Dessa forma, o presente trabalho tem por objetivo fornecer uma revisdo sobre a
producdo de PHAs de diferentes microalgas, com foco nas propriedades e composicdo dos
biopolimeros, verificando o potencial de utilizacdo destes bioplésticos em substituicdo aos

plasticos derivados do petrdleo.
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3.3 BIOPOLIMEROS MICROBIANOS

Os biopolimeros microbianos sdo polimeros naturais que sdo sintetizados e
catabolizados por varios organismos, que ndo causam efeitos toxicos no hospedeiro e tém certas
vantagens sobre os plasticos derivados do petroleo (ANJUN et al., 2016). Os biopolimeros sdo
novos e promissores devido ao seu potencial de utilizacdo e rapida degradacdo por
microrganismos, incluindo bactérias (SURIYAMONGKOL et al., 2007). Esses biopolimeros
se acumulam como materiais de armazenamento em células microbianas sob condicBes de
estresse (SINGH et al., 2016).

3.3.1 Polihidroxialcanoatos (PHAS)

Polihidroxialcanoatos (PHA) sé@o poliesteres sintetizados e acumulados por diferentes
microrganismos, geralmente quando entram na fase estaciondria de crescimento
(MENDHULKAR e SHETYE, 2017). Os PHAs formam inclusdes intracelulares e podem ser
sintetizados para armazenar carbono e energia, podendo atingir 80% do peso celular (COSTA
et al., 2018b). Eles sdo sintetizados intracelularmente como inclusdes citoplasmaticas
insolUveis, na presenca de excesso de carbono, quando outros nutrientes essenciais, como
oxigénio, fosforo ou nitrogénio sdo limitados. Esses materiais poliméricos podem ser
armazenados em altas concentragbes dentro da célula, uma vez que ndo alteram
substancialmente seu estado osmotico (ANDERSON e DAWES, 1990; LAYCOCK et al.,
2013).

Essas inclusGes sdo geralmente esféricas, com diametros médios de 0,2-0,7 pm, S&o
circundadas por uma membrana de 2 nm composta por cerca de 2% de proteina e 0,5% de
lipidios. Os granulos sdo envolvidos por uma camada fosfolipidica, por polimerases,
despolimerases e proteinas citosolicas inespecificas (SUDESH et al., 2000). Segundo Luengo
et al. (2003), a funcdo da monocamada de fosfolipidios ndo esta bem estabelecida, embora seja
necessaria para evitar a transicdo do poliéster de estado amorfo para o estado cristalino, que é
mais estavel e poderia provocar o rompimento célular.

Grage et al. (2009), em seu estudo sobre granulos de polihidroxialcanoato bacteriano,
confirmaram a existéncia de uma camada fosfolipidica em preparagdes de PHA. Além da
monocamada de fosfolipidios, os autores acreditam que 0s granulos consistem em um nucleo
de poliéster, circundados por uma camada limite com proteinas incorporadas ou aderidas, que

incluem a PHA sintase, as enzimas de polimerizagdo e as proteinas reguladoras. Apesar das
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evidéncias, a ocorréncia in vivo de um revestimento de fosfolipidio ainda nédo foi estabelecida.
Vérios dados colocaram em questdo a ocorréncia real da camada lipidica in vivo (POTTER e
STEINBUCHEL, 2006; JENDROSSEK e PFEIFFER, 2014), especificamente a partir dos
estudos de microscopia de fluorescéncia, segundo os quais a existéncia do revestimento lipidico
pode se desenvolver a partir de um artefato experimental na extracdo e preparacdo do PHA
(BRESAN et al., 2016).

Segundo Singh et al. (2016), os PHAs sintetizados microbiologicamente mostraram um
potencial consideravel para varias aplicagdes nos campos de (i) produtos farmacéuticos:
liberacdo controlada e sistemas de administracdo de farmaco; (ii) agricultura: descarga
regulamentada de pesticidas, reguladores de crescimento de plantas e herbicidas, fertilizantes;
iii) biocombustivel: o éster metilico de 3-hidroxibutirato e os ésteres metilicos de 3-
hidroxialcanoato de cadeia média (MCL) podem ser utilizados como biocombustiveis; (iv)
medicina: PHAs podem ser explorados para o desenvolvimento de suturas absorviveis, placas
Osseas, pinos cirurgicos, filmes e grampos, suportes de medula 6ssea, dispositivos de reparo de
tenddes, implantes de ceélulas oculares, substitutos de pele, valvulas cardiacas, tecidos
cardiovasculares, enxertos vasculares, aplicacbes em engenharia de tecidos, guias nervosos,
barreiras de adesdo, etc; (v) descartaveis: os PHAs poderiam ser utilizados para a fabricacéo de
aparelhos de barbear, bandejas para alimentos, fraldas, produtos de higiene, utensilios,
embalagens de cosméticos, copos, roupas cirdrgicas médicas, estofados, carpetes, embalagens,
sacos e tampas compostaveis, etc; e (vi) cromatografia: os PHAs podem ter aplicacdo em fase
estacionaria para colunas cromatograficas.

Os PHAs sdo polimeros termoplasticos predominantemente lineares, com acido
hidroxialcandico como unidades monomeéricas, onde o grupo carboxila de uma unidade
monomérica forma uma ligacao éster com o grupo hidroxila da unidade monomérica adjacente
(MADISON e HUISIMAN, 1999; SINGH et al., 2016). Eles sdo descritos pela férmula
estrutural da Figura 1.1, onde “n” pode atingir 35.000 mondmeros. Cada unidade monomérica
de PHA possui um grupo R de cadeia lateral que pode diferir de um dtomo de hidrogénio a
metil a tridecil (MADISON e HUISIMAN, 1999; LU et al., 2009).
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Figura 1.1. Estrutura molecular geral dos PHAs, com m =1 a 13, n variando de 100 a
milhares de unidades e R varidvel (BRITO et al., 2011).
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m=2: R = hidrogénio; Poli(4-hidroxibutirato)

R = metil; Poli(4-hidroxivalerato) [P(4HV)]
m=3: R = hidrogénio; Poli(5-hidroxivalerato)

R = metil; Poli(5-hidroxihexanoato) [P(5SHHX)]
m=4: R = hexil; Poli(6-hidroxidodecanoato)
m=09: R = hidroxila; Poli(11-hidroxihexadecanoato) [P(11HHD)]
m=12: R = hidrogénio; Poli(14-hidroxitetradecanoato) [P(14HTD)]
m=13: R = hidroxila Poli(15-hidroxipentadecanoato) [P(15HPD)]

A cadeia lateral dos PHAs, normalmente possui um grupo alquila saturado, mas também
pode conter a rara estrutura quimica de grupos alquila insaturados, aromaticos, ramificados,
halogenados, epoxidados e substituidos (ANJUN et al., 2016; SINGH et al., 2016; MEIXNER
et al., 2018). Nas cadeias laterais dos PHAS, 0s substituintes podem ser quimicamente alterados
como resultado da ligacdo cruzada de ligacdes insaturadas (SINGH et al., 2016).

Os biopléasticos de PHAs sdo classificados de acordo com o nimero de atomos de
carbono que compdem o grupo funcional em trés grupos principais: PHAs consistindo de
unidades de acidos hidroxialcandicos de cadeia curta (PHAscL), ou seja, aqueles com uma
cadeia de carbono de 3 a 5 atomos de carbono, PHAS constituidos de &cidos hidroxialcandicos
de cadeia média (PHAwmcL) com 6 a 14 atomos de carbono na cadeia, e PHAs constituidos de
acidos hidroxialcandicos de cadeia longa (PHALcL) com mais de 15 atomos de carbono
(ANJUN et al., 2016; TROSCHL et al., 2017, QUINES et al., 2005). A diferenca entre essas
classes é devida principalmente a especificidade do substrato das PHAs sintases que podem
“aceitar” 3 hidroxiacidos de uma certa faixa de comprimento de carbono. Dependendo do
substrato utilizado e do metabolismo do microrganismo, diferentes monémeros e, portanto,
diferentes polimeros e copolimeros podem ser obtidos (SQUIO e ARAGAO, 2004). Em geral,
PHAscL tem propriedades proximas aos plasticos convencionais, enquanto 0s PHAmcL Séo
considerados como elastbmeros e borrachas (SURI'YAMONGKOL et al., 2007).
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O poli-3-hidroxibutirato (PHB) € um tipo bem conhecido de PHASs de cadeia curta sendo
explorado comercialmente. O maior obstaculo na produgdo comercial dos PHAs € o alto custo
dos processos de fermentacdo bacteriana, que tornam o bioplastico bacteriano mais caro do que
os polimeros derivados do petrdleo, como o polipropileno e o polietileno (MENDHULKAR e
SHETYE, 2017). Segundo Singh et al. (2016), os bioplasticos de PHAs sdo quase 5 vezes mais
caros que os plasticos de polipropileno. Os gastos com as fontes de carbono usados no processo
de producdo de biopolimeros representam 47% do custo total e é o fator que mais contribui para
aumentar os pregos dos PHAs. Por isso, Van-Thuoc et al. (2008) argumentam que estratégias
de cultivo com alta produtividade de PHAs e emprego de fontes de carbono de baixo custo sdo
essenciais para a viabilidade econdmica dessa atividade.

Mais de 100 cepas de microalgas foram testadas até o momento para producéo de PHAS;
aproximadamente 70% destas cepas contém PHAs em concentracdes variando de 0,04 a 40%
do peso seco das células em condicGes de crescimento fotoautotréfico (RANJANA e
NIRUPAMA, 2015; COSTA et al., 2018a). A Figura 1.2 apresenta um esquema de resumo do
biociclo de producéo e degradacdo de PHAs produzidos por microalgas, que demonstra como

a producdo de PHASs por esses organismos pode ser ambientalmente satisfatoria.

Figura 1.2. Ciclo de producéo e degradacdo dos PHAs de microalgas.
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Neste ciclo através da fotossintese, as microalgas usam a luz solar, diéxido de carbono,
agua e nutrientes para produzir os PHAs que sdo extraidos, purificados e processados nos mais
diversos artigos de plastico. Apo6s seu uso, os PHAs podem ser depositados em ambientes
microbianos ativos e a biodegradacéo desse polimero formara dioxido de carbono e agua, que

serdo novamente consumidos por microalgas (RIBEIRO, 2014).
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3.3.2 Extracéo dos PHAs

A extracdo dos PHAs a partir da célula microbiana é um passo fundamental na obtencéo
desses biopolimeros, uma vez que pode influenciar suas caracteristicas e, conseqiientemente,
sua aplicagdo industrial. Por ser um produto acumulado intracelularmente no citoplasma das
células dos microrganismos, os PHAs devem ser extraidos das células ap6s o estagio de
producdo (cultivo) (COSTA et al., 2018a). Desta forma, o tratamento da biomassa, ap6s o
cultivo para a extragcdo dos PHAs acumulados, € uma etapa muito importante, pois pode levar
a mudancas nas propriedades do produto final (MADKOUR et al., 2013).

Em geral, o processo de extracdo de PHAs envolve as etapas de tratamento de
desestabilizac&o e/ou ruptura celular, recuperacdo e purificagdo de biopolimeros. Nestas etapas,
métodos quimicos, fisicos e bioldgicos, ou mesmo uma combinagdo desses métodos, podem
ser aplicados para garantir um produto com alta pureza e com caracteristicas fisicas e térmicas
preservadas (QUINES et al., 2015).

O processo de extracdo de PHAs comeca com a etapa de separacdo do material sélido,
composto de células com biopolimero intracelular, a partir do caldo de cultivo, que geralmente
é realizado por centrifugacdo. Posteriormente, ocorre o estagio de desestabilizacao e/ou ruptura
da parede celular microbiana, que pode ser feito por métodos quimicos, fisicos ou bioldgicos
(KAPRITCHKOFF et al., 2006; COSTA et al., 2018a). Apés a ruptura ou desestabilizacdo da
parede celular, é formada uma suspensao consistindo de biopolimero, células com biopolimero
(células que desestabilizaram, mas ndo romperam as paredes celulares) e detritos celulares
(mistura de proteinas, acidos nucléicos, lipidios e fragmentos de parede celular). O préximo
passo € recuperar o biopolimeros. Essa etapa também pode ser realizada usando métodos
quimicos, bioldgicos e fisicos, ou com o uso de métodos combinados, tais como fisicos e
quimicos, bioldgicos e quimicos, entre outros. O processo é finalizado ap6s a recuperacdo do
biopolimero por sedimentacdo (centrifugacdo) ou por precipitacdo (FIORESE et al., 2009;
GHATNEKAR et al., 2002; QUINES et al., 2015).

Os métodos quimicos empregados na extracdo dos PHAs das células dos
microrganismos envolvem o uso isolado ou combinado de solventes. Os solventes mais
comumente utilizados s&o cloroférmio, acetona, metil isobutil cetona, cloreto de metileno,
carbonato de propileno, acetato de etila e alcool isoamilico (COSTA et al., 2018a). A fim de
determinar a eficiéncia do processo de extracao e a qualidade do produto, é necessario avaliar
o0 tempo de contato e a temperatura de aquecimento do polimero com o solvente (FIORESE et
al., 2009; RIEDEL et al., 2012).
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Os métodos fisicos mais comuns aplicados na extracdo de PHAS s&o aqueles que usam
0s moinhos homogeneizador e o ultrassom. Normalmente estes métodos séo aplicados no inicio
do processo de extragcdo, com o0 objetivo de desestabilizar e romper a membrana celular dos
microrganismos. Os métodos mecénicos de extracdo, quando comparados aos quimicos,
conferem melhores propriedades térmicas ao polimero, além de serem mais econdmicos e
menos toxicos (MIDDELBERG, 1995). A aplicacdo do método mecénico para a extragdo de
biopolimeros aumentara seu potencial de recuperacdo se estiver associado a um método
quimico adequado, que permita uma alta recuperacdo dos PHAs no processo de extracdo sem
promover mudancas significativas em suas caracteristicas (QUINES et al., 2015).

O método bioldgico de extracdo de PHAs microbianos é um processo complexo que é
baseado na aplicacdo de enzimas, como lisozimas, nucleases e proteases, para a recuperacédo do
biopolimero. As enzimas sdo adicionadas ao caldo de cultivo para hidrolisar as células contendo
PHAs. Essa técnica é atraente devido as condicdes brandas de operacdo, a alta seletividade das
enzimas na hidrdlise das proteinas da parede celular dos microrganismos, sem atuar na
degradacéo do polimero, e a qualidade do polimero recuperado (KAPRITCHKOFF et al., 2006;
SUZUKI et al., 2008).

Segundo Quines et al. (2015), métodos bioldgicos e fisicos sdo uma alternativa positiva
para a extracdo de PHASs, uma vez que ndo ha necessidade de inserir substancias quimicas no
processo, mas apresentam resultados de recuperacdo de polimero menores do que 0s
encontrados em outros métodos. Por outro lado, esses meétodos tém sua eficacia aumentada
guando combinados com quimicos. A combinacao de métodos de extracdo tem potencial neste
contexto, pois facilita a ruptura celular, a recuperacdo dos polimeros e reduz o tempo de
processamento, bem como a aplicacdo de produtos quimicos téxicos. De acordo com Costa et
al. (2018a), o método empregado na extracdo dos PHAs interfere diretamente nas propriedades
dos polimeros, como massa molecular, indice de cristalinidade, grau de pureza, temperatura de
decomposicao térmica e composicdo monomérica, sendo de grande importancia para obtencédo
do polimero. A maior evidéncia dessa interferéncia é o fato dos PHAs dentro das células dos
microrganismos ser amorfo e, dependendo do método empregado na sua extracdo, torna-se mais

ou menos cristalino, o que pode determinar sua aplicacdo industrial.

3.3.3 Propriedades e composigdo dos PHAS

Os PHAs tém propriedades similares as dos plasticos convencionais, devido a grande

diversidade quimica de seus radicais (POLI et al., 2011). Esses polimeros podem variar de
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termoplasticos rigidos e quebradicos a elastomeros, borrachas e adesivos, dependendo de sua
composicdo monomérica (LOCATELLI, 2012). Eles tém um grau de polimerizacdo de até
30.000, confirmado pelas massas moleculares altas que normalmente possuem. Como resultado
do aumento no comprimento da cadeia, ou aumento no numero de co-mondmeros num
copolimero, a sua elasticidade aumenta e, assim, os PHAs possuem propriedades diferentes de
acordo com a sua composi¢do monomérica (FORMOLDO et al., 2003).

As propriedades fisicas mais estudadas dos PHAs sdo massa molecular, propriedades
térmicas e indice de cristalinidade, pois sdo determinantes para a processabilidade do polimero.
A massa molecular e a distribuicdo da massa molecular de um polimero sdo caracteristicas
importantes para sua adequacdo comercial, sendo que polimeros com massa molecular menor
que 4x10* Da tém suas propriedades mecénicas deterioradas (SIM et al., 1997; TAIDI et al.,
1995).

A massa molecular dos PHAs varia de 2x10° a 3x10° Da, dependendo do tipo e da
espécie microbiana utilizada e das condigdes de crescimento, como pH, condi¢cdes e modos de
cultivo, e tipo e concentracdo da fonte de carbono (KHANNA e SRIVASTAVA, 2005). O
método de extracdo empregado também pode interferir na massa molecular dos PHAs (COSTA
et al., 2018a). Laycock et al. (2013) sugeriram que a distribuicdo da massa molecular esta
associada as propriedades de uso final dos biopolimeros através do controle estrutural de
macromoléculas. As propriedades dos PHAs dependem do tamanho das cadeias poliméricas,
cujos rearranjos estruturais podem depender do grau de polimerizacdo (COSTA et al., 2018b).

As propriedades térmicas de um polimero (Tm - temperatura de fusdo, Tg - temperatura
de transicdo vitrea), bem como propriedades como cristalinidade e tempo de cristalizacéo,
definem algumas propriedades mecanicas do material a temperatura ambiente, sendo também
parametros Uteis para o processamento térmico do material (CAMPQOS, 2013). Os PHAs
exibem uma temperatura de fusdo de 50 a 180°C e uma cristalinidade que varia de 30 a 70%,
dependendo da composicdo do polimero (REHM, 2010). Segundo Assis et al. (2016), PHASs
com cristalinidade entre 60 e 80% sdo considerados rigidos. Os PHAs flexiveis e mais elasticos
tém comprimentos de cadeia média (30-40%) e curta (30%), respectivamente. O menor grau
de cristalinidade aumenta o nimero de possiveis aplicacdes industriais de PHASs, melhorando
suas caracteristicas de processamento. Segundo Laycock et al. (2013), um claro entendimento
das relagdes entre a cristalinidade dos PHAs e a composicdo do polimero, auxiliara no

desenvolvimento de polimeros com as caracteristicas desejadas.
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Os PHAs mais comuns sdo polimeros semicristalinos, que possuem propriedades
mecénicas comparaveis as do polipropileno e do polietileno, embora sejam mais frageis e
menos resistentes aos solventes (REHM, 2010). A Tabela 1.1 apresenta as propriedades fisicas
do PHB e seus copolimeros, como o polihidroxivalerato (PHBV), que podem ser comparados
as propriedades dos polimeros sintéticos de polipropileno e polietileno de alta densidade.

Tabela 1.1. Propriedades fisicas e térmicas de diferentes tipos de PHAS, do polipropileno e do polietileno

de alta densidade.
Propriedades PHB PHBV PP PEAD
Temperatura de fuséo (°C) 180 150 - 172 174 125-132
Cristalinidade (%) 60 — 80 30-40 68 60 - 80
Madulo de elasticidade (MPa) 3500 1500 — 2500 1700 1000
Resisténcia a ruptura (%) 6 8-35 400 12
Massa molecular (KDa) 500 300 200 200 - 600

Fonte: COUTINHO et al. (2003), FORMOLO et al. (2003) e DOMINGUEZ-DIAZ et al. (2015). PHB —
polihidroxibutirato; PHBV — polihidroxivalerato; PP — polipropileno; PEAD — polietileno de alta densidade.

As propriedades dos PHAs, que incluem origem natural, biodegradabilidade,
biocompatibilidade, pureza Optica e termoplasticidade, fazem dele uma alternativa adequada
aos plasticos sintéticos (FUKADA e ANDO, 1986). Eles sdo hidrofébicos, insoliveis em agua,
inertes e indefinidamente estaveis no ar, e também sdo termoplasticos e/ou elastoméricos, ndo-
toxicos e possuem pureza muito alta dentro da célula (LAYCOCK et al., 2013; POTTER e
STEINBUCHEL, 2005; HAZER e STEINBUCHEL, 2007). Os PHAs tém uma resisténcia
muito melhor a degradacdo por luz ultravioleta (UV) do que o polipropileno, mas € menos
resistente a solventes.

Os PHAs podem ser degradados por numerosos microrganismos em varios ambientes.
Em condi¢6es aerobicas, a degradacdo dos PHAs resulta na formacdo de didxido de carbono e
agua, enquanto gue, sob condicdes anaerdbicas, produz diéxido de carbono e metano (BALAJI
et al., 2013). O tempo de degradacdo varia de meses (digestdo anaerdbica) a anos (ambiente
marinho) e depende de varios fatores, como area de superficie, atividade microbiana do meio
ambiente, pH, temperatura, umidade, presenca de outros nutrientes e caracteristicas do
polimero, como composigéo e cristalinidade (SUDESH et al., 2000).

Devido a sua alta densidade, os PHAs ndo flutuam nos sistemas aquaticos e, portanto,
uma vez descartados nesses ambientes, eles afundam e sdo degradados na superficie dos

sedimentos por mecanismos biogeoquimicos (BALAJI et al., 2013). Em geral, a biodegradagéo
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dos polimeros ocorre por dois mecanismos distintos: o primeiro é a hidrélise bidtica ou abidtica
seguida de bioassimilagdo (hidrobiodegradacdo), processo primério envolvido na
biodegradacao de heterocompoésitos poliméricos como celulose, amido e poliésteres alifaticos,
dos quais os PHAs sdo tipicos, e 0 segundo é a peroxidacdo seguida pela bioassimilacdo de
produtos de baixa massa molecular (oxibiodegradacéo), que é aplicada, em particular, a cadeia
de carbono dos polimeros. Apesar de sua rapida biodegradabilidade, os PHAs ndo se degradam
sob condicfes normais de armazenamento e sdo extremamente estaveis no ar (SUDESH et al.,
2000).

A composicdo monomérica dos PHAs é extremamente dependente das condi¢Ges de
cultivo e da cepa produtora, e estd diretamente relacionada as propriedades dos polimeros e
suas possiveis aplicacdes industriais (COSTA et al., 2018b). Embora as bactérias sejam capazes
de acumular maior quantidade de PHAs, os polimeros obtidos sdo formados, em maior
porcentagem, por mondmeros com 4 a 10 atomos de carbono (CAMPOS et al., 2014; RIBEIRO
et al., 2015). Essas porcentagens elevadas desses mondmeros fazem com que os PHAs
apresentam propriedades que dificultam sua aplicacdo industrial.

Além de usos rotineiros, como fabricacdo de sacos, tecidos, etc., os PHAs também sdo
conhecidos por terem aplicacbes de alta qualidade em ciéncias ambientais, agricolas e
biomédicas. Os PHAs podem ser usados para produzir itens descartaveis, 0ssos artificiais,
substitutos de vasos sanguineos e materiais usados na engenharia de tecidos de valvulas
cardiacas (SHIRIVASTAV et al., 2010).

3.4 CULTIVO DE MICROALGAS

As microalgas pertencem a um grupo heterogéneo de microrganismos fotossintéticos,
eucarioticos ou procariéticos, gram-negativos e coloridos devido a presenca dos pigmentos
fotossintéticos (OLAIZOLA, 2003; TOMASELLI, 1997). As microalgas tém a capacidade de
se desenvolver rapidamente sob condic@es adversas devido a sua estrutura celular simples e
podem, portanto, ser uma fonte potencial de producdo de PHAS, uma vez que esses polimeros
sdo sintetizados quando os microrganismos estdo em condicGes adversas de crescimento
(LEHNINGER and NELSON, 1995; MATA et al., 2010; GONCALVES et al., 2017).

Por serem microrganismos fotossintéticos, as microalgas usam energia luminosa e
nutrientes inorganicos (diéxido de carbono, nitrogénio, fosforo, etc.) para o crescimento, e séo
capazes de sintetizar compostos importantes na biomassa. A producdo de biomassa de

microalgas autotréficas € vantajosa em comparagdo com outras heterotréficas (leveduras,
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bactérias, etc.), uma vez que esta Ultima requer moléculas orgénicas para produzir esses
metabdlitos, que sdo mais caras que 0S compostos inorganicos necessarios para o crescimento
de microalgas (JIN e MELIS, 2003). A prépria capacidade autotrofica converte de maneira
direta a energia solar em moléculas orgéanicas (PEREZ-GARCIA et al., 2010; MARKOU e
NERANTZIS, 2013).

As microalgas tém potencial para alta produtividade, sdo tolerantes as mudancas nas
condi¢cdes ambientais e podem ser cultivadas em areas que ndo sdo adequadas para a agricultura.
Além do bioplastico, a biomassa de microalgas contém diversos bioprodutos, como proteinas,
lipidios, carboidratos, pigmentos e moléculas de alto valor agregado, como antioxidantes,
carotenoides, polissacarideos, &cidos graxos, vitaminas e hidrocoloides, que podem ser
utilizados em diversas aplica¢des industriais. (BENNETT e BOGORAD, 1973; GUALTIERI,
2001; MORAIS e COSTA, 2007; HOSSAIN et al., 2008; NOREEN et al., 2016). As
quantidades dos compostos que s@o produzidos pelas microalgas podem ser moldadas pela
alteracdo das condicOes fisicas e quimicas dos cultivos, isto é, a alteracdo das condicGes de
crescimento das microalgas pode favorecer a producéo de certos compostos de interesse como
0s PHAs (DERNER et al., 2006; SONI et al., 2017).

3.4.1 Fatores que influenciam o crescimento das microalgas e estimulam a producéo de

bioprodutos

O crescimento das microalgas pode ser influenciado por varios fatores, tanto bidticos
quanto abidticos (Figura 1.3). Fatores bidticos incluem a presenca de patdgenos, como
bactérias, fungos e virus, e a competicdo com outras microalgas. Fatores abi6ticos incluem a
luz (qualidade e quantidade), temperatura, pH, salinidade e quantidade de nutrientes nos meios
de cultivo. Quando as microalgas estdo em circunstancias extremas causadas por fatores de
estresse bidticos e/ou abioticos, elas podem produzir PHAs como uma forma de armazenamento
de energia, para superar e/ou aclimatar essas condi¢fes (CHEN et al., 2017). Fatores abidticos

sd0 0s que mais interferem e estimulam a sintese de biopolimeros (PALIWAL et al., 2017).
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Figura 1.3. Diagrama esquematico dos fatores bidticos e abidticos que afetam o crescimento
das microalgas (RAZZAK et al., 2017).
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A disponibilidade e a intensidade da luz sdo fatores importantes no processo de
fotossintese e, com isso, interferem diretamente no crescimento das microalgas, no seu perfil
biogquimico e na producdo de PHAs. Em sistemas de cultivo aberto, a luz solar penetra
diretamente no meio de cultivo. Assim, nesses sistemas, pode-se notar que, as vezes, ha
limitacBGes de crescimento, uma vez que a radiacdo luminosa é baixa e distribuida de forma
desigual (CHEN et al., 2017; GONCALVES et al., 2017). Por outro lado, em sistemas fechados
que utilizam fotobiorreatores, lampadas fluorescentes podem ser usadas para contribuir para
uma melhor propagacédo da luz. A intensidade da luz também pode ser afetada pela densidade
e pigmentacdo celular, o que pode interferir na penetracdo da luz e afetar o crescimento
(RAZZAK et al., 2017).

A temperatura tem efeitos visiveis no crescimento das microalgas e na producdo de
biomassa, porque afeta o processo metabdlico e a taxa de reacdo bioldgica. Cada espécie de
microalga tem uma temperatura ideal para o seu crescimento (CHEN et al., 2017,
PRAVEENKUMAR et al., 2016). Vérios estudos demonstraram que o estresse térmico tende a
aumentar o acumulo de lipidios e PHAs por microalgas (PRAVEENKUMAR et al., 2016;
ROBARTS e ZOHARY, 1987; XIN et al., 2011).

O pH do meio de cultivo também é um fator importante que afeta o crescimento de
microalgas (GONCALVES et al., 2017; YOO et al., 2015). A maioria das espécies cresce entre

pH 7,0 e 9,0. O pH do meio de cultivo é responsavel por alteragdes fisiologicas nas microalgas
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e, portanto, é crucial manter os cultivos na faixa de pH ideal (GONCALVES et al., 2017).
Nenhum estudo ainda correlacionou mudangas no pH dos cultivos de microalgas com a maior
producédo de PHAs.

No caso da salinidade, os niveis ideais diferem de acordo com as espécies de microalgas.
Mudangas na salinidade do meio de cultivo podem ter efeitos adversos no crescimento e
composicdo de microalgas devido ao estresse osmotico, i6nico (sal) e mudancas na
permeabilidade da membrana aos ions (XIA et al., 2014). As perdas por evaporacdo e
precipitacdo (em sistemas abertos) sdo as principais responsaveis pelas mudancas na salinidade
dos meios de cultivo (RAZZAK et al., 2017). Segundo Li et al. (2009), o estresse salino é
responsavel pelo aumento da sintese de carotenoides e lipidios, ndo estando diretamente
relacionado a producgéo de PHAs.

A deficiéncia de nutrientes no meio de cultivo das microalgas, especialmente de
carbono, nitrogénio e fosforo, afeta diretamente seu metabolismo e, consequentemente, a
produtividade de biomassa, uma vez que esses nutrientes sdo necessarios para a sintese de
acidos nucléicos e proteinas essenciais para o crescimento das microalgas. O carbono
inorgénico é considerado o principal nutriente para os organismos autotroficos, uma vez que é
0 precursor das reacOGes fotossintéticas (GONCALVES et al, 2017). Os compostos
nitrogenados, especialmente o aménio e o nitrato, contribuem com mais de 10% da biomassa
das microalgas, uma vez que sdo convertidos por assimilacdo em compostos organicos que
contém nitrogénio, como proteinas, enzimas e clorofilas (SHEN et al., 2015). O fdsforo é outro
nutriente importante para o crescimento de microalgas, que participa na formacéo de proteinas,
lipidios e compostos intermediarios de carboidratos (CHU et al., 2013; RAZZAK et al., 2017).
Dessa forma, o contetddo desses nutrientes pode ser manipulado para favorecer a formacao de
certos bioprodutos, como os PHAs. Por exemplo, ficou provado que a limitacdo de nitrogénio
e fésforo no meio de cultivo de algumas espécies de microalgas favorece o acimulo de lipidios,
PHAs e outros compostos carbondceos, uma vez que reduz a formacdo de compostos
nitrogenados, como proteinas (CHU et al., 2013). A deficiéncia de nutrientes nos meios de
cultivo de microalgas tem sido a principal ferramenta sugerida para estimular a sintese de PHAs
por esses microrganismos (CHU et al., 2013; SHEN et al., 2015).

Assim, observa-se que o estudo da influéncia de fatores abi6ticos no crescimento e na
composicdo bioquimica das microalgas € fundamental, pois pode estimular a produgdo de
bioprodutos de interesse industrial, como lipidios, polimeros, proteinas e pigmentos. A Tabela

1.2 apresenta varias abordagens usadas para manipular os fatores abioticos (condi¢Ges de
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estresse) do crescimento de microalgas para produzir compostos bioguimicos de alto valor,

incluindo os PHAs.

Tabela 1.2. Efeito das condices de estresse na producéo de bioprodutos por microalgas.

Condicéo de

Espécie Bioproduto Resultado Referéncia
estresse
Limitacio de ~ C O teor de carboidratos da Silva e
nitro égnio vﬁl aris Carboidratos biomassa mudou de 20% para Sforza
g g 43% de peso seco de células. (2016)

Limitachiode C. . Aumento na sintese de Zhangetal.
A . Carotenoide .
nitrogénio vulgaris carotenoides. (2017)

Aumento no acimulo de f-

Elevada liell .
intensidade Dunaliella B-caroteno caroteno atraves do aumento  Lamers et
da luz salina da intensidade da luz de 200  al. (2010)
a 1400 UE m2s™,
L_|m|ta}ga}o de Nostoc - . Aumento de 35% no acimulo Sharma €
nitrogénio e Polihidroxialcanoato L - Mallick
. muscorum de polihidroxialcanoatos.
fésforo (2005)
_ Aumen_to da, producdo de Mishra and
- Dunaliella . . exopolissacarideos com o
Salinidade . Exopolissacarideo . Jha
salina aumento da salinidade do (2009)

meio.

3.5 PRODUCAO DE PHAs POR MICROALGAS E VIAS BIOSSINTETICAS

Vaérios estudos tém apontado que a producdo de PHAs por microalgas ocorre quando
esses microrganismos crescem em um ambiente deficiente em nutrientes (Tabela 1.3)
(NISHIOKA et al., 2001; MALLICK et al., 2007; COSTA et al., 2018b). Segundo Mendhulkar
e Shetye (2017), quando as microalgas crescem em ambientes deficientes de compostos como
nitrogénio e/ou fosforo, suas vias metabdlicas sdo desviadas para produzir compostos ricos em
carbono, como os PHAS, que funcionam como fonte de armazenamento de energia. Costa et al.
(2018b) relatou em seu estudo com as cianobactérias Synechococcus subsalsus e Spirulina sp.
LEB-18, que quando essas microalgas estdo em um ambiente com deficiéncia de nitrogénio,
elas desviam o carbono para outras rotas metabdlicas e produzem biopolimeros para servir
como compostos de armazenamento de carbono e energia, que podem ser reutilizados quando
as condicOes se tornam mais favoraveis. Quando as condi¢des sdo favoraveis, incluido periodos

em que o contetdo de nitrogénio do ambiente aumenta, o microrganismo pode produzir
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proteinas para o crescimento celular, em vez dos lipidios de armazenamento, dos quais derivam

0s PHAs.

Tabela 1.3. Acimulo de PHAs em microalgas em condices especificas de cultivo.

. Condicao de PHAs o .
Microalga . . Referéncia
crescimento (m/m biomassa seca)
Synechococcus sp. A , 0 Nishioka et al.
MA19 Deficiéncia de fosforo 55.0 % (2001)
Adica Mallick et al.
Nostoc muscorum digao d_e acetato e 31.0% allick et a
propionato (2007)
Spirulina platensis Adicéo de acetato e CO- 10.0 % Toh et al. (2008)
. . Kavitha et al.
- 0,
Botryococcus braunii Meio BG-11 16.4 % (2016)
. Deficiéncia de fosforo e Panda et al.
0,
Synechocystis sp. nitrogénio 11.0% (2006)
Synechococcus Deficiéncia de Mendhulkar and
A 17.15%
elongates nitrogénio Shetye (2017)
Synechococcus A , 0 Mendhulkar and
elongates Deficiéncia de fosforo 7.02 % Shetye (2017)
Synechocystis . 0 Kovalcik et al.
salina Meio BG-11 55-6.6 % (2017)
Consorcio de Rahman et al.
0,
microalgas Esgoto 31.0% (2015)
- - Shrivastav et al.
Spirulina subsalsa Aumento da salinidade 7.45 %
(2010)
- Deficiéncia de Coelho et al.
0,
Spirulina sp. LEB18 nitrogénio 30.7 % (2015)
Nostoc muscorum Deficiéncia de fosforo 69.0 % Bhati and Mallick
(2015)
Synechocystis sp. Meio BG-11 5.0 % Sudesh et al.
PCC6803 ' (2002)
Consorcio de Chakravarty et al.
. Esgot 43.0 %
microalgas 3goto ° (2010)
- Deficiéncia de Costa et al.
Spirul . LEB-18 o 12.0 %
piruling sp nitrogénio ° (2018b)
Synechococcus Deficiéncia de Costa et al.
o 16.0 %
subsalsus nitrogénio (2018b)
N Samantary and
Aulosira fertilissima Limitagdo de troca 49.0 % Mallick

gasosa

(2015)
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Kavitha et al. (2016) relataram um acumulo de PHAs na microalga Botryococcus
braunii em meio BG-11. Os autores identificaram que, como o B. braunii € um organismo de
crescimento lento, o acumulo de PHAs € alto, o que pode ser melhorado sob limitacdo de
nitrogénio. Kovalcik et al. (2017) encontraram porcentagens de acimulo de PHAS na microalga
Synechocystis salina entre 5,5 e 6,6% utilizando meio BG-11, ap6s 40 dias de cultivo sem
qualquer limitacdo nutricional.

Diferentes estratégias de cultivo para maximizar a concentracdo de PHAs séao
empregadas, como uso de meios com concentracdo reduzida ou aumentadas de alguns
nutrientes, como deficiéncia de fosforo, de nitrogénio, ou deficiéncia concomitante de fésforo
e nitrogénio, adicdo de acetato e propionato, alem de aumento da salinidade, limitacdo de troca
gasosa e utilizacdo de aguas de rejeitos como esgotos, entre outras (Tabela 1.3). Além disto, a
selecdo de cepas altamente produtivas tambem é fator primordial para aumento do acimulo do
polimero, resultando em producgdes que podem variar de 5,0% a aproximadamente 70% de
PHAs em base celular seca da microalga.

Mendhulkar e Shetye (2017) cultivaram a microalga Synechococcus elongatus em meio
ASN-111 deficiente de fosforo e com adicdo de 1% de glicose, e encontraram uma porcentagem
de acumulo de PHAs de 7,02%. Um acumulo de PHAs de 17,15% foi encontrado usando o
meio deficiente de nitrogénio, sugerindo uma maior influéncia do nitrogénio na producédo de
PHAs por esta microalga. Os resultados demonstraram que a deficiéncia de nutrientes como
nitrogénio e fosforo tém pronunciados efeitos sobre a capacidade de sintese de PHAS. Para os
autores, o excesso de carbono disponivel no meio foi utilizado pelas células para sintetizar
moléculas de armazenamento de carbono, como os PHAS, que seriam consumidos para sua
sobrevivéncia. J& as células incubadas em meios deficientes de fosfato foram metabolicamente
ativas por um longo tempo e ndo acumularam quantidade suficiente de PHAs.

Coelho et al. (2015) encontraram uma maior porcentagem de acumulo de PHAS (30,7%)
em Spirulina sp. utilizando meio Zarrouk limitado de nitrogénio quando comparado ao uso do
mesmo meio limitado de fosforo (14,1%). Segundo os autores, 0s microrganismos respondem
a limitacdo de nitrogénio pela degradacdo preferencial de uma ou mais macromoléculas que
contém esse componente, o que resulta na reducdo desses nutrientes e no acimulo de compostos
de reserva de carbono, como lipideos e PHAs. O fosforo € um nutriente essencial para o
metabolismo das microalgas, tendo influéncia direta na formacdo de moléculas orgéanicas, tais
como acidos nucléicos (DNA e RNA), fosfolipidios de membranas e ATP (MARKOQOU et al.,
2014).
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Ainda ndo hé consenso sobre as vias metabdlicas da producgdo de PHAS por bactérias e
microalgas, embora se acredite que a producdo de PHAs passe pela producédo de &cidos graxos
(BALAJI et al., 2013, MAGDOULI et al., 2015; REHM et al., 1998; REHM et al., 2001). No
estudo de Costa et el. (2018b) ficou claro que a producdo de PHAs pelas cianobactérias
Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18 est& associado a via metab6lica da producéao
de &cidos graxos. Neste estudo, quando as microalgas aumentaram a producdo de PHAs durante
os cultivos em meio limitado de nitrogénio, ocorreu uma reducgdo no contetdo de &cidos graxos,
sugerindo que alguns dos éacidos graxos produzidos foram convertidos em PHAS.

A via metabdlica mais comum, encontrada em uma ampla gama de bactérias produtoras
de PHASs e acidos graxos, esta relacionada a um precursor comum, o acetilcoA (MAGDOULI
et al., 2015). Acredita-se que uma via metabolica similar ocorre na producdo de PHAS por
microalgas (BALAGI et al., 2013). Segundo Balagi et al. (2013), os PHAs sédo sintetizados a
partir da acetil-coenzima A (acetilcoA) atraves de trés reacfes enzimaticas. A 3-cetotiolase
converte duas moléculas de acetil-coA em uma molécula de acetoacetil-coA; a acetoacetil-coA
redutase dependente de NADPH, converte acetoacetilcoA em D-3-hidroxibutirilcoA; e a ultima
enzima, PHAs sintase, catalisa a ligacdo da porcéo D-3-hidroxibutiril a uma molécula de PHAS
através de uma ligacdo éster. No entanto, muitos outros PHAs sdo compostos por 3 hidroxi
4cidos graxos. O grupo pendente varia de 1 carbono metilico a 13 tridecil-carbono. Acidos
graxos com o grupo hidroxila na posicao 4, 5 e 6, grupo pendente contendo substituintes ou
insaturacdo sdo conhecidos, e isto da origem a diferentes copolimeros e homopolimeros de
PHA:S.

Segundo Magdouli et al. (2015), a sintese de PHAs pode seguir duas rotas: (i) -
oxidacdo quando acidos graxos sao utilizados como fonte de carbono e; (ii) a biossintese de
acidos graxos na presenca de glicose, acetato ou etanol como fontes de carbono, rapidamente
metabolizada em acetil-CoA. Rhem et al. (2001) acreditam que a sintese de PHAs e
ramnolipideos esta fortemente ligada em muitos microrganismos, uma vez que o acido (R)-3-
hidroxifatilico é um precursor comum em ambas as vias. Embora as duas vias tenham um
precursor comum, ainda existe uma competicdo entre o ramnolipideo e a sintese de PHAS e
nenhuma evidéncia explica esse tipo de relacdo competitiva (MAGDOULLI et al., 2015). Costa
et al. (2018b) em seu estudo sobre a producdo de PHASs pelas microalgas Synechococcus
subsalsus e Spirulina sp. LEB-18 demonstra a existéncia de uma relagdo entre a estrutura
molecular dos PHASs e a composicdo de &cidos graxos da biomassa, onde também foi observado

um maior contetdo de compostos de cadeia longa (14-18 atomos de carbono), indicando que
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um composto comum do metabolismo do acido graxo serve como um precursor na sintese de
mondmeros de PHAS.

Segundo Laycoock et al. (2013), o acimulo de PHAs é controlado por muitos genes que
codificam uma gama de enzimas que estdo direta ou indiretamente envolvidas na sintese de
PHAs (STEINBUCHEL, 2003; REHM, 2010; VERLINDEN et al., 2007; KESSLER e
WITHOLT, 1998). De acordo com Chen (2010), a biossintese do PHAs pode ser resumida em
quatro vias principais. A primeira via (Via I) envolve as trés principais enzimas: [3-cetotiolase,
acetoacetil-CoA redutase dependente de NADPH e PHAs sintase. A fonte de carbono é
inicialmente convertida em coenzima A tioésteres do acido (R)-hidroxialcandico. A f-
cetotiolase catalisa a condensagdo de dois mondmeros de coenzima A tioéster. Isto é seguido
por uma reducdo (R)-especifica para dar (R)-3-hidroxibutiril-CoA, que € entdo convertida pela
PHAs sintase em PHAs (PEOPLES e SINSKEY, 1989; REHM, 1999). Pelo menos 88 PHAS
sintases foram sequenciadas, com quatro classes principais sendo identificadas (GRAGE et al.,
2009). Classe | usa acidos graxos com 3-5 atomos de carbono; classe 11 usa aqueles com 6-14
carbonos; e as classes Il e 1V sintetizam PHA de cadeia longa.

De acordo com os autores, a via Il esta associada a captacdo de acidos graxos por
microrganismos e pode ser utilizada para a sintese de PHAs de cadeia com comprimento médio.
Apos a oxidacdo do &cido graxo para dar acil-CoA, o precursor é entdo convertido em 3-
hidroxiacil-CoA que pode entdo formar PHAs sob catalise com a PHAs sintase. A via Il
envolve 3-hidroxiacil-ACP-CoA transferase e malonil-CoA-ACP transacilase; os substratos
sdo convertidos em 3-hidroxiacil-ACP, que podem entdo formar 3-hidroxi-acil-CoA e, assim,
PHAs. A via IV utiliza acetoacetil-CoA redutase dependente de NADPH para oxidar (S)-(+)-
3-hidroxibutiril-CoA.

De acordo com Ratledge e Kristiansen (2001), durante o crescimento microbiano
normal, a B-cetotiolase na Via | é inibida pela coenzima A livre saindo do ciclo de Krebs. Mas
quando outros nutrientes além do carbono sdo limitados, a acetil-CoA é impedida de entrar no
ciclo de Krebs e 0 excesso de acetil-CoA é canalizado para a biossintese de PHASs. Se o
crescimento for limitado por outras raz@es, a sintese proteica é interrompida, o que leva a altas
concentracdes de NADH e NADPH. Isso inibe a citrato sintase e a isocitrato desidrogenase, o
gue novamente retarda o ciclo de Krebs, direcionando acetil-CoA para a sintese de PHAS
(HENDERSON e JONES, 1997). Assim, Kessler e Witholt (1998) acreditam que a regulagéo
do metabolismo da PHAs pode ocorrer em diferentes niveis: (1) ativacdo da expressdo do gene

PHAs devido a sinais ambientais especificos, como a privacdo de nutrientes; (2) ativacdo das
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enzimas sintéticas de PHAs por componentes celulares especificos ou intermediarios
metabdlicos; (3) inibicdo de enzimas metabdlicas de vias concorrentes e, portanto,
enriquecimento de intermedidrios necessarios para a sintese de PHAS; ou (4) uma combinacao
destes. Isso justifica a maior producdo de PHA quando 0s microrganismos estdo em condigdes
desfavoraveis de crescimento, seja devido a mudancas nas condi¢fes ambientais ou
desequilibrio nutricional.

No entanto, de fato, a producéo eficiente de PHAS e o controle preciso da composicao
dos PHAs através do metabolismo dos &cidos graxos ainda ndo foram alcangados e precisa de
uma extensa pesquisa (MAGDOULI et al., 2015). E crucial obter uma compreensio mais
profunda do ciclo de pB-oxidacdo que pode ajudar a direcionar a sintese para um componente
sob demanda e produzir alto rendimento de PHAs através de &cidos graxos. Além disso, a
sintese da cadeia polimérica do PHASs ocorre dentro do citoplasma da célula microbiana, dentro
de inclusdes conhecidas como granulos; a bioquimica desse processo sintético e desses

granulos, por sua vez, influencia as propriedades do polimero (LAYCOCK et al., 2013).

3.6 POTENCIAL DE PRODUGCAO DE PHAs DE MICROALGAS EM LARGA
ESCALA

O interesse no estudo de microalgas surgiu a partir da descoberta da Spirulina sp. em
1519, na Espanha, pela observacao de seu consumo pelos astecas no Vale do Meéxico e, mais
tarde, pelas evidéncias cientificas dos beneficios de seu consumo (SONI et al., 2017; JESUS et
al., 2018). Em 1969, a primeira fabrica de processamento de Spirulina sp. foi construida, com
0 objetivo de comercializar as microalgas, principalmente para consumo direto (SONI et al.,
2017). No periodo de 2004 a 2013 a producdo mundial de biomassa de microalgas atingiu cerca
de 15 mil toneladas/ano (peso seco). Espécies cultivadas dos géneros Spirulina e Chlorella sdo
utilizadas como suplementos protéicos para alimentacdo humana e aquicultura, e pigmentos sdo
utilizados na industria de cosméticos. Dunaliella salina e Haematococcus pluvialis sdo espécies
utilizadas como fonte de pigmentos e antioxidantes, como 0s carotenodides astaxantina,
cantaxantina e beta-caroteno (JESUS et al., 2018).

Ao contrério da produgdo de microalgas para fins de alimentacao direta, a produgéo de
bioplasticos (PHAs) de microalgas ainda ndo ocorre em escala comercial, embora existam
muitas empresas envolvidas para esse fim, em diferentes fases de implantacdo. Os principais
componentes de uma microalga sao lipidios, acidos graxos, proteinas, polissacarideos, PHAS,

minerais, micronutrientes, pigmentos, antioxidantes, vitaminas entre outros (Figura 1.4). A
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grande quantidade de bioprodutos de alto valor comercial na biomassa de microalgas permite
viabilizar a obtencdo industrial dos PHAs sintetizados, j& que podem ser utilizados em
diferentes aplicagOes industriais (CHEW et al., 2017; KHAN et al., 2018).

Figura 1.4. Esquema de conversdo de CO. atmosférico em lipidios, proteinas, bioplastico,
carboidratos, e outros bioprodutos produzidos por microalgas (KHAN et al., 2018).

Condicdo de estresse

l Alimentagdo humana
Microalgas ‘ Biomassa Forragem animal

I Suplemento
Luz + CO, l

Bioprodutos

Proteina
Biocombustiveis

1 1

Acidos graxos poli-insaturados
Antioxidantes
Pigmentos

Vitaminas

Compostos antitumorais

Compostos antimicrobianos

Polihidroxialcanoatos

Solidos Liquidos Gasosos
Biocarvdo Bioetanol BioH, Polissacarideos
Biodiesel Gas biossintético Outros

Oleos vegetais

Uma questdo levantada por Khan et al. (2018), Jesus et al. (2018) e Chew et al. (2017)
é que atualmente a producdo de microalgas é focada individualmente em energia ou em um
bioproduto especifico. Segundo os autores, uma biorrefinaria hibrida poderia ser um
empreendimento lucrativo, produzindo simultaneamente energia e diversos bioprodutos. De
acordo com os autores, as microalgas podem se encaixar na maioria dos projetos integrados de
biorrefinaria, uma vez que seus componentes podem ser direcionados e otimizados para
produzir mais 0Oleos, carboidratos, PHAs ou proteinas, por eemplo. O principal desafio é
identificar cepas de microalgas com alta produtividade de PHAs e reduzir os custos de
producdo, tornando-a mais competitiva que os PHAs bacterianos e plasticos convencionais.

De acordo com o Brasil e Gracia (2016), pode-se dizer que os principais desafios atuais

sdo o melhoramento genético de linhagens de microalgas, o desenvolvimento de métodos
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eficientes de cultivo, o controle de pragas e a otimizacao dos processos de colheita. Paises como
China, Japéo, Estados Unidos e Brasil, estdo investindo em pesquisa e demonstracdo de plantas
industriais (pré-comerciais) com o objetivo de produzir microalgas em larga escala.

De acordo com Singh e Mallick (2017), os seguintes desafios sdo necessarios para que
0os PHAs de microalgas sejam uma realidade comercial: cultivo em larga escala, colheita e
secagem da biomassa. Atualmente, o principal gargalo para a produgdo comercial de PHAs de
microalgas é a inexisténcia de uma estratégia econdmica de cultivo em larga escala. Um
fotobioreator ideal pode fornecer boa resposta a todos os sistemas de cultivo fototréficos
necessarios para diferentes cepas de microalgas, juntamente com ambientes de crescimento
especificos para produzir o produto final de interesse (PULZ e GROSS, 2004). No entanto, o
cultivo de microalgas em grande escala é geralmente conduzido em sistemas de lagoas abertas
e dependentes da luz natural, que é configurada como um gargalo para este sistema (SINGH e
MALLICK, 2017). Até o0 momento, a construcao, operacdo e manutencdo de fotobiorreatores
fechados sdo comparativamente caros em relacdo ao cultivo aberto (PIENKOS e DARZINS,
2009).

Segundo Singh et al. (2018), hd uma alta viabilidade de co-producdo de PHAs e
proteinas, incluindo outros pigmentos de valor agregado, se as cepas/espécies de microalgas
forem cultivadas em ambientes otimizados. Como pré-requisito, os parametros devem ser
constantes durante o periodo de cultivo, sendo que se for necessaria manipulacao, tem que
ocorrer em conformidade. Os sistemas com fotobiorreatores também devem ser flexiveis, uma
vez que essa flexibilidade facilitara o cultivo de varios tipos de espécies/linhagens de
microalgas, incluindo outros organismos fototroficos.

A colheita de microalgas a partir da agua continua a ser um grande obstaculo para a
escala comercial devido o seu pequeno tamanho (poucos micrémetros), relativamente baixa
concentracdo (0,2-2 g/L) e sua estabilidade coloidal que dificultam sua recuperacdo (GERDE
et al., 2014). Além disso, a colheita da biomassa poderia contribuir com 20 a 30% do preco
total da producéo, desempenhando assim um papel importante no aumento do valor da biomassa
(GRIMA et al., 2003). Nesse sentido, é necessario intensificar os esforcos no sentido de realizar
pesquisas para desenvolver tecnologias eficientes e rentdveis de coleta de biomassa de
microalgas.

Segundo Singh e Mallick (2017), a secagem da biomassa de microalgas como a
Spirulina pode contribuir com até 20% dos precos globais de producéo dos bioprodutos da

biomassa, incluindo os PHAs. Apos a colheita, a remocdo de agua da biomassa Umida é
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essencial para o armazenamento da matéria-prima. Assim, a energia intensiva usada para a
secagem também € um obstaculo para a comercializacdo dos PHAs de microalgas.

Além desses gargalos, deve-se também considerar os custos com a extragdo e
purificagdo dos PHAs. A extracdo de PHAs envolve enormes quantidades de solventes toxicos
e volateis que aumentam o custo total de producdo (COSTA et al., 2018a). Assim, estratégias
inovadoras envolvendo abordagens de extracdo rapida por meio de ruptura enzimatica/quimica
da biomassa, temperatura e pressao elevadas e técnicas mecanicas de ruptura celular devem ser
exaustivamente examinadas para diferentes espécies que acumulam PHAs (SINGH e
MALLICK, 2017).

Segundo Singh et al. (2018), o mercado global de PHAs devera alcancar US$ 93,5
milhdes em 2021, com taxa de crescimento anual de 4,88%. A comercializacdo/industrializacdo
de materiais poliméricos de PHAs de microalgas ainda s&o incipientes por causa dos custos de
obtencdo que é 5 a 7 vezes maior em comparacdo com os plasticos tradicionais, bem como
quatro vezes maior do que o &cido polilatico comercializavel (CASTILHO et al., 2009;
CHANDEL et al., 2018). Assim, os PHAs ainda tém um mercado restrito, apesar de sua
perspectiva de substituir 33% dos materiais polimericos comercializaveis (CASTILHO et al.,
2009).

Nas proximas décadas, observa-se que melhorias tecnolégicas em varios aspectos sao
necessarias para o desenvolvimento de espécies de microalgas muito mais eficientes, relativas
ao potencial fotossintético e de acumulacdo de PHAs. De acordo com Singh e Mallick (2017),
a pesquisa de PHAs ndo é apenas uma questdo de encontrar o tipo certo de biomassa e
transforma-la em bioplastico, mas também deve ser sustentavel em termos econdmicos em larga
escala. Ainda assim, os autores consideram que as microalgas devem ser reconhecidas como
sendo uma das candidatas mais propicia para acimulo dos PHAs.

Nos préximos anos, espera-se que a producdo de microalgas no mundo continue a
crescer, levando a um aumento na escala desta industria. Espera-se que as industrias possam
criar ferramentas e metodologias para extrair e utilizar todos os bioprodutos da biomassa das

microalgas para converté-los em produtos de alto valor agregado (COSTA et al., 2018b).

3.7 CONCLUSAO

A obtencdo de PHASs a partir de microalgas pode ser caracterizada como uma importante
ferramenta para reduzir os custos de obtencdo dos polimeros e, com isso, proporcionar uma

maior competitividade frente aos sintéticos. As microalgas sdo consideradas uma fonte
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promissora para a producéo de PHAS, pois sdo 0s Unicos microrganismos que acumulam PHAS
pela fotossintese, utilizando luz e CO, como principais fontes de energia, e possuem requisitos
nutricionais minimos para o crescimento.

A abordagem mais empregada para aumentar o acimulo dos PHAs nas microalgas tém
sido a manipulagdo das condi¢Ges ambientais de crescimento, relacionadas a quantidade dos
nutrientes disponiveis nos meios de cultivo. Com relagdo as propriedades fisicas dos PHAS, as
mais estudadas sdo massa molecular, propriedades térmicas e indice de cristalinidade, pois sdo
determinantes para a processabilidade do polimero e, consequentemente, para sua
comercializagdo e aplicagdo industrial. Essas propriedades variam de acordo com a cepa
produtora, condicGes de cultivo e método empregado na sua extracao.

As rotas bioquimicas envolvidas na sintese de PHAs em microalgas ainda ndo foram
totalmente elucidadas, embora acredite-se que a via de producdo dos PHAs passe pela via de
producdo dos &cidos graxos. Os estudos de estimulacdo da sintese de PHAs ainda sdo
considerados incipientes, e os PHAs obtidos estdo longe de serem comercializados. Ainda
assim, esta claro que as microalgas tém o potencial de produzir biopolimeros com menor custo

e podem desempenhar um papel importante no meio ambiente.
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4 CAPITULO II

EFICACIA DE METODOS DE EXTRACAO DE
POLIHIDROXIALCANOATOS (PHAS) DE SPIRULINA SP. E
INFLUENCIA NA COMPOSICAO E PROPRIEDADES DO POLIMERO

Artigo publicado em 2018
Revista: Algal Research
Doi: https://doi.org/10.1016/j.algal.2018.05.016

4.1 RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de diferentes métodos de extracdo de
polihidroxialcanoatos da microalga Spirulina sp. LEB-18, e verificar a influéncia do método na
pureza, propriedades e composicdo dos polimeros. Os PHAs foram caracterizados por meio das
analises de FTIR, massa molecular, indice de cristalinidade e composicdo monomeérica. Os
métodos de extracdo apresentaram diferentes niveis de eficacia, com rendimentos entre 6,10 e
9,80% e graus de pureza entre 63,5 e 93,6%. O uso do hipoclorito de sodio na etapa inicial da
extracdo aumentou o rendimento, enquanto que o uso do metanol no final do processo
contribuiu para aumentar a pureza dos polimeros. A massa molecular e o indice de
cristalinidade dos PHASs variaram com os metodos empregados, demonstrando interferéncia da
extracdo nas propriedades dos polimeros. A composicdo dos PHAs também foi influenciada
pela extracdo, apresentando percentuais variaveis dos mondmeros identificados. Os
copolimeros dos PHAs obtidos sdo formados pelos mondmeros 11-hidroxihexadecanoato, em
maior proporcao, hidroxiheptanoato e hidroxitetradecanoato, demonstrando que a Spirulina sp.
LEB-18 é capaz de produzir polimeros de cadeia média e longa. A deteccdo destes blocos
monoméricos na estrutura dos PHAs desta microalga é uma importante novidade cientifica,
uma vez que sdo constituintes de polimeros absolutamente novos. Observou-se uma relacao
indireta (R? = 0,8044) entre o percentual do mondmero 11-hidroxihexadecanoato e o grau de
cristalinidade dos PHAs obtidos pelos diferentes métodos, sugerindo que a obtencdo do
polimero com monémeros de cadeias médias e longas contribui para reduzir a sua
cristalinidade.

Palavras-chave: Cianobactéria, biopolimero, massa molecular, microalga.
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4.2 INTRODUCAO

Os PHAs séo poliésteres, sintetizados e acumulados intracelularmente como granulos
por véarios microrganismos (FRADINHO et al.,, 2013; KULKARNI et al., 2011). As
propriedades dos PHAs, incluindo a capacidade de processo termopléstico, resisténcia absoluta
a agua e biodegradabilidade completa, sugerem que os PHAs podem ser atraentes como 0S
plasticos comuns e, portanto, sdo considerados como seus possiveis substitutos (BEN et al.,
2007; CHEN et al., 2008; MENDHULKAR et al., 2017). Apesar das caracteristicas atraentes
dos PHAs, seu uso em embalagens de alimentos, na biomedicina, na area farmacéutica e em
outras aplicac@es, € limitado devido ao alto custo de producdo e extracdo (KAVITHA et al.,
2016; KULKARNI et al., 2011).

As cianobactérias podem ser consideradas como microrganismos alternativos as
bactérias para obtencdo de PHAs com menor custo, devido as suas exigéncias minimas de
nutrientes e a sua natureza fotoautotréfica, sendo os Unicos procariotos que acumulam PHAS
pela fotossintese (FREITAS et al., 2017; SUNDARAMOORTHY et al., 2013). Mais de 100
cepas de cianobacteérias ja foram identificadas como produtoras de PHAS, em concentracdes
que variaram de 0,04 a 40% do peso das celulas secas sob condi¢cBes de crescimento
fotoautotroficas (SHARMA et al., 2007).

Além da etapa de producdo, 0 método de extracdo dos PHAS é um ponto relevante ndo
apenas relacionado aos custos de obtencdo, como também as caracteristicas e a composicao
monomérica dos biopolimeros, que podem determinar sua aplicacdo industrial. As propriedades
desses materiais e, portanto, também o potencial de aplicacdo, dependem em grande parte da
sua composicdo monomérica (KAVITHA et al., 2016).

Os PHAs sdo compostos de monémeros com um comprimento de cadeia de carbono
variando de 3 a 18 atomos de carbono, e uma ampla gama de grupos funcionais que podem
estar presentes, por exemplo, grupos halogéneos, fenoxi, acetoxi, fenilo, ciano e epoxi
(MENDHULKAR et al., 2017; RANJANA e NIRUPAMA, 2015). O método de extracdo é
muito importante para a composi¢cdo monomeérica e também pode influenciar as propriedades
dos PHAs. Como é um produto acumulado intracelularmente no citoplasma das células dos
microrganismos, 0os PHAs sdo extraidos das células apds a etapa de producdo (cultivo)
(FRADINHO et al., 2013).

A etapa de extracdo envolve operacdes unitérias diferentes que asseguram a remogéo
adequada do biopolimero do interior das células, envolvendo uma etapa de tratamento de

desestabilizacdo e/ou rompimento celular, separacdo da biomassa do meio de cultivo,
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recuperacgdo e purificacdo do biopolimero (FREITAS et al., 2017; KULKARNI et al., 2011).
Entre os métodos utilizados nos processos de extracdo dos PHAs, estdo a aplicacdo de solventes
organicos, fluidos supercriticos, digestor bioldgico (enzimas), aplicacdo de métodos mecanicos,
como homogeneizador de alta pressdo, ultrassom, entre outros, métodos mecanicos e quimicos
combinados e estudos de liberagéo esponténea dos PHAs (KAVITHA et al., 2016; MARTINS
et al., 2014; MENDHULKAR et al., 2017). Entretanto, a técnica de extracdo de PHAs com
solventes organicos é a mais utilizada por sua facilidade de aplicacdo, baixa degradacéo e alta
pureza do produto extraido (RAHMAN et al., 2015).

Devido a importancia dos métodos de extracdo na obtencdo dos PHAs, é essencial a
realizacdo de estudos que abordem a eficiéncia dos métodos utilizados, e a influéncia dos
processos de extracdo nas caracteristicas do polimero, como a massa molecular, grau de
cristalinidade e composi¢cdo monomérica, por exemplo. Essas caracteristicas poliméricas sao
extremamente importantes porque estao diretamente relacionadas a aplicacdo do polimero e ao
tempo de degradacdo do mesmo quando descartado (KAVITHA et al., 2016).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar a eficacia de seis métodos de
extracdo de PHAs da biomassa da microalga Spirulina sp. LEB-18, correlacionando os

resultados com a pureza, composicao e propriedades dos biopolimeros obtidos.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Microrganismo, meios e condi¢des de cultivo

Neste estudo, foi utilizada uma cepa de Spirulina sp. LEB-18 isolada da Lagoa
Mangueira (33°30'12 "'S, 53°08'58" W; Rio Grande, Brasil). O meio Zarrouk foi utilizado para
manutencdo do indculo e para o cultivo de Spirulina sp. LEB-18. Os constituintes do meio
foram NaHCO3: 16,8 g/L, KoHPO4: 0,5 g/L, NaNOs: 2,5 g/L, K2SO4: 1,0 g/L, NaCl: 1,0 g/L,
MgSO4.7H20: 0,2 g/L, CaCl,: 0,04 g/L, FeS04.7H.O: 0,01 ¢g/L, EDTA: 0,08 g/L e
micronutrientes (MORAES et al., 2016).

O cultivo outdoor foi realizado em tanque com comprimento, largura e altura de 2,20m,
0,90m e 0,35m, respectivamente, que continham 240 L de Spirulina sp. LEB-18. No tanque, o
cultivo foi agitado constantemente por bombas submersas, com uma temperatura do cultivo
variando de 26 a 37 °C. O volume do meio de cultivo foi mantido pela adi¢éo periddica de dgua
potavel para compensar a evaporacdo de agua no tanque. Os cultivos foram feitos durante o

més de agosto (inverno), e foram mantidos no tanque sob luz natural por 30 dias, com um
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fotoperiodo de aproximadamente 12h (claro/escuro) e com uma concentracéo celular inicial de
0,2 g/L. Apos este periodo, a concentragdo celular do cultivo foi determinada por densidade
Optica (absorbancia) utilizando um espectrofotémetro digital (BEL PHOTONICS UV-M51,
Piracicaba-SP - Brasil) a um comprimento de onda de 670 nm. Antes dos experimentos, uma
curva de crescimento padrdo de Spirulina sp. LEB-18 que correlacionava a densidade Optica
com a biomassa em peso seco (concentracio celular g/L = 0,617 x Absorbancia + 0,00125; R?
= 0,9916), foi construida para determinagdo da concentracdo celular.

A biomassa produzida na escala piloto foi removida e separada por centrifugacdo a
10000 rpm por 15 min (Hitachi Himac CR-GlII, Téquio-Japdo). Posteriormente, a biomassa foi

congelada, liofilizada e armazenada até inicio dos testes.

4.3.2. Métodos de extracao

A biomassa seca foi submetida aos seis diferentes metodos de extracdo de PHASs, de
acordo com a Tabela 2.1. Para cada método, utilizou-se 3g de biomassa seca para extrair 0s
PHAs. O método M 1 consistiu na lavagem da biomassa com solucéo de hipoclorito de sodio a
4% (20min/45°C) e subsequente centrifugacdo. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado com agua destilada, depois recentrifugado e novamente
descartado o sobrenadante e adicionado acetona (2h/45°C) para precipitar o biopolimero. Apds
essa etapa, o polimero foi seco em estufa a 35°C por 48h (MARTINS et al., 2014).

O método M 2 consistiu na lavagem da biomassa com hipoclorito de sodio a 4%
(20min/45°C) e subsequente centrifugacdo. ApoOs a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o polimero foi extraido em cloroférmio quente (3h/80°C) seguido de precipitacdo
da solucdo de cloroféormio em metanol frio. A mistura de metanol-cloroférmio foi decantada e
o polimero precipitado foi separado por centrifugacdo. Em seguida, o polimero foi dissolvido
novamente em cloroférmio e obtido apds evaporacdo do solvente, de acordo com método
proposto por Samrot et al. (2011) com modificacGes.

No método M 3, a biomassa foi suspensa em metanol durante a noite a 4°C para remogéo
de pigmentos. O sedimento obtido apos centrifugacéo foi seco a 60°C e os polimeros foram
extraidos em cloroférmio quente (3h/80°C). Os PHAs foram precipitados da solucdo de
cloroférmio em metanol frio. A mistura de metanol-cloroférmio foi decantada e o polimero
precipitado foi separado por centrifugacdo. Em seguida, o polimero foi dissolvido novamente

em cloroférmio e obtido apos evaporagdo do solvente (SHIRIVASTAV et al., 2010).



Tabela 2.1. Métodos utilizados para extracdo dos biopolimeros.

Método Descricao Referéncia

M1 Lavagem com hipoclorito de sédio 4 % (20 min/45°C); Martins et al.
Lavagem com acetona (2h /40°C). (2014)

M2 Lavagem com hipoclorito de sodio 4% (20 min/45°C); Samrot et al.
Extracdo com cloroférmio quente (3h/80°C); (2011) com
Precipitacéo da solucéo de cloroférmio em metanol frio. modificagtes

M 3 Suspensdo em metanol (24h/4°C); Shirivastav et al.
Extracdo com cloroférmio quente (3h/80°C); (2010)
Precipitacdo da solucdo de cloroférmio em metanol frio.

M4 Lavagem com hipoclorito de sddio 4% (20 min/45°C); Martins et al.
Extracdo com cloroférmio quente (3h / 80 °C). (2014) com

modificacBes

M5 Suspensdo em metanol (24h/4°C); Penloglou et al.
Ultrassom (30 min); (2012) com
Extra¢do com cloroformio quente (3h/80°C). modificaces

M 6 Ultrassom (30 min); Penloglou et al.

Extracdo com cloroférmio quente (3h/80°C).

(2012)
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O método M 4 foi feito de acordo com Martins et al. (2014) com modificacdes. O

primeiro passo foi lavar a biomassa com solucéo de hipoclorito de sodio a 4% (20min/45°C) e
subsequente centrifugacdo. O sobrenadante foi rejeitado e o precipitado foi lavado com agua
destilada, depois recentrifugado e novamente descartado o sobrenadante e adicionado
cloroférmio (3h/80°C), substituindo a acetona utilizada no Método M 1, para precipitar o
biopolimero. Em seguida, secou-se o polimero em estufa a 35 °C durante 24h.

O método M 5 foi feito de acordo com Penloglou et al. (2012) com modificacdes. A
biomassa seca foi suspensa em metanol e mantida durante a noite a 4°C para remocdo de
pigmentos. O sedimento obtido apds centrifugacdo foi seco a 60°C, ressuspenso em agua
destilada e submetido ao banho de ultrassom durante 30 min. Apds este periodo, a amostra foi
centrifugada e o sobrenadante foi descartado. A extracdo dos PHAs foi feita em cloroformio
quente (3h/80°C). Apds a extracdo, a amostra foi filtrada e o polimero foi obtido apo6s

evaporacgéo do solvente.



62

O método M 6 foi semelhante ao método M 5, excluindo a etapa inicial de lavagem da
biomassa com metanol. A biomassa seca foi ressuspensa em agua destilada e submetida ao
banho de ultrassom (30 min) seguido da etapa de centrifugacdo. A extragdo dos PHAs foi feita
em cloroférmio quente (3h/80°C). Apds este periodo, a amostra foi filtrada e o polimero foi
obtido ap6s evaporacdo do solvente (PENLOGLOU et al. 2012).

Todas as extragdes foram feitas em triplicata.

4.3.3 Rendimentos de extragdo

Os rendimentos de extragdo dos PHAs foram determinados gravimetricamente,
considerando a massa inicial de biomassa empregada em cada extracdo, de acordo com a

Equacéo (2.1).

(mp X 100)
R=———7—
mb

2.1

Onde,
R € o rendimento de extracdo dos PHAs em porcentagem;
mp é a massa obtida de PHA em gramas;

mb é a massa de biomassa seca utilizada na extracdo em gramas.
4.3.4 Propriedades dos PHAS

4.3.4.1 Infra-Vermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As amostras de PHAs foram analisadas qualitativamente através de espectroscopia
FTIR (PerkinElmer Modelo Espectro 100, Perkin Elmer), num intervalo de 4000 cm™ a 600

cm?, utilizando acessorio de reflectancia total atenuada (ATR).

4.3.4.2 Massa molecular (Mm)

A massa molecular dos PHAs foi determinada por meio da cromatografia liquida de alta
eficiéncia, utilizando um cromatografo (PerkinElmer Series 200) equipado com injetor
automatico e um detector de indice de refracdo (IR) (PerkinElmer), de acordo com Assis et al.
(2016).
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Para separacdo dos PHASs, foi utilizada uma coluna de exclusédo molecular Shodex KD
807 (30 cm x 78 mm x 5 mm) a uma temperatura de 30 °C. Os polimeros foram dissolvidos em
cloroférmio a uma concentragdo final de 0,7 g/L e filtrados (membrana PTFE, 0,45 um) antes
da injecdo no cromatografo. A fase movel empregada foi cloroférmio, a um fluxo de 1,0
mL/min. A massa molecular foi determinada por meio de uma curva padrdo, Equagao (2.2),
que foi construida utilizando padrbes de poliestireno de baixa polidispersividade (682—
1.670.000 Da, Poliestireno de alta Mm Normas Kit, Polymer Standards Service,), e
correlacionava a massa molecular dos padrdes com o tempo de retencdo (Tr) identificado nos

cromatogramas.

logMm = —0,8364 xTr + 14,83 com  R? =0,9917 (2.2)

4.3.4.3 Difragéo de raio-x (DRX)

As analises de DRX foram realizadas em um difratémetro de raio-x (SHIMADZU) com
monocromador de grafite, operando com radiagdo CuKa a 40 kV, 30 mA, na regido de 5 a 50°,
em uma velocidade de 2 °/min. O percentual de cristalinidade das amostras foi obtido pelo
método de ajuste dos picos dos difratogramas de raios-X de acordo com o méetodo de Vonk
(VONK, 1973; RIBEIRO et al., 2015). Para os calculos da cristalinidade dos PHAs, considerou-
se a razdo do somatorio das areas dos picos cristalinos pela area total de todas as gaussianas de

acordo com a Equacéo (2.3).

Ic X100

0 - - "
e (Ic + Ia)

(2.3)

Onde,
% C = grau de cristalinidade;
Ic = somatorio das areas dos picos cristalinos;

la = &reas do halo amorfo.

4.3.4.4 Composicdo monomeérica dos PHAS

A identificagdo e quantificacdo dos mondmeros que compde as amostras de PHAS foi
realizada utilizando um cromatografo a gas acoplado a um espectrometro de massas (CG-MS)
(Clarus 500 Perkin Elmer, Perkin EImer) com software TurboMass v. 4.5.0 e biblioteca NIST

98. As amostras de PHAs (~0,04g) foram submetidas a metandlise conforme método descrito
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por BRANDL et al. (1988), com algumas modificacbes (CAMPOS et al., 2014). Todas as
amostras de polihidroxialcanoatos foram dissolvidas em 2 mL de metanol acidificado, contendo
3% (v/v) de H2SO4 e 1mL de cloroformio em um tubo de ensaio com tampa de rosca. As
amostras foram entdo mantidas a 100 °C durante 60 min. Depois de esfriar a temperatura
ambiente, adicionou-se 1mL de &gua destilada e a amostra foi entdo agitada durante 10 min,
apos esse periodo ocorreu a separacdo de fases (CAMPOS et al., 2014).

A fase organica foi separada depois da injecdo no modo splitless, em uma coluna capilar
DB-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm), utilizando hélio (1,0 mL/min) como gas de arraste. A
temperatura do injetor foi 250 °C, e a do detector foi 240 °C. O espectrometro de massas foi
programado para digitalizar no intervalo de 50 a 550 m/z, com um programa de temperatura de
80 °C a 200 °C (20 °C/min). Os monémeros de PHAs foram identificados por comparacgéo dos
espectros de massas das amostras, com espectros da biblioteca NIST 98 e quantificados por

normalizacdo de area.

4.3.5 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados utilizando anélise de variancia seguida pelo teste de
Tukey a um nivel de confianca de 95,0%. Os resultados foram analisados usando o software
STATISTICA7.0.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Rendimentos de extracdo

O cultivo apresentou uma concentracdo celular de 1,02 g/L ao final dos 30 dias,
produzindo aproximadamente 245g de biomassa seca. A curva de crescimento da microalga
Spirulina sp. LEB-18 nas mesmas condi¢6es do cultivo desse estudo pode ser visualizada no
trabalho de Jesus et al. (2018). Os rendimentos de extracdo dos PHAs (Tabela 2.2) variaram de
6,10 a 9,80% entre os métodos empregados, com diferencas significativas (p<0,05) entre
algumas metodologias. Estes resultados indicam a existéncia de diferentes niveis de eficacia
entre 0s métodos, que podem estar relacionados com a pureza dos biopolimeros obtidos. O
método que utilizou o hipoclorito de sédio (M 4) apresentou maior acimulo de PHAs (Tabela
2.2) em relacdo ao método que submeteu a biomassa ao ultrassom (M 6). Tanto o hipoclorito
de s6dio quanto o ultrassom séo utilizados para desestabilizar e romper a membrana celular dos

microrganismos, possibilitando assim a extracdo dos PHAs acumulados intracelularmente.
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Tabela 2.2. Rendimentos de cada método de extracdo e pureza dos PHASs de Spirulina sp. LEB-18.

Rendimento (%, Pureza Rendimento de

Método de extracdo m/m biomassaseca) (%)  PHAs puros (%)

M 1 Hipoclorito de sodio + acetona 8,06 + 0,20 89,35 7,20 £0,20°
Hipoclorito de sddio + cloroférmio 8,70 + 0,30° 93,62 8,14 + 0.30°
+ metanol

M 3 Metanol + cloroférmio + metanol 6,10 + 0,30° 85,17 5,20 £ 0,30°

M 4 Hipoclorito de sodio + cloroférmio 9,80 + 0,40 79,84 7,82 +0,40°

M 5 Metanol + ultrassom + cloroférmio 6,70 £ 0,40° 84,24 5,64 +0,40°

M 6 Ultrassom + cloroférmio 8,91 + 0,20° 63,51 5,66 + 0,20°

Meédias + desvio padréo. Letras iguais em uma mesma coluna indicam que néo existe diferenca significativa
(p>0,05) entre os experimentos ao nivel de 95% de confianca.

O uso do ultrassom refere-se a um metodo de perturbacdo mecénica, no qual as ondas
ultrasénicas séo transferidas e dissipadas na suspenséo celular, formando um tipo de campo, no
qual ocorre aumento de massa e consequente transferéncia de calor para o meio liquido,
produzindo um gradiente de velocidade e a criacdo de uma forca capaz de desestabilizar a
parede celular (JEON et al., 2013). Assim, com o uso de ultrassom, existe uma maior facilidade
para a acdo do solvente e, consequentemente, ocorre uma melhora na obtencdo do polimero
(PENLOGLOU et al., 2012).

Quando este método fisico é usado para rompimento da parede celular dos
microrganismos, um solvente (método quimico) é aplicado posteriormente para extrair o
polimero, como usado no método M 6 estudado, que ap6s o uso do ultrassom foi aplicado o
cloroférmio para extracdo dos biopolimeros (Tabela 2.1). Este método teve um rendimento de
extracdo de 8,91%, cerca de 9% inferior ao rendimento encontrado utilizando o hipoclorito de
sodio (9,80%, método quimico — M 4) como etapa inicial (Tabela 2.2). Esses dados demonstram
gue o método quimico utilizado é mais eficiente para a etapa de desestabilizacdo e ruptura da
parede celular da biomassa das microalgas do que o método fisico (ultrassom).

O uso de um método quimico consiste na insercdo da biomassa em um solvente com
emprego de alta temperatura (60 a 80°C). Neste caso, a permeabilidade da membrana celular é
modificada pela solubilizacdo do polimero no solvente, formando uma suspensdo de debris
celulares (JACQUEL et al., 2008). O polimero sélido em contato com o solvente tende a inchar
devido a difusdo das moléculas do solvente no volume livre entre as cadeias de polimero,
formando um gel (JEON et al., 2013).

No caso do uso de hipoclorito no estagio inicial da extragdo, ocorre um processo inverso

porque o hipoclorito rompe a membrana celular e dissolve o material celular ndo-PHAs,
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deixando o polimero insoltvel que precipita na solugdo. Com o uso subsequente de um solvente
em que o polimero € soltvel, a extragdo do mesmo tende a ocorrer com maior pureza (SAMROT
et al.,, 2011). Inameros solventes (cloroférmio, acetona, metil isobutilcetona, cloreto de
metileno, carbonato de propileno, acetato de etilo e alcool isoamilico) podem ser utilizados para
extrair os PHAs, sendo o cloroférmio o mais utilizado nos processos de extracdo (CAMPOS et
al., 2014; RIBEIRO et al., 2015).

Sharma et al. (2007) utilizaram hipoclorito de sédio seguido de cloroférmio quente
(método M 4, Tabela 2.1) para extrair PHAs da biomassa da cianobactéria Nostoc muscorum e
encontraram um rendimento de extracdo de 47,4%, adicionando glicose e acetato ao meio de
cultivo da microalga. Jau et al. (2005) tambem empregaram o hipoclorito de sddio no estagio
inicial da extracdo de PHAs da biomassa de Spirulina sp. LEB-18 e encontraram um rendimento
de extracdo de 10,1% semelhante ao encontrado neste estudo. Penloglou et al. (2012) utilizaram
0 ultrassom na fase inicial de extracdo dos PHAs da biomassa da bactéria Alcaligenes latus
cultivada em processo continuo, e encontraram rendimentos de extracdo entre 4 e 12%
dependendo da concentracdo da fonte de carbono utilizada no meio.

No presente estudo, em cinco (M 2, M 3, M 4, M 5 e M 6) dos seis métodos avaliados,
o cloroformio foi utilizado para extrair os PHAs, e somente no método M 1 utilizou-se acetona
como solvente de extracdo (Tabela 2.1). Na comparacdo da eficacia destes dois solventes
(Tabela 2.2), observou-se que com o cloroférmio, o rendimento de extracéo (9,80%, M 4) foi
cerca de 18% maior que o obtido com o uso da acetona (8,06%, M 1). No entanto, a acetona é
amplamente utilizada para a extracdo de PHAs da biomassa de microalgas porque é um solvente
de menor custo e menos toxico do que o cloroférmio (FEI et al., 2016; RAMSAY et al., 1994),
0 que pode justificar seu uso.

Martins et al. (2014) utilizaram acetona como solvente de extracdo de PHAs da
biomassa de Spirulina sp. LEB-18 e relataram rendimentos de extracdo entre 7,64 e 44,19%,
superiores aos encontrados neste estudo. As maiores porcentagens de acumulo dos PHAS
encontrados no estudo de Martins et al. (2014) séo justificadas pelas variacdes na concentracdo
e fonte de carbono utilizada no meio de cultivo, o que favoreceu maior producdo de PHAs pelas
microalgas.

Nos métodos M 2, M 3 e M 5, foi utilizada uma etapa de lavagem da biomassa com
metanol (Tabela 2.1). Este solvente quando empregado no inicio do processo de extracdo (M 3
e M 5), objetiva remover pigmentos presentes na biomassa que possam interferir na extracéo

dos biopolimeros. Essa etapa é amplamente utilizada nos metodos de extragdo de PHAs da



67

biomassa de microalgas, uma vez que esses microrganismos possuem grandes quantidades de
pigmentos que podem ser extraidos em conjunto com os PHAs e com isso interferirem na
eficiéncia da extracao.

Quando o metanol € utilizado no final do processo de extracdo (M 2 e M 3, Tabela 2.1),
é empregado com a finalidade de precipitar o polimero em solucdo com o solvente de extracéo.
Esta etapa é importante, pois pode aumentar a pureza na recupera¢do dos PHAs. Quando
utilizado para este fim, o metanol pode ser substituido por um solvente que também exerca a
funcdo de um ndo-solvente dos PHAs, tais como misturas de alcoois e dgua, ou por um método
fisico de separacéo, tal como filtracdo ou centrifugacdo, que foi utilizada nos métodos M 1, M
4, M5e M 6 (Tabela 2.1). Um ndo-solvente é definido como uma substancia que é incapaz de
dissolver o biopolimero, precipitando-o por indugéo e/ou enfraquecendo o poder de dilui¢do do
solvente (LAYCOCK et al., 2014).

Assim, os métodos que utilizaram metanol, apresentaram menores rendimentos de
extracdo do que os metodos que ndo o utilizaram, pois apresentaram menor quantidade de
compostos interferentes e, conseqlientemente, uma maior pureza na extracdo dos PHAs. Este
fato pode ser observado comparando os métodos M 4 e M 2, nos quais 0s rendimentos de
extracdo reduziram de 9,80 para 8,70%, respectivamente, e 0s métodos M 6 e M 5, onde os
rendimentos de extracao reduziram de 8,91% para 6,70% respectivamente, quando o metanol
foi utilizado no final do processo de extracdo (Tabela 2.2).

Shirivastav et al. (2010) usaram metanol no inicio e no final do processo de extracao
dos PHAs da cianobactéria Spirulina subsalsa cultivada em meio ASNIII e encontraram um
rendimento de extracdo de 7,45% ap0s 10 dias de cultivo. Kavitha et al. (2016) utilizaram a
lavagem com hipoclorito de sodio, seguido da extracdo com cloroformio quente e precipitacdo
em metanol frio (método M 2) para extrair PHAs da biomassa da microalga Botryococcus
braunii e encontraram um rendimento de extracao de 20,4%, empregando uma temperatura de

40 °C e um meio de cultivo incorporado com 60% de esgoto.

4.4.2 Propriedades dos PHAS

4421FTIR

Em relacdo aos PHAS, a Figura 2.1 apresenta os espectros FTIR das amostras de PHAS
obtidos por cada método de extracdo, demostrando uma similaridade entre todas as amostras.

As bandas de transmitancia localizadas em 1735-1745 cm? sdo atribuidas a vibracdo de
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estiramento do grupo C=0O (éster carbonilo) no poliéster. As bandas dos grupos C-O-C
aparecem na regido espectral de 1285 a 1310 cm™. A regido de transmitancia de 2800-3100 cm
! corresponde a vibragdo de estiramento de ligagdes C-H de grupos metil (CH3) e metileno
(CH2). A banda a 700 cm™ corresponde ao grupo R-C-O (HONG et al., 1999; ROHINI et al.,
2006). Esses grupos funcionais sdo caracteristicos das estruturas quimicas dos PHAS,
confirmando que todas as metodologias empregadas extraem PHAS como compostos
principais. Apesar disso, observaram-se diferentes niveis de intensidade dessas bandas entre as
amostras obtidas pelos diferentes métodos, sugerindo diferentes niveis de pureza entre as

amostras dos PHAs, que foram confirmados na analise da composi¢do monomérica.

Figura 2.1. Espectros de FTIR dos PHAs produzidos por Spirulina sp. LEB-18 obtidos a
partir dos diferentes métodos de extrag&o.
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Shirivastav et al. (2010) obtiveram os espectros de FTIR de amostras de PHAs obtidas
a partir da biomassa de Spirulina subsalsa e relataram a presenca de bandas a 1724 cm?,
correspondendo ao grupo éster carbonilo. Kavitha et al. (2016) analisaram os espectros de FTIR
de polihidroxibutirato extraidos da biomassa da microalga Botryococcus braunii e
identificaram a presenca de bandas de absorcéo a 2933 cm'?, relacionadas ao grupo -CHs, banda
a 1652 cm?, relacionada a presenca do grupo carboxilico éster e banda a 1232 cm?, que é
caracteristica das vibracbes de alongamento assimétricas e simétricas dos grupos C-O-C,

comprovando a obtencdo do biopolimero.
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4.4.2.2 Massa molecular

A Tabela 2.3 apresenta a massa molecular média dos PHAs obtidos pelos diferentes
métodos de extracdo. Os resultados da massa molecular variaram de 58,76 a 62,26 KDa com
diferencas significativas (p<0,05) entre as amostras, confirmando a interferéncia do método de
extracdo na massa molecular dos PHAs. Os métodos de extracdo M 2, M 3 e M 4 resultaram na
extragdo de PHAs com menor massa molecular (58,76 KDa), sem diferenga significativa
(p>0,05) entre as amostras obtidas por esses métodos de extracdo. Em contraste, 0s métodos M
1, M 5 e M 6 resultaram na extracdo de PHAs com massa molecular até 5% maior que 0s
extraidos por outros métodos e com diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras (Tabela
2.3).

Os métodos M 5 e M 6, que utilizaram o banho em ultrassom como etapa inicial (Tabela
2.3) da extracdo, apresentaram PHAs com massa molecular (62,26 KDa) 5% superiores aos
métodos que utilizaram a lavagem com hipoclorito de sodio (M 2, M 3 e M 4) como etapa
inicial, demonstrando que o método quimico é mais agressivo e resulta em polimeros com
menor massa molecular (Tabela 2.3). Isto é decorrente da combinacéo do uso do solvente com
a alta temperatura que pode causar a quebra do polimero e com isso reduzir a sua massa
molecular (JEON et al., 2013).

Tabela 2.3. Massa molecular e indice de cristalinidade dos PHAs obtidos pelos diferentes métodos de

extracao.
Métodos Mm (KDa) Cristalinidade (%)
M1 61,07 £ 0,03 50,47
M 2 58,76 + 0,09° 50,15
M3 58,76 + 0,04° 51,20
M 4 58,76 + 0,03" 51,32
M 5 62,26 +0,03° 51,18
M 6 62,26 + 0,05° 51,65

Médias + desvio padrdo. Letras iguais em uma mesma coluna indicam que ndo existe diferenca significative
(p>0,05) entre os experimentos ao nivel de 95% de confianga.

De acordo com Kulkarni et al. (2011), polimeros termoplasticos sdo caracterizados por
ligagBes covalentes entre moléculas e estas podem ser rompidas pela inser¢éo de energia. Por

conseguinte, quando os polimeros sdo aquecidos, se a energia térmica impostas ao polimero for
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maior que a energia das ligacdes quimicas, algumas dessas ligacdes podem ser rompidas,
causando uma diminuicdo da massa molecular do polimero (NAVARRO et al., 2007).

Quando se avalia o tipo de solvente de extracdo utilizado por cada método, verifica-se
que o uso de acetona resultou em um polimero de maior massa molecular, demonstrando que
este solvente foi menos agressivo na extracdo do polimero (Tabela 2.3). Este fato pode ser
observado comparando o método M 1 (acetona) com o método M 4 (cloroférmio), onde é
evidenciada uma reducdo de 4% na massa molecular dos PHAs, que pode ter sido causado pelo
uso de cloroférmio associado ao emprego de uma temperatura mais alta (80 °C) no método de
extracdo M 4 (Tabela 2.3).

Os PHAs extraidos pelos métodos M 4 e M 5 apresentaram massas moleculares mais
elevadas que os obtidos pelos demais métodos, o que pode ser atribuido a nédo utilizagdo de um
método quimico no inicio do processo de extracdo, que € um fator importante relacionado a
reducdo da massa molecular do polimero. Mesmo que a estrutura quimica do biopolimero seja
a mesma, diferentes massas moleculares podem alterar significativamente as propriedades dos
PHAs (fisicas, mecénicas, térmicas, reologicas, de processamento e outros), uma vez que estas
propriedades dependem do tamanho da cadeia do biopolimero.

Nesse contexto, com os resultados obtidos, observa-se que a massa molecular média dos
PHAs pode ser influenciada nao apenas pela composicdo do meio de cultivo e pelas condigdes
de producdo, como relatado em outros estudos (CAMPOS et al., 2014; DIVYASHREE et al.,
2009; KULKARNI et al., 2011), mas também pelo método usado na extracdo do polimero. Esta
diferenca de comportamento observada para os polimeros obtidos neste estudo é mais provavel
que seja atribuida a um rearranjo estrutural do polimero durante a extracdo. Esse rearranjo
estrutural pode ter sido causado por um aumento do grau de polimerizacdo que ocorre quando
0 material esta sob aquecimento e que pode produzir polimeros com diferentes tamanhos de
cadeia e, consequentemente, com diferentes massas moleculares. (CAMPOS et al., 2014).
Devido a concorréncia industrial, a capacidade de controlar a massa molecular do biopolimero
durante a producdo e extracdo, e a compreensdo de como ela influencia as propriedades finais
do polimero, é extremamente importante.

Kulkarni et al. (2011) relataram uma massa molecular de 208 KDa para PHAS extraidos
com cloroférmio da biomassa do cianobactéria Halomonas campisalis apds 42 dias de cultivo
em meio adicionado de maltose e cloreto de célcio, um valor trés vezes maior que o encontrado
neste estudo. Campos et al. (2014) encontraram massas moleculares entre 510 KDa e 745 KDa

para 0s PHAs extraidos com cloroférmio da bactéria Cupriavidus necator cultivada com
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diferentes concentracdes de carbono e nitrogénio, um valor bem superior ao encontrado neste
estudo. Na literatura, ndo encontramos estudos que relatem a massa molecular de PHAs
extraidos da biomassa de Spirulina.

Sabe-se que diferentes microrganismos produzem PHAs com diferentes massas
moleculares, e que as condicGes de cultivo como tipo e concentracdo do substrato,
disponibilidade de nutrientes, pH e temperatura, além do método empregado na extracdo,
podem interferir na massa molecular do polimero (KULKARNI et al., 2011; LAYCOCK et al.,
2014). Acredita-se que os valores baixos de massa molecular dos PHAs produzidos pela
Spirulina sp. LEB-18 encontrado neste estudo, deve-se a diferencas nos processos metabolicos
e de polimerizacdo envolvidos na sintese de polimeros pelas microalgas quando comparado a
outros microrganismos, como bactérias, por exemplo. A natureza ciclica do metabolismo dos
PHAs permite que a producdo e a degradacdo do polimero ocorram simultaneamente e isso
pode interferir diretamente na sua massa molecular.

Além disso, fatores como nivel e tempo de expressdo da enzima polihidroxialcanoato
sintase, que varia com o0 tipo e espécie de microrganismo, tambeém interferem na massa
molecular do polimero (LAYCOCK et al., 2014). Acredita-se que todos esses fatores afetam
diretamente o comprimento da cadeia polimérica, e que precisam ser estudados detalhadamente
para o desenvolvimento de modelos que possam predizer a massa molecular desses polimeros,
uma vez que esta € uma propriedade fundamental para sua aplicagdo industrial
(SUNDARAMOORTHY et al., 2013; LAYCOCK et al., 2014).

4.4.2.3 Difracao de raio-x (DRX)

O perfil DRX dos PHAs (Figura 2.2) apresenta a difracdo de pico em 26, que ¢ tipico
dos poliésteres semi-cristalinos, a aproximadamente 13,0°, 16,40°, 21,77° e 24,96° para todas
as amostras de PHASs, indicando uma fase cristalina nas composic¢des (RIBEIRO et al., 2015).
Uma variac¢do discreta no indice de cristalinidade (50,15 a 51,65%) foi observada nos resultados
obtidos para as amostras de PHAs extraidos pelos diferentes métodos (Tabela 2.3). Os métodos
M 1 e M 2 que utilizaram a lavagem com hipoclorito de sédio como etapa inicial da extracéo
(Tabela 2.1), apresentaram polimeros com menor grau de cristalinidade e menor massa
molecular (Tabela 2.3). O grau de cristalinidade estd diretamente relacionado a
processabilidade e as aplicagdes industriais dos PHAs. De acordo com Laycock et al. (2014),

uma cristalinidade igual ou superior a 50% é considerada alta e prejudicial para fins comerciais
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e industriais. Desta forma, um baixo grau de cristalinidade aumenta o nimero de possiveis
aplicacOes industriais dos PHAs, melhorando suas caracteristicas para processamento.
Campos et al. (2014) encontraram grau de cristalinidade entre 52,23 e 66,12% para
PHAs obtidos da bactéria Cupriavidus necator cultivadas em meio com diferentes
concentracdes de carbono e nitrogénio, demonstrando a influéncia do meio sobre o grau de
cristalinidade do polimero. Ribeiro et al. (2015) obtiveram PHAs da bactéria B. cepacia
cultivadas com diferentes fontes de carbono e relataram uma variacdo discreta no grau de
cristalinidade (48,10 a 49,70%) dos polimeros obtidos, e concluiram que esses microrganismos
sdo capazes de biossintetizar PHAs com o mesmo grau de cristalinidade, independentemente

da composicdo do meio de cultivo.

Figura 2.2. Difratogramas de raios-X dos PHAs produzidos por Spirulina sp. LEB-18 obtidos
pelos diferentes métodos de extracéo.
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4.4.2.4 Composicdo monomeérica dos PHAS

Além da massa molecular e do grau de cristalinidade, a composicdo monomeérica dos
PHAs também foi influenciada pelo método de extracdo utilizado na obtencdo do polimero. As
amostras de PHAs produzidas foram compostas por trés blocos de construgdo com 7-16 atomos
de carbono. Os copolimeros formados consistem principalmente do bloco do monémero de 11-
hidroxihexadecanoato (16 atomos de carbono; 55,54 a 81,05%), identificado por meio da

biblioteca NIST (Tabela 2.4). Os blocos de construcdo dos monémeros de hidroxiheptanoato
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(7 atomos de carbono; 4,65 a 9,95%) e hidroxitetradecanoato (14 a&tomos de carbono; 2,80 a
7,23%) estdo presentes em quantidades menores, e revalam a formacdo de um heteropolimero
de polihidroxialcanoato na biomassa da microalga Spirulina sp. Esta caracterizagcdo dos PHAs
por GC-MS demostrou que esta cianobactéria é capaz de produzir PHAs de copolimeros com
blocos de construcdo de cadeia longa e média.

A biossintese dos PHAs por microalgas é derivada do metabolismo dos acidos graxos,
no qual, os intermediérios podem ser eliminados e incorporados em um poliéster, formando
estruturas de cadeias mais longas. Assim, nas microalgas é comum obter um heteropolimero
que consiste em mondmeros que variam de 6 a 14 atomos de carbono (AGNEW e PFLEGER,
2013). A detecgdo destes mondmeros na estrutura dos PHAs de Spirulina sp. € uma novidade

cientifica, uma vez que sdo constituintes de polimeros absolutamente novos.

Tabela 2.4. Composicao (% area/massa) determinada por GC-MS dos PHAs de Spirulina sp. LEB-18
obtidos a partir dos diferentes métodos de extracéo.

Tempo de Métodos

retengédo Identificacdo NIST

(min) M1 M 2 M 3 M 4 M 5 M 6
5,40 . I_Vletll 4,93+0,032 8,38+0,02° 9,95+0,05¢ 9,80+0,03¢ 4,65+0,04¢ 5,17+0,02f

hidroxiheptanoato
6,48 . . Metil 5,08+0,032 4,19+0,03° 7,23+0,04¢ 6,34+0,06¢ 4,05+0,02¢ 2,80+0,03f
hidroxitetradecanoato

8,23 - 79,34+0,042  81,05+0,03°  67,99+0,05¢ 63,7+0,03¢ 75,540,056 55,54+0,03f

hidroxihexadecanoato

Outros

picos Néo identificado 8,65+0,032 6,38+0,03° 14,83+0,03°  20,16+0,03¢  15,76+0,05°  36,49+0,03f

Médias + desvio padréo. Letras iguais em uma mesma linha indicam que néo existe diferenga significativa (p>0,05)
entre os experimentos ao nivel de 95% de confianca.

Por meio dos resultados, observou-se que os PHAS obtidos pelos diferentes métodos de
extracdo, apresentaram diferentes percentuais dos monémeros identificados, dando origem a
polimeros com diferentes composi¢cbes monomeéricas (Tabela 2.4), além de diferentes massas
moleculares e grau de cristalinidade, o que resulta em diferencas em suas propriedades e,
conseqlentemente, na sua aplicacdo industrial. Esses resultados demonstram que a composi¢ao
quimica dos PHAs sintetizados por microrganismos depende ndo apenas da fonte de carbono
utilizada na fase de acumulagdo dos PHAs, como descrito em outros estudos (CAMPOS et al.,
2014, HAYWOOD et al., 1989), mas também do método usado para extracdo do polimero.

Por meio dos resultados, verificou-se que os métodos que utilizavam hipoclorito de

sodio como etapa inicial da extracdo do polimero (M 1 e M 2, Tabela 2.), apresentaram potencial
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para melhorar a adaptabilidade aos blocos de construgdo com 14 a 16 unidades de carbono
(79,42% - M 1, 85,24% - M 2, Tabela 2.4) em suas cadeias, confirmando que a etapa de extracao
influencia no rearranjo e na formacéo da cadeia do polimero.

Quanto as propriedades dos PHAs, observou-se uma relagdo indireta (R? = 0,8044) entre
o percentual do monémero 11-hidroxihexadecanoato e o grau de cristalinidade obtido para as
amostras de PHAs extraidos pelos diferentes métodos. Esses resultados indicam que a
organizacdo complexa dos blocos de construgdo com cadeias médias e longas pode ter impedido
a formacdo e distribuicdo bem definidas de esferas cristalinas no material polimérico, o que
contribuiu para a reducdo de sua cristalinidade (LAYCOCK et al., 2014; SIMON- COLIN et
al., 2008).

Por meio da avaliagao da composicdo monomérica dos polimeros e do célculo da pureza
dos PHAs (Tabela 2.2), foi possivel verificar que o percentual de compostos néo-
hidroxialcanoatos, que foram extraidos em conjunto com o polimero, é variavel (Tabela 2.4).
Na Figura 2.3, pode-se observar que os percentuais dos compostos ndo-hidroxialcanoato
identificados nas amostras dos polimeros variaram de 6,38% (M 2) a 36,49% para M 6,
demonstrando que os métodos de extracdo empregados apresentaram eficiéncias diferentes
quando se analisa a pureza dos biopolimeros obtidos. Analisando o percentual de pureza dos
PHAs obtidos por cada método e correlacionando com os rendimentos de extracdo obtidos
anteriormente (Tabela 2.2), verificou-se que o método M 2 foi o mais eficiente na extracéo de
polimeros com maior pureza (93,62%), apresentando um rendimento de extracdo de PHAS
puros de 8,14%, enquanto que os métodos M 3, M 5 e M 6 foram 0s menos eficientes com
rendimentos de extracdo de PHAS puros de 5,20, 5,64 e 5,66%, respectivamente.

Observa-se que os métodos nos quais foi utilizada a etapa da lavagem da biomassa com
hipoclorito de sédio (M 1, M 2 e M 4) apresentaram maior eficiéncia na extracdo dos
biopolimeros, confirmando que esse tratamento é mais eficaz para a ruptura da membrana das
células das cianobactérias, e com isso permitem uma maior extracdo dos PHAs. Além disso,
verificou-se que a etapa de precipitacdo do biopolimero em metanol (M 2) foi importante para
obter um polimero de maior pureza, com menor percentual de compostos nao-

hidroxialcanoatos, demonstrando que esta etapa é importante na extracdo de PHAS mais puros.
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Figura 2.3. Quantificacdo de compostos hidroxialcanoatos e ndo-hidroxialcanoatos presentes
nos PHAs de Spirulina sp. LEB-18 obtidos pelos diferentes métodos de extracéo.
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4.5 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que os métodos de extracdo de PHAs da cianobacteéria Spirulina
sp. LEB-18 avaliados, possuem eficacias diferentes na extracdo do polimero. O uso de
hipoclorito de sodio na etapa inicial da extracdo aumenta seu rendimento, enquanto que 0 Uso
de metanol no final do processo, provou ser uma ferramenta importante na obtencdo de PHAS
de maior pureza. No que diz respeito as propriedades dos polimeros, observou-se uma
influéncia do método de extracdo na massa molecular, indice de cristalinidade e composicao
monomérica dos PHAs, demonstrando que o método de extracdo € uma etapa importante para
a obtencdo de polimeros com as caracteristicas desejadas visando sua aplicacao industrial. Os
PHAs extraidos de Spirulina sp. LEB-18 sdo formados em grande parte por monémeros de 11-
hidroxihexadecanoato e hidroxitetradecanoato, o que se configura como uma novidade

cientifica, pois sdo constituintes de polimeros absolutamente novos.
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5 CAPITULO Il

INFLUENCIA DO NITROGENIO NO CRESCIMENTO, COMPOSICAO
DE BIOMASSA, PRODUCAO E PROPRIEDADES DE
POLIHIDROXIALCANOATOS (PHAS) DE MICROALGAS

Artigo publicado em 2018
Revista International Journal of Biological Macromolecules
Doi: https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.05.064

5.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da disponibilidade de nitrogénio nos
meios de cultivo, no crescimento celular, composi¢cdo da biomassa, producdo e propriedades de
PHAs obtidos durante o cultivo das microalgas Chlorella minutissima, Synechococcus
subsalsus e Spirulina sp. LEB-18. O crescimento celular das microalgas reduziu com o uso do
meio limitado de nitrogénio, demonstrando que a deficiéncia do nitrogénio no cultivo interfere
no metabolismo desses microrganismos e na producdo de biomassa. A composicdo bioguimica
das microalgas também apresentou alteracdo, sendo que a mais notavel foi a degradacéo das
proteinas e clorofilas, e 0 maior acimulo de moléculas carbonaceas de armazenamento, como
lipidios e PHAs. Chlorella minutissima ndo sintetizou os polimeros de PHA, mesmo em
ambiente com deficiéncia de nitrogénio. Os maiores acimulos de PHAs ocorreram com 15 dias
de cultivo, com concentracdo de 16% (m/m de biomassa seca) para a microalga Synechococcus
subsalsus e 12% para Spirulina sp. LEB-18. Os PHASs produzidos por Synechococcus subsalsus
e Spirulina sp. O LEB-18 apresentaram diferentes propriedades térmicas e fisicas, evidenciando
a influéncia da cepa produtora nas propriedades dos PHAs. Os polimeros obtidos por ambas as
cepas, sdo formados por monémeros de cadeia longa com 14 a 18 dtomos de carbono. Esta
composicao é uma novidade cientifica, uma vez que ndo foi encontrada em PHAS sintetizados
por Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18.

Palavras-chave: cianobactéria; Chlorella minutissima; Spirulina sp., biopolimeros.
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5.2 INTRODUCAO

As microalgas correspondem a um grupo de microrganismos fotossintéticos altamente
diversificados, com importancia ecolégica e grande potencial biotecnoldgico, que vem atraindo
atencdo nos Ultimos anos (KAVITHA et al., 2016; SASSO et al., 2012). As microalgas sdo
microrganismos que possuem um curto periodo de geracdo, e precisam de nutrientes
inorganicos simples, como fosfato, nitrato, magnésio e calcio, além de micronutrientes para seu
crescimento e multiplicacdo (JAU et al., 2005; SHARMA e MALLICK, 2005). A biomassa das
microalgas possui altas concentracdes de lipidios, proteinas e carboidratos, que podem ser
utilizados para diferentes aplicacdes.

O teor de determinados compostos alvo na biomassa das microalgas, tais como lipidos,
carboidratos, pigmentos, entre outros, € variavel e pode ser moldado alterando as condicGes de
cultivo. Esses microrganismos, quando cultivados em ambientes deficientes de um ou mais
nutrientes, tém suas vias metabdlicas desviadas, o que pode favorecer a producédo e o acimulo
de varios bioprodutos. Dessa forma, a composicdo bioquimica das microalgas pode ser
manipulada pela alteracdo das condicdes ambientais, induzindo a producdo de altas
concentracdes de biocompostos comercialmente importantes, como os PHAs (KAVITHA et
al., 2016).

Entre os varios nutrientes do meio, a fonte de carbono e de nitrogénio contribuem de
forma mais significativa para o custo total do processo de producéo e para a estimulacdo da
sintese do biopolimero. Quando todo o potencial dos constituintes da biomassa de microalgas
é explorado, os subprodutos de interesse podem ser obtidos simultaneamente e o valor de
mercado pode ser maior do que os custos de obtencdo (WIJIFFELS et al., 2010).

PHAs sdo poliésteres semicristalinos, sintetizados e armazenados em células
microbianas, como carbono intracelular e como material de armazenamento de energia
(CAMPOS et al., 2014; JAU et al., 2005; JOA et al., 2009; KAVITHA et al., 2016). Devido a
renovabilidade, degradabilidade, seu ciclo de vida praticamente neutro de CO2 e sua
processabilidade, os PHAs sdo considerados uma boa alternativa aos plasticos sintéticos
derivados de petroleo, e tém aplicacbes em varios campos, como industria alimenticia,
agricultura, farmécia e medicina, servindo também como matéria-prima para a producdo de
produtos quimicos puros e na fabricacdo de tintas (JESUS et al., 2018; SASSO et al., 2012).

Bactérias produzem grandes quantidades de biopolimeros em um curto espago de
tempo; no entanto, as microalgas tém a vantagem de utilizar quantidades menores de nutrientes

devido a fotossintese, utilizando a energia solar e transformando o didéxido de carbono em
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oxigénio, essencial para os seres humanos. Assim, as altas taxas de crescimento e a eficiéncia
fotossintética, sdo algumas das qualidades criticas das microalgas para a producdo de
biopolimeros (KAVITHA et al., 2016; SHIRIVASTAV et al., 2010).

Além de reduzir os custos de producdo, é necessario melhorar as caracteristicas do
polimero para facilitar sua processabilidade e aumentar a competitividade do mercado de PHAs.
Assim, é fundamental conhecer as propriedades dos biopolimeros obtidos, verificando suas
possiveis aplicagdes industriais (RIBEIRO et al., 2015). Mais de 150 mondmeros formados a
partir de hidroxiésteres de acidos graxos com cadeias de carbono que contém de quatro a
milhares de carbonos, podem ser combinados dentro da familia de PHASs para criar polimeros
com propriedades extremamente diferentes para varias aplicagdes (KHOSRAVI-DARANI et
al., 2013).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da disponibilidade de
nitrogénio, no meio de cultivo, no crescimento celular, na composicdo da biomassa, na
producdo e nas propriedades de PHAs obtidos durante o cultivo das microalgas Chlorella

minutissima, Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18.

5.3 MATERIAL E METODOS

5.3.1 Microrganismos, meios de cultivo e condi¢des experimentais

As cepas de Clorella minutissima e Synechococcus subsalsus foram obtidas do Instituto
Oceanografico da Universidade de S&o Paulo (USP). A Spirulina sp. LEB-18 foi obtida da
Colecéo de Cultura do Laboratério de Engenharia Bioquimica da Universidade Federal do Rio
Grande (FURG). Os cultivos foram realizados em meio padrdo e em meio de limitado de
nitrogénio. Os cultivos padrdo de Clorella minutissima e Synechococcus subsalsus foram feito
utilizando o meio BG11 (RIPPKA et al., 1979), contendo sais minerais (K2HPQO4, MgSOQa,
CaCl,, CsH11FeNO7, C10H14N2Na20g, Na2CO3 e CsHgO7) e 0,40 g/L de bicarbonato de sodio
(NaHCO3) como fonte de carbono, e 1,5 g/L de nitrato de sddio (NaNO3z) como principal fonte
de nitrogénio.

O cultivo em meio padrdo de Spirulina sp. LEB-18 foi feito em meio Zarrouk, contendo
sais minerais (KoHPOs, K>SOs, NaCl, MgSOs, CaCl,, FeSOs e EDTA) e 16,8 g/L de
bicarbonato de sédio (NaHCOz) como fonte de carbono, e 2,5 g/L de nitrato de sodio (NaNO3)
como principal fonte de nitrogénio (MORAIS e COSTA, 2007). Os cultivos no meio limitado

de nitrogénio foram feitos utilizando o respectivo meio padrdo, com redugdo de
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aproximadamente 70% da principal fonte de nitrogénio utilizada nos meios, ou seja, nitrato de
sodio (NaNOs).

Os experimentos foram realizados em fotobiorreator cilindrico acrilico, com volume de
trabalho de 20 L, altura de 450 mm e didmetro de 250 mm. Os cultivos foram mantidos por 20
dias, com uma concentracéo celular inicial de aproximadamente 0,2 g/L, a 28 °C em camara de
crescimento, sob fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro). A iluminagcdo foi fornecida por
lampadas tubulares fluorescentes, tipo luz diurna de 40W, que produziram uma iluminagéo de
41,6 umolfotons/m?/s (MORAIS e COSTA, 2007). A 4gua evaporada nos ensaios foi
reabastecida a cada dois dias, antes da amostragem, pela adicdo de agua estéril. A agitacdo foi
efetuada por injecédo de ar comprimido a 0,3 vvm. Para evitar a contaminagéo, o ar bombeado
foi filtrado utilizando filtros de 1a de vidro acoplados ao sistema.

5.3.2 Determinac0es analiticas

O crescimento celular foi monitorado a cada dois dias por medida da densidade Optica
(absorbancia) dos cultivos, utilizando um espectrofotdometro digital (Bel Photonics UV-MS1)
em um comprimento de onda de 570 nm, 630 nm e 670 nm para Clorella minutissima,
Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18, respectivamente. Antes dos experimentos,
foi gerada uma curva padréo para os cultivos de cada cepa, em meio padrdo e em meio limitado
de nitrogénio, que correlaciona a densidade Optica (absorbancia) dos meios de cultivo, com a

concentracdo de biomassa seca (g/L), de acordo com a Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Curvas de crescimento padréo de cada microalga, em meio padréo e limitado, utilizada para
quantificacdo de biomassa dos cultivos.

Microalga Meio de crescimento Curva de crescimento padrao
Clorella minutissima Meio padréo C =(0,5045 x abs) - 0,091, R*=0,9926
Meio limitado C = (0,527 x abs) — 0,0277, R?>= 0,9911
Synechococcus subsalsus ~ Meio padréo C = (1,3964 x abs) — 0,0077, R?>=0,9909
Meio limitado C = (1,5527 x abs) — 0,0169, R?>=0,9919
Spirulina sp. LEB-18 Meio padréo C =(0,6170 x abs) — 0,0125, R?>=0,9916
Meio limitado C =(1,438 x abs) — 0,0092, R?=0,9901

“C” equivale a concentragdo celular (g/L) e “abs” equivale a absorbancia.

A concentragdo de nitrogénio nos meios de cultivo foi determinada a cada dois dias,

utilizando um método colorimétrico (CATALDO et al., 1975). Uma curva padrdo (Nitrato =
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163,62 x absorbancia - 0,0046, R? = 0,9999), feita antes dos ensaios utilizando concentracdes
conhecidas de nitrato de sodio, foi utilizada para obtencdo dos resultados das concentragdes de
nitrogénio no meio.

As medicdes de pH foram realizadas nos cultivos a cada dois dias utilizando um medidor
de pH digital (SANXIM PHS-3D). O conteudo de clorofila foi determinado a cada dois dias
usando 1 mL do cultivo. As amostras foram centrifugadas a 2000xg por 5 min (Eppendorf®
5702-R), e o sedimento foi ressuspenso em metanol. A clorofila foi extraida por incubacédo a 4
°C (no escuro) por 24 h, e a absorbéncia foi medida em 652,4 e 664,2 nm, de acordo com Freitas
et al. (2016).

Apos 20 dias de cultivo, a biomassa total de cada experimento foi recuperada por
centrifugacao (Hitachi Himac CR-GIII, Toquio-Japdo) a 10000xg durante 15 min, ressuspensa
em agua destilada e centrifugada novamente nas mesmas condigcdes para remocéao dos sais. A

biomassa foi congelada a -80 °C, liofilizada e armazenada a -20 °C até a caracterizagéo.
5.3.3 Parametros de crescimento

5.3.3.1 Produtividade de biomassa

A produtividade da biomassa (Px) foi obtida de acordo com a Eq. (3.1), onde X; é a

concentra¢do de biomassa (g/L) no tempo t(d), e Xo é a concentracdo de biomassa (g/L) no

tempo to(d).
px =% Eq (3.0)
t—to

5.3.3.2 Taxa maxima de crescimento especifico

A taxa maxima de crescimento especifico foi calculada por meio da regressdo linear
aplicada a taxa de crescimento logaritmica de cada experimento obtida a partir de um grafico

de In X (g/L) versus t(d), onde X é a biomassa.
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5.3.4 Caracterizagdo da biomassa

5.3.4.1 Quantificacdo de proteinas e lipideos

A concentracdo de proteinas foi determinada usando o método de Kjeldahl (AOAC,
2005), com um fator de conversao de 5,22 (LOURENCO et al., 2004). O conteudo de lipideos
totais da biomassa das microalgas foi extraido com uma mistura de cloroférmio:metanol (2:1)

e quantificado por gravimetria conforme descrito por Folch et al. (1957).

5.3.4.2 Composicao de acidos graxos das microalgas

Os acidos graxos individuais das amostras foram identificados por cromatografia
gasosa. Aliquotas de lipideos foram saponificadas e, em seguida, metiladas. Os ésteres metilicos
de &cidos graxos (FAME) foram extraidos e armazenados em atmosfera inerte (N2) em freezer
a-60 °C (JESUS et al., 2018). Os FAME foram separados e identificados em um cromatdgrafo
a gas (Clarus 680; Perkin Elmer®) com uma coluna DB-FFAP (30 m x 0,32 mm x 0,25 mm) e
equipados com um detector de ionizacdo de chama.

Os parametros de andlise incluiam uma temperatura do injetor de 250°C e uma
temperatura do detector de 280 °C. Utilizou-se o0 seguinte programa de temperatura: 150°C por
16 min, aumentando em 2°C/min até 180°C, mantendo essa temperatura por 25 min. Apos esse
periodo, foi feito um aumento de 5°C/min até 210°C, mantido por 25 min. O hélio foi usado
como gas de arraste a 1,0 mL/min. Um fluxo de gas hidrogénio e de ar sintético foi fornecido
em 30 e 300 mL/min, respectivamente. As injecGes foram realizadas em duplicata para cada
extracdo em um volume de 1 pL.

Os FAME foram identificados comparando-se 0s tempos de retencdo das amostras com
os tempos de retencdo de uma mistura de padrdes conhecidos (189-19; Sigma-Aldrich®). A
quantificacdo dos acidos graxos, expressa em mg/g de lipidios, foi realizada pela adicdo do
padrdo interno (C23:0; T9900, Sigma Aldrich®). Como pardmetro para a identificacdo
conclusiva dos acidos graxos, as amostras foram injetadas em um cromatografo a gas acoplado
a um espectrofotdmetro de massa (Clarus 500; Perkin Elmer®). Os fragmentos de massa das
amostras foram comparados com os dados espectrais do banco de dados espectrais de massa
padrdo do Instituto Nacional de Padrbes e Tecnologia (NIST) e padrdes de mistura sob as

mesmas condigdes operacionais usadas no GC/FID em um espectro de 50-500 m/z (El, 70 eV).
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5.3.4.3 Extracéo e quantificacdo dos PHAs

A extragdo dos PHAs foi feita seguindo Yellore e Desia (1998) com algumas
modificagOes. A cada cinco dias de cultivo, um litro do meio foi retirado para determinar o teor
de PHAs produzido. Uma quantidade conhecida de células das microalgas foi agitada com uma
solucdo de hipoclorito de sodio a 4,0% (v/v) durante 20 min a 45 °C. As amostras foram entdo
centrifugadas a 10000 rpm durante 20 minutos e o polimero foi extraido com cloroférmio
quente seguido de precipitagdo com metanol frio. As amostras foram novamente centrifugadas
a 10000 rpm por 20 min para obtencdo dos pellets. O sedimento foi dissolvido novamente em
cloroférmio quente e seco a 60°C.

A quantificacdo dos PHAs (obtidos apds a extracdo) na biomassa das microalgas, foi
determinada utilizando um método gravimétrico. O rendimento da extragdo dos PHAs foi
determinado pela razéo entre a concentracdo de PHAS e a concentracdo de biomassa de acordo
com a Equacéo (3.2).

R = lpXx100 Eqg. (3.2)

mp

Onde,
R é o rendimento de extracdo dos PHAs em porcentagem;
mp é a massa de PHAs em gramas;

mp, € a massa de biomassa seca empregada em cada extragdo em gramas.

Os PHAs produzidos utilizando o meio limitado de nitrogénio foram caracterizados por
meio de analises de FTIR, massa molecular, analise termogravimétrica, calorimatria

exploratdria diferencial, indice de cristalinidade e composicdo monomérica.

5.3.4.4 Andlises termograviméticas (TGA)

As analises termogravimétricas (TGA) (PerkinElmer Modelo Pyris 1 TGA Waltham,
Massachusetts, USA) da biomassa das microalgas foram feitas para determinacdo da
temperatura inicial de decomposicao (Tonset) € @ temperatura de maxima decomposic¢ao (T decomp)
das amostras. Cinco miligramas de biomassa foram colocados em uma bandeja de platina e
aquecidos a 10 °C/min de 30 a 700 °C sob um fluxo de 20 mL/min (CAMPOS et al., 2014).
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5.3.5 Caracterizagdo dos PHAs

5.3.5.1 Infra-vermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As amostras de PHAs foram analisadas qualitativamente por Espectroscopia de FTIR
(Perkin Elmer Modelo Spectrum 100, Perkin Elmer, Waltham Mass, USA) entre 4000 cm* e
600 cm™* pela técnica de reflectancia total atenuada (ATR) (CAMPOS et al., 2014).

5.3.5.2 Massa molecular (Mm)

A Mm dos PHAs foi determinada por cromatografia de exclusdo molecular com um
HPLC (PerkinElmer Series 200) equipado com um amostrador automatico e um detector de
indice de refracédo (IR) (PerkinElmer), conforme descrito por Assis et al. (2016). Para separacéo
dos PHAs, foi utilizada uma coluna Shodex KD 807 (30 cm x 78 mm x 5 mm) a 30 °C. Os
polimeros foram dissolvidos em cloroférmio a uma concentracdo final de 0,7 g/L e filtrados
(membrana PTFE, 0,45 um) antes da separacao. A fase movel usada foi cloroférmio, a um fluxo
de 1,0 mL/min. A massa molecular foi determinada por meio de uma curva padréo, Eq. (3.3),
que foi feita utilizando padrdes de poliestireno de baixa polidispersividade (682—1.670.000 Da;
Polystyrene High Mw Standards Kit, Polymer Standards Service, USA), e correlacionava a

massa molecular dos padrdes com o tempo de retencao (Tr) identificado nos cromatogramas.

log Mm = —0.8364 x Tr + 14.83 with R? = 0.9917 Eq. (3.3)

5.3.5.3 Andlise termogravimétrica (TGA) e Calorimatria exploratéria diferencial (DSC)

As analises termogravimétricas (TGA) (PerkinElmer Modelo Pyris 1 TGA Waltham,
Massachusetts, USA) dos PHAs foram feitas para determinacdo da temperatura inicial (Tonset)
e temperatura maxima de decomposi¢éo (Tgecomp) das amostras. Cinco miligramas de PHA
foram colocados em uma bandeja de platina e aquecidos a uma taxa de 10 °C/min de 30 a 600
°C sob um fluxo de gés nitrogénio de 20 mL/min (ASSIS et al., 2016).

A temperatura de fusdo (Tm) e a cristalinidade dos PHAs foram determinados por
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) (SHIMADZU DSC-50). Dois miligramas de PHAS
foram encapsulados em uma panela de aluminio e aquecidos de 25 a 600 °C a uma taxa de 10
°C/min, utilizando nitrogénio liquido como refrigerante e hélio como gas de purga. A Tm e a

entalpia de fusdo (AHm) foram determinadas a partir da endoterma de fusdo. O AHm de uma
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amostra tedrica 100 % cristalina (AHm100%) foi assumido como sendo 146 J/g. A cristalinidade
dos PHASs (% Ic) foi calculada usando a razdo AHmio00%/AHm (RIBEIRO et al., 2015) conforme
a Eqg. (3.4).

AHp,

% Ic = x100 Eq. (3.4)

m100%

5.3.5.4 Composi¢cao monomérica dos PHAS

A quantificacdo e composicdo dos mondmeros que constituem os PHAs foram
determinados usando cromatografia gasosa — espectrometria de massas (GC-MS; Clarus 500
PerkinElmer) com software TurboMass verséo 4.5.0 e a biblioteca NIST 98. Aproximadamente
4 mg dos PHASs secos foram submetidos a metanolise baseado no método de Brandl et al. (1988)
com modificagdes propostas por Campos et al. (2014). Uma porcdo da fase organica foi
separada apos a injecdo modo “splitless” em uma coluna capilar DB-1 (30 m x 0.25 mm x 0.25
mm). Helio (fluxo 1,0 mL/min) foi usado como gas de arraste. As temperaturas do injetor e do
detector foram 250 e 240 °C, respectivamente. O espectrémetro de massas foi programado para
scanear entre 50 e 550 m/z. O seguinte programa de temperatura foi aplicado: 80 — 200 °C (20
°C/min). Os espctros de massas foram comparados com os espectros da biblioteca NIST 98, e

0s monémeros foram quantificados por normalizacéo de area.

5.3.6 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados por meio da andlise de variancia (ANOVA), seguida do
Teste de Tukey ao nivel de 95 % de confianca. Os resultados foram analisados usando o
software STATISTICA verséo 7.0.

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1 Crescimento e caracterizacao da biomassa

A Figura 3.1 apresenta a producdo de biomassa durante os cultivos das microalgas
Chlorella minutissima, Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18. Para as trés
microalgas, os cultivos em meio padrdo e em meio limitado de nitrogénio ndo apresentaram a

fase de adaptacdo, iniciando-se ja na fase exponencial, pois os indculos foram adaptados
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previamente aos meios de cultivo empregados. O crescimento celular das microalgas no meio
padrdo e no limitado de nitrogénio foram similares até 4 dias de cultivo para Chlorella
minutissima, 6 dias de cultivo para Synechococcus subsalsus e 10 dias de cultivo para Spirulina
sp. LEB-18. Ap0s esses periodos, o crescimento celular no meio limitado cessou ou comegou
a declinar para as trés microalgas, demonstrando que a deficiéncia de nitrogénio nos meios de
cultivo interfere diretamente no metabolismo desses microrganismos e na producdo de
biomassa.

Além disso, foi observada uma reducdo de 20% na produtividade méaxima do cultivo de
Chlorella minutissima, que passou de 0,025 g/L/d quando o meio padrdo foi utilizado, para
0,020 g/L/d quando utilizou o meio limitado (Tabela 3.2). Um comportamento semelhante foi
observado para a taxa de crescimento especifico (umax), que apresentou uma reducdo de 23%
quando se limitou a disponibilidade de nitrogénio para o crescimento desta microalga. Com
relacdo a Synechococcus subsalsus, houve reducéo de aproximadamente 93% na produtividade
maxima e de 39% para pmax quando foi utilizado o meio limitado de nitrogénio (Tabela 3.2).
Para Spirulina sp. LEB-18, a reducéo foi de aproximadamente 11% na Pmax ¢ de 26% na pimax
quando foi limitada a disponibilidade de nitrogénio no meio de cultivo.

O consumo de nitrato durante os cultivos apresentou grande variacdo quando comparado
com as reducdes de concentracdo de nitrato no meio padrdo com as ocorridas no meio limitado.
Para Chlorella minutissima houve reducéo de 0,29 g/L na concentracao de nitrato apos 20 dias
de cultivo em meio padrdo, enquanto que a reducdo da concentracdo em meio limitado foi de
0,25 g/L, sugerindo maior consumo desse nutriente no meio padrdo. Ja para Synechococcus
subsalsus e Spirulina sp. LEB-18, a diferenca de consumo de nitrato entre meio padréo e
limitado foi ainda maior; para Synechococcus subsalsus a reducdo da concentracdo de nitrato
no meio ap6s 20 dias de cultivo foi de 0,48 g/L no meio padrédo e 0,22 g/L no meio limitado;
para Spirulina sp. LEB-18 essa diferenca ap0s 20 dias de cultivo foi de 0,65 g/L em meio padrao
e 0,25 g/L em meio limitado. Esses dados apontam para 0 menor consumo de nitrogénio nos
cultivos realizados em meio limitado, responsavel pelas alteracbes no metabolismo dessas

microalgas.



Figura 3.1. Concentracéo celular durante os cultivos de Chlorella minutissima (A),
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Synechococcus subsalsus (B) e Spirulina sp. LEB-18 (C) em meio padrdo e em meio limitado.
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Tabela 3.2. Produtividade méaxima de biomassa e taxa de crescimento especifico dos cultivos.

Produtividade

Microalga l\(:ljllt(;vcj)e maxima de biomassa T::aegﬁciizeium;rf)to
(Prma, g/L/ d) P Mo
MP 0,025 0,061
Chlorella minutissima
ML 0,020 0,047
MP 0,145 0,039
Synechococcus subsalsus
ML 0,009 0,024
MP 0,018 0,043
Spirulina sp. LEB-18
ML 0,016 0,032

MP significa meio padréo e ML significa meio limitado de nitrogénio.

A alta concentracdo de nitrogénio nos cultivos contribui para o crescimento e, dessa
forma, seu maior consumo tambeém é responsavel por melhorar o crescimento das microalgas.
O nitrogénio é quantitativamente o segundo nutriente inorganico mais importante para
microalgas, e esta disponivel, em maior proporcdo, nos meios de cultivo empregados neste
estudo, atraves do nitrato de sodio. O nitrato, que € absorvido pelas células microalgais através
de um sistema de transporte ativo, € reduzido a nitrito pela nitrato redutase e depois ao amoénio
pela nitrito redutase (LIOTENBERG et al., 1996).

Além disso, quando o nitrato € a fonte de nitrogénio para o crescimento, hd um aumento
significativo na demanda por redutores, em competicdo com a fixacao fotossintética de CO>
(DEAMICIA et al., 2018). Esses resultados sdo consistentes com dados relatados na literatura,
onde esta bem documentado que a limitacdo de nitrogénio nos meios de cultivo das microalgas
diminui o seu crescimento e a producdo de biomassa, juntamente com a alteracdo da
composicdo bioquimica da biomassa (ADAMS et al., 2013). A reducdo da pmax N0S cultivos
indica a existéncia de alteracdes nas vias metabolicas dessas microalgas, uma vez que se sabe
que elas crescem mais ativamente, e que parte da sua energia é desviada para a sintese de
compostos de armazenamento, incluindo biopolimeros, com valores menores de [imax
(LIOTENBERG et al., 1996).

O pH dos cultivos das trés microalgas apresentou discretas variagdes ao longo do tempo
ficando entre 8,6 e 9,8 para Chlorella minutissima, 9,0 e 9,8 para Synechococcus subsalsus e
entre 9,2 e 9,8 para Spirulina sp. LEB-18. Um pequena variagdo no pH foi observada
comparando-se 0s cultivos feitos nos meios padrdo e limitado para as microalgas

Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18. Uma maior variagédo foi encontrada para os
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cultivos de Chlorella minutissima, onde o cultivo em meio padréo apresentou pH entre 9,0 e
9,8, e 0 cultivo em meio limitado de nitrogénio apresentou pH entre 8,6 € 9,5. O pH € uma das
condicBes ambientais mais criticas no cultivo de microalgas, uma vez que determina a
solubilidade e disponibilidade de CO e nutrientes, e tem uma influéncia significativa no
metabolismo desses microrganismos (CHEN et al., 1994). Cada espécie microalgal possui uma
faixa ideal de pH para producdo de biomassa, que é estreita e especifica para espécie
(MOHEIMANI et al., 2013).

De acordo com Vonshak (1997), o pH 6timo para microalgas varia de 8,5 a 10,5, com
uma reducdo no nimero de células ocorrendo em pH abaixo de 8,0. Jimenez et al. (2003)
relatam que um pH acima de 9,5 é ideal para o cultivo de Spirulina, com seus cultivos de
Spirulina em Malaga apresentando valores de pH de 9,0 a 10,9, semelhante ao pH de 9,2a9,8
observado em nosso estudo. Para Chlorella, Qiu et al. (2017) afirmam que um pH entre 7,0 e
8,0 é ideal para o crescimento dessa microalga, e meios de cultivo fora dessa faixa podem
comprometer seu crescimento. 1sso pode explicar a baixa concentragéo de células (Figura 3.1)
encontrada neste estudo nos cultivos de Chlorella minutissima. Segundo Cuaresma et al.
(2006), o aumento do pH em culturas fotossintéticas ocorre devido a atividade biologica das
células, o que reduz o conteido de carbono inorganico dissolvido devido ao seu consumo
durante o crescimento celular.

A concentracdo de clorofila durante os cultivos das trés microalgas apresentou um
comportamento semelhante ao crescimento celular (Figura 3.2). Isso era esperado ja que a
producdo de clorofila faz parte do metabolismo priméario das microalgas e, portanto, esta
diretamente relacionada a producdo de biomassa. As maiores concentracoes de clorofila para
as trés microalgas foram encontradas usando o meio padréo.

A microalga Chlorella minutissima apresentou a maior concentracdo de clorofila (2,9
ug/mL de cultivo) com 6 dias de cultivo em meio padréo, enquanto que os maiores valores
encontrados para Synechococcus subsalsus (2,4 pug/mL cultivo) e Spirulina sp. LEB-18 (1,9
pug/mL cultivo) foram alcancados no final dos cultivos em meio padrdo. Ao limitar a
disponibilidade de nitrogénio no meio de cultivo, as concentracdes de clorofila cairam apoés 4,
7 e 5 dias para Chlorella minutissima, Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18,
respectivamente (Figura 3.2). Durante a privacdo de nitrogénio, as células mudam
gradualmente de um estado vegetativo para um estado dormente. A caracteristica mais Gbvia
disso foi a mudanca na cor de azul-verde dos cultivos para amarronzado, que ocorreu para todas

as microalgas. Esse fendmeno é chamado de "clorose de nitrogénio™ e é causado pela
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degradacéo dos pigmentos ficocianina e clorofila nos meios de cultivo (KHOSRAVI-DARANI

et al., 2013).

Figura 3.2. Concentracéo de clorofila durante dos cultivos de Chlorella minutissima (A),
Synechococcus subsalsus (B) e Spirulina sp. LEB-18 (C) em meio padréo e limitado.
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No trabalho relizado por Gorl et al. (1998), ao transferir o Synechococcus PCC7942 para
um meio depletado de nitrogénio, 95% da ficocianina foi degradada em 24h, e apds 10 dias,
95% da clorofila também foi degradada. Segundo Markou et al. (2017), quando as microalgas
sdo privadas de nitrogénio, a sintese de biomoléculas ricas em nitrogénio (proteinas e clorofilas)
é reduzida, e passam a ser acumuladas biomoléculas ricas em carbono (carboidratos e/ou
lipideos). Dessa forma, a limitagdo de nutrientes, particularmente o nitrogénio, é
frequentemente uma estratégia eficaz para aumentar o acimulo de compostos especificos na
biomassa, como os lipideos, carboidratos e carotenoides.

De acordo com Adams et al. (2013), embora a limitagéo de nitrogénio resulte em um
acumulo de determinados compostos alvo, a taxa de crescimento de biomassa diminui
significativamente, resultando em uma diminuicdo global da produtividade do composto alvo,
como observado neste estudo. Além disso, estd bem documentado que a limitagéo de nitrogénio
resulta em uma diminuicdo no teor de proteina da biomassa das microalgas (PANCHA et al.,
2014) e, em particular, de proteinas associadas ao aparato fotossintético (MARKOU et al.,
2017).

Neste estudo, a mudanga mais notavel na composicdo bioquimica é a degradacdo de
proteinas e dos pigmentos fotossintéticos (clorofilas) e o acumulo de moléculas de
armazenamento carbonaceas, como lipideos e PHAs. A andlise lipidica e protéica mostrou que
a limitacdo de nitrogénio causou um maior acimulo de lipideos e uma reducdo no teor de
proteina da biomassa das microalgas ao final do cultivo (Tabela 3.3). Houve uma reducdo de
15% no teor de proteina da biomassa de Chlorella minutissima e um aumento de 40% no teor
de lipidios ao limitar a disponibilidade de nitrogénio no meio de cultivo. Para Synechococcus
subsalsus, a reducdo do teor de proteina foi de 16% e o aumento no teor de lipideos foi de 28%,
e para Spirulina sp. LEB-18 a reducdo do teor de proteinas foi de 14%, e o aumento da
concentracdo lipidica na biomassa foi de aproximadamente 20% quando se utilizou 0 meio
limitado. Estas observacoes estdo de acordo com estudos publicados anteriormente, que relatam
que o grau de limitacdo de nutrientes no meio, afeta proporcionalmente a composicao
bioguimica e o crescimento microalgal (ADAMS et al., 2013).

Além de acumular lipideos com a reducéo da disponibilidade de nitrogénio durante os
cultivos, as microalgas Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18 também aumentaram
0 acimulo dos PHAs (Tabela 3.3, Figura 3.3). Os maiores acumulos do polimero ocorreram
com 15 dias de cultivo, onde foi encontrada uma concentragdo de aproximadamente 16% (m/m

de biomassa seca) para a microalga Synechococcus subsalsus e de 12% para Spirulina sp. LEB-
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18. A diminuigédo da quantidade de nitrogénio no meio de cultivo resultou em um aumento no
rendimento de extracdo do polimero de 400% para Synechococcus subsalsus e de 300% para
Spirulina sp. LEB-18. Com base nesses resultados, é evidente que a reducdo de nitrogénio no
meio de cultivo é uma ferramenta eficaz para estimular a producdo de PHAs por essas

microalgas.

Tabela 3.3. Determinagéo de proteinas, lipideos e PHASs nas biomassas ap6s 20 dias de cultivo.

Microalga Meio de crescimento Proteinas (%) Lipideos (%) PHAs (%)
Chlorella minutissima MP 48,71 +£1,13* 13,21 +0,122 -
ML 41,34 +1,22° 18,54 +0,89" -

Synechococcus MP 59,22 +0,87° 10,11 +0,33° 2,16 +0,63°

subsalsus ML 50,03 +1,23* 12,96+1,02% 7,87+0,71°

Spirulina sp. LEB-18 MP 57,70+0,75° 11,40 +0,52° 2,02 +0,40°

ML 48,24 +0,44* 13,67 +1,13* 9,56 +0,76°

Médias + desvio padrdo. Letras iguais em uma mesma coluna indicam que ndo existe diferencas significativas
(p>0,05) entre os resultados ao nivel de significancia de 95%. MP significa meio padrdo e ML significa meio
limitado de nitrogénio.

Figura 3.3. Producdo de PHASs durante os cultivos de Synechococcus subsalsus e Spirulina sp.
LEB-18.
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Ja a microalga Chlorella minutissima ndo foi capaz de acumular o polimero mesmo em
ambiente com deficiéncia de nitrogénio. Segundo Kavitha et al. (2016), Chlorella sp. € um

organismo eucariético do género das algas verdes, que acumula grandes quantidades de
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carbono, principalmente na forma de lipideos. Assim, a maximizacéo da produgdo de PHA em
algas verdes provavelmente exigira que o carbono normalmente usado para a sintese de lipideos
de armazenamento, ou para sintese de amido, seja desviado para a sintese de PHA. Assim,
apenas a limitagdo de nitrogénio no meio de cultivo tem demonstrado néo ser capaz de estimular
a sintese de PHAS por estes organismos, sendo necessario um conhecimento mais detalhado
dos mecanismos envolvidos no controle do fluxo de carbono através das vérias vias metab6licas
essenciais, para alcancar esse objetivo. Poirier et al. (1992) afirmam que é provavel que a
expressao de varios genes tenha que ser controlada, para se alcancar a atividade apropriada de
varias vias metabolicas que levam a producdo de PHAs por organismos eucariéticos, como a
Chlorella.

O aumento do acumulo de PHASs pelas microalgas Synechococcus subsalsus e Spirulina
sp. LEB-18 comecgou no final da fase exponencial do crescimento celular e inicio da fase
estacionaria, quando o crescimento microbiano cessou (Figura 3.1). Biopolimeros como os
PHAs atendem as reservas energéticas intracelulares, pois sua produgdo geralmente ocorre
durante a fase exponencial em paralelo com qualquer fator utilizado para medir o crescimento
celular, que no nosso caso, foi 0 aumento da biomassa (PANCHA et al., 2014; SHIRIVASTAV
et al., 2010). Isso ajuda na sobrevivéncia do microrganismo produtor, que pode usar os PHAS
para sobreviver nos estagios mais avangados do crescimento, quando 0s nutrientes se tornam
limitantes e justifica a reducdo do teor dos PHAs no final dos cultivos, quando o periodo de
morte celular ja estava iniciando (Figura 3.3).

No caso das cianobactérias, Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18, 0s
resultados demonstram que ambas sdo fontes ricas de proteinas (Tabela 3.3), implicando em
uma grande necessidade de nitrogénio para o crescimento. Neste caso, sob limitacdo de
nitrogénio, elas desviam o carbono para outras rotas metabolicas e produzem biopolimeros para
servir como compostos de armazenamento de carbono e energia, que podem ser reutilizados
quando as condicOes se tornam mais favoraveis. Quando o teor de nitrogénio do ambiente
aumenta, o organismo pode produzir proteinas para o crescimento celular em vez dos lipidios
de armazenamento dos quais derivam os PHAs. Assim, 0s resultados demonstram que a
quantidade de nitrogénio disponivel é conhecida por influenciar diretamente a sintese dos
biopolimeros. O aumento da produgdo de PHA por outras cianobactérias submetidas a
condigdes de estresse, por causa da limitacdo de fosforo e/ou nitrogénio, ja foi destacado em
estudos anteriores (SHIRIVASTAV et al., 2010; ADAMS et al., 2013). No entanto, menores

porcentagens de acumulo foram obtidas do que as deste estudo, o que indica um potencial para
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obtencédo desses biopolimeros pelas microalgas Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-
18.

Com relacdo a andlise térmica das amostras, os resultados obtidos foram consistentes
com a composi¢do bioquimica encontrada para a biomassa. A derivada termogravimétrica
(DTG) demonstrou a existéncia de trés estagios de perda de massa caracteristicos da biomassa
das microalgas (Figura 3.4). O primeiro estagio come¢a em aproximadamente 30 °C e termina
préximo a 150 °C e esté relacionado a perda de agua da biomassa. Assim, a perda de massa
nesta etapa depende fortemente do teor de umidade da amostra. O segundo estagio é o mais
significativo e ocorre entre 250 e 450 °C. Nesse estagio, todos os componentes das microalgas
(carboidratos, proteinas, lipidios e outros componentes menores) sdo decompostos para
produzir carbonos e liberar volateis. O terceiro estagio inicia-se a partir de 500 °C, e demonstra
uma pequena perda de massa devido a degradacdo de matéria carbonosa nos residuos solidos
(R1ZZO et al., 2013).

Como a biomassa das microalgas é composta principalmente de proteinas e lipideos,
observa-se que, para as trés microalgas, a maior perda de massa ocorreu no estagio de
decomposicdo proximo a 250°C. Como mencionado, esse estdgio ocorre devido a
decomposicdo térmica de carboidratos e proteinas (CHEN et al., 2014), que normalmente se
fundem. O pico de decomposicdo foi acompanhado por picos menores que sdo conseqiiéncia
da degradacdo térmica dos lipideos. Isso decorre do fato de que as temperaturas de
decomposicao dos lipideos sdo um pouco maiores que as dos carboidratos e proteinas (LOPEZ-
GONZALEZ et al., 2015). Assim, quando a disponibilidade de nitrogénio do meio de cultivo
foi limitada, houve aumento do conteddo lipidico e, consequentemente, aumento do “ombro”
formado apds o pico mais expressivo desse estagio. 1sso pode ser observado principalmente nas
cultivos de Chlorella minutissima, onde houve um aumento mais significativo no contetdo
lipidico da biomassa (Figura 3.4).

A Tabela 3.4 apresenta os valores de Tonset, Tdecomp € perda de massa da biomassa das
microalgas e permite uma melhor visualizacdo dos resultados. Nos cultivos de Synechococcus
subsalsus e Spirulina sp. LEB-18, foi observada uma reducdo da Tonset d0 segundo estagio de
decomposicdo da biomassa obtida usando o meio limitado de nitrogénio. Isso se deve ao
aumento do teor de PHAs na biomassa, que tem inicio de decomposicdo préximo a 260 °C

(CAMPOS et al., 2014), e com isso diminuiu a Tonset d0 estagio principal.
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Figura 3.4. Derivadas termogravimétricas (DTGs) da biomassa das microalgas obtidas nos
cultivos feitos em meio padréo e limitado.
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Tabela 3.4. Valores de Tonset, Taecomp € perda de massa da biomassa das microalgas obtidas nos cultivos
feitos em meio padréo e limitado.

1° etégio 2° estagio 3° estagio
. Meio de Perda Perda Perda
Mlcroalga crescimento Tonset TdecompA de Tonset Tdecomp. de Tonset Tdecomp de
° (°C) massa (°C) (°C) massa (°C) . (°C) massa
(%) (%) (%)
Chlorella MP 2860 51,18 7,48 127,72 16745 14,82 25572 32223 34,82
minutissima ML 27,18 5399 12,67 290,46 351,63 43,70 364,35 48894 11,83
Synechococcus MP 31,39 57,82 8,79 308,40 365,88 39,50 43590 503,59 11,44
subsalsus ML 25,65 57,46 14,01 296,85 369,89 5559 476,82 500,45 8,55
LEB-18 ML 37,34 6310 847 27839 32549 5142 551,84 61502 30,01

MP significa meio padréo e ML significa meio limitado de nitrogénio.

A Tabela 3.5 apresenta as concentracdes de acidos graxos das biomassa das microalgas
obtidas em meio padrdo e em meio limitado de nitrogénio. Para Chlorella minutissima e
Synechococcus subsalsus observa-se maior concentracdo de acido estearico (C18:0) na
biomassa obtida nos dois meios de cultivo, com alto teor de compostos saturados. Para Spirulina
sp. LEB-18, é observada uma maior concentracdo de acido palmitico (C16:0). Com o uso do
meio limitado, observa-se que os perfis dos acidos graxos obtidos ndo se alteraram para as trés
microalgas, porém ocorreram mudancas nas concentracGes dos acidos graxos encontrados
(Tabela 3.5). Segundo Sakarika e Kornaros (2017), o perfil de &cidos graxos é uma impressao
digital caracteristica para uma certa microalga em um determinado modo de cultivo.

Para Chlorella minutissima, a utilizacdo do meio limitado provocou um aumento na
concentracdo dos acidos graxos, que passou de 52,86 mg/g para 82,59 mg/g de lipideo, em
decorréncia da maior producédo de lipideos (Tabela 3.5). O teor de &cidos graxos saturados e
insaturados também aumentou quando o meio limitado foi utilizado no cultivo dessa microalga.
Ja para Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18, comportamento diferente foi
observado, onde houve reducdo na concentracdo dos acidos graxos totais, bem como dos acidos
graxos insaturados (Tabela 3.5).

Como as microalgas Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18 aumentaram o
acumulo dos PHAs em meio limitado de nitrogénio, parte dos lipideos formados foram
convertidos nesses biopolimeros. Hu et al. (2008) explicaram minuciosamente 0s mecanismos
da sintese lipidica, indicando que os &cidos graxos saturados sdo sintetizados primeiro e as
duplas ligacGes sdo introduzidas mais tarde pela enzima sollvel estearoil-acil-dessaturase, e a

partir desse ponto os PHASs sdo formados. Segundo Sakarika e Kornaros (2017), a limitagdo de
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nitrogénio ndo sé aumenta a produtividade lipidica como também melhora o perfil lipidico para

a producgdo de bioprodutos como biopolimeros e biodiesel, além de reduzir a necessidade de

adicdo de nitrogénio, resultando em economia de custos e energia.

Tabela 3.5. Composicdo de &cidos graxos da biomassa das microalgas apos os 20 dias de cultivo.

Acidos graxos

Concentragdo (mg/g de lipideo)

Chlorella minutissima

Synechococcus subsalsus

Spirulina sp. LEB-18

MP ML MP ML MP ML

C4:0 * * * * 291+044 1,75+0,08
C6:0 - 0,26+0,08 024+006 048+006 029+003 0,36+0,01
C8:0 0,14+0,03 031+001 027+004 048+001 0,14+002 0,15+0,02
C10:0 0,20+0,07 027+012 0,14+0,01 023+008 0,87+006 1,21+0,08
C11:0 030+0,05 104+010 061+003 037+005 0,28+0,04 0,16+0,05
C13:.0 250+0,18 3,14+0,26 537+0,01 457+003 345+024 297+0,14
C14:.0 207+0,03 2,85+0,60 503+053 433+004 144+023 127%0,12
C14:1w5 325+082 6,78+002 869+022 6,19+021 028+005 2,26+0,25
C16:0 591+006 639+048 9,11+041 1333+0,27 1827+1,09 28,12+1,80
C17:0 1,43+£0,01 338+0,02 1,03+0,07 2,71+065 048+010 0,52+0,08
C18:0 30,73+0,27 51,42+0,36 1265+044 16,58+0,25 12,20+0,07 8,94+0,09
C18:1w9 6,32+052 6,75+066 1591+0,35 439+026 1492+001 1394+0,11
C18:2w6 * * * * 11,77+1,25 3,91+0,19
C18:3w6 * * * * 3,90+0,11 *

X saturados 43,29+0,98 69,07+1,19 34,44+0,82 43,07+1,16 4033+1,98 4545+234
X insaturados 9,57+0,67 1352+0,87 24,60+1,10 1059+091 3087+152 20,11+1,56
Total 52,86+1,13 8259+146 5904+163 5366+183 7120+4,66 60,56 =+3,10

Médias + desvio padrdo. MP significa meio padrdo e ML significa meio limitado de nitrogénio. * Nao dectado.

5.4.2 Caracterizacdo dos PHAS

5.421FTIR

A Figura 3.5 apresenta os espectros de FTIR das amostras de PHA produzidas pelas

duas cepas de cianobactérias, demostrando uma semelhanca entre as amostras. As bandas

principais observadas no espectro dos PHAs sdo atribuidas a deformacdo axial do grupo

carbonila éster (C=0) (1710-1750 cm™), e a formago dos grupos C-O-C aparecendo na regiso

espectral de 1260 a 1300 cm™* (fase cristalina) e na regi&o de cerca de 1050 cm™ (KHAN et al.,

2012). As bandas proximas a 1380 cm™ estdo associadas a deformacdo angular simétrica no

plano dos grupos metila (CHs), e as bandas proximas a 980 cm™ correspondem a vibragio da

carbonila do grupo éster (C-C) (RIBEIRO et al., 2015). Estes grupos funcionais sao
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caracteristicos das estruturas quimicas dos PHAs, confirmando a producéo destes biopolimeros
pelas microalgas estudadas.

Figura 3.5. Espectros FTIR dos PHAs produzidos pelas cianobactérias Synechococcus
subsalsus e Spirulina sp. LEB-18 cultivadas em meio limitado de nitrogénio.
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5.4.2.2 Massa molecular (Mm)

O valor de Mm encontrado para o PHA produzido pela microalga Synechococcus
subsalsus foi de 179,66 KDa, enquanto a Mm encontrada para 0 PHA obtido de Spirulina sp.
LEB-18 foi de 163,26 KDa (Tabela 3.6), demonstrando que a massa molecular do polimero
varia com a caracteristica da cepa produtora. Essa diferenca de comportamento observada para
os polimeros obtidos neste estudo é provavelmente atribuida a um rearranjo estrutural do
polimero durante a biossintese de cada cepa (CAMPOS et al., 2014). Esse rearranjo estrutural
pode ter sido causado por um aumento do grau de polimerizacao, que forma cadeias mais longas
com Mm diferentes. Laycock et al. (2012) sugeriram que a distribuicdo da Mm esté associada
as propriedades de uso final dos biopolimeros através do controle estrutural das
macromoléculas.

As propriedades dos PHAs dependem do tamanho das suas cadeias poliméricas, cujos

rearranjos estruturais podem depender do grau de polimerizagdo (ASSIS et al., 2016). Assim,
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como o0s polimeros obtidos pelas duas microalgas apresentaram Mm diferentes,
consequentemente, apresentam propriedades diferentes (fisicas, mecanicas, térmicas,
reoldgicas e outras). Devido a significativa competicdo industrial, a capacidade de controlar a
massa molecular do polimero durante sua producdo, e entender como a massa molecular

influencia as propriedades finais do polimero, é extremamente importante.

Tabela 3.6. Massa molecular e propriedades termofisicas dos PHAs produzidos pelas cianobactérias
Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18 cultivadas em meio limitado de nitrogénio.

Microalgas produtoras dos PHAs

Synechococcus subsalsus Spirulina sp. LEB-18
Mm (KDa) 179,66 + 1,75%" 163,26 + 7,94"
Tonset (°C) 286,88 249,79
Tdecom (°C) 312,19 269,76
Tm (C) 173,53 171,69
AHm (J g) 54,15 65,93
%C 37,09 45,15

Médias + desvio padrdo. * Letras iguais em uma mesma linha indicam que néo existe diferencas significativas
(p>0,05) entre as amostras ao nivel de 95% de confianca.

5.4.2.3 Caracterizacao térmica

A Tabela 3.6 apresenta as propriedades termofisicas dos PHAs, e a Figura 3.6A
apresenta as curvas das derivadas termogravimétricas associadas as amostras. A temperatura
inicial de decomposicdo (Tonset) dos PHAs foi de 286,88 °C e 249,79 °C, para amostras
produzidas por Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18, respectivamente,
demonstrando que os polimeros obtidos podem ser termicamente estaveis a temperaturas
inferiores a 240 °C. A decomposi¢ao térmica ocorreu em um estagio onde a perda de massa foi
de 96,74% para o PHA produzido por Synechococcus subsalsus, e de 93,49% para o PHA
produzido por Spirulina sp. LEB-18. Esse comportamento é tipico das amostras de PHAS
(CAMPOS et al., 2014; RIBEIRO et al., 2015) e indicou a presenca minima de impurezas
remanescentes do seu processo de extracdo (ASSIS et al., 2016). Assim, estes resultados
sugerem que o PHA obtido da microalga Synechococcus subsalsus pode apresentar maior

percentual de polimero puro quando comparado ao obtido com Spirulina sp. LEB-18.
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Figura 3.6. Derivadas termogravimétricas (DTGs) (A) e anélise de calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) (B) dos PHAs produzidos pelas cianobactérias Synechococcus subsalsus e
Spirulina sp. LEB-18 cultivadas em meio limitado de nitrogénio.
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A Tm, a entalpia de fusdo (AHm) e o grau de cristalinidade (%C) dos PHAs estdo
apresentados na Tabela 3.6. As curvas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) dos PHAS
(Figura 3.6B), demostraram picos endotérmicos superiores a 170 °C (Tm), associados a fusao
cristalina destes biopolimeros. Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por Bhati e
Mallick (2015), que analisaram o PHA produzido pela cianobactéria Nostoc muscorum e
encontraram valores de Tm préximos a 178 °C. Ja Hermann-Kraus et al. (2013) obtiveram
PHAs produzidos pela bactéria B. cepacia com temperaturas de fusdo mais baixas (130 - 140

°C) do que as temperaturas obtidas neste estudo. Segundo Pohlmann et al. (2006), os
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copolimeros de PHA sdo instaveis acima de suas temperaturas de fusdo cristalina, o que os torna
suscetiveis a degradacdo molecular e isso provoca dificuldades no seu processamento. Assim,
os dois polimeros obtidos podem ser facilmente moldados por injecdo e sdo aplicaveis ao
processamento de filmes soprados (CHANPRATEEP et al., 2010).

Com base no AHm, notamos que os graus de cristalinidade dos PHAs foram de 37,09%
para os polimeros produzidos por Synechococcus subsalsus, e 45,15% para aqueles produzidos
por Spirulina sp. LEB-18. Os PHAs sdo polimeros semicristalinos e seu grau de cristalinidade
depende diretamente de sua composicdo. Segundo Assis et al. (2016), PHAs com cristalinidade
entre 60 e 80% sdo considerados rigidos; PHAs flexiveis e mais elasticos tém comprimentos de
polimero de cadeia média (30 — 40%) e curta (< 30%). Um grau de cristalinidade menor
aumenta o nimero de possiveis aplicacdes industriais do PHA, melhorando suas caracteristicas
de processamento. Assim, o PHA produzido pela microalga Synechococcus subsalsus apresenta
maior expectativa de aplica¢fes industriais do que o produzido pela Spirulina sp. LEB-18,

especialmente no setor de embalagens.

5.4.2.4 Composicdo dos PHAs

A Tabela 3.7 apresenta a composicdo monomeérica dos PHAs produzidos pelas duas
microalgas estudadas. Observa-se a predominancia de blocos de cadeia media e longa com 10
a 18 atomos de carbono. Os PHAs produzidos pela microalga Synechococcus subsalsus
apresentaram maior percentual de mondémeros com 16 (51,78%) e 18 (34,10%) atomos de
carbono, enquanto que o polimero produzido pela Spirulina sp. LEB-18 apresentou maior teor
dos monémeros com 14 (16,49%) e 16 carbonos (72,58%), demonstrando que os PHAS
produzidos por cada microalga apresentam diferentes composicdes monoméricas. A deteccao
destes blocos de construcdo se configura como uma novidade cientifica, uma vez que séo
constituintes absolutamente novos dos PHAs produzidos por estas microalgas. Embora as
bactérias sejam capazes de acumular maior quantidade de PHAS, os polimeros obtidos séo
formados, em maior porcentagem, por monémeros com 4 a 10 atomos de carbono (CAMPOS
etal., 2014; RIBEIRO et al., 2015). Essas porcentagens mais altas desses mondmeros de cadeia
menor, fazem com que esses PHAs apresentem propriedades que dificultam sua aplicacdo
industrial. Também foi observado um maior percentual de impurezas (10,93 %) nos PHA
extraidos da Spirulina sp. LEB-18, confirmando os resultados obtidos nas analises
termogravimétricas, que apontaram para um maior grau de PHA puro nos polimeros produzidos

pela cianobactéria Synechococcus subsalsus.
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A composicdo monomérica dos PHAs é extremamente dependente das condi¢Ges de
cultivo e das cepas produtoras, e esté diretamente relacionada as propriedades dos polimeros e,
consequentemente, as suas possiveis aplicacbes industriais. Durante o processo de
polimerizacdo, verificou-se que as cepas mostraram potencial de melhor adaptabilidade aos
blocos de construgcdo com 14 ou 16 unidades de carbono. 1sso demonstra a existéncia de uma
relagdo entre a estrutura molecular dos PHASs e a composi¢do dos acidos graxos da biomassa,
onde um alto contetdo de compostos de cadeia longa (14-18 atomos de carbono) também foi
observado, indicando que um metabdlito intermediario comum de 4cido graxo, serve como um

precursor na sintese de mondémeros de PHA.

Tabela 3.7. Composicao (% area/massa) determinada por GC-MS de PHAs de Synechococcus subsalsus
e Spirulina sp. LEB-18.

Tempo de o PHAs de Synechococcus  PHAs de Spirulina
) Identificacdo NIST

retencdo (min) subsalsus sp. LEB-18

472 metil hidroxidodecanoato 1,59 -

5.84 metil hidroxitetradecanoato 5,04 16,49

7.06 metil hidroxihexadecanoato 51,78 72,58

8.72 metil hidroxioctadecanoato 34,10 -

Outros picos N&o identificado 7,48 10,93

Neste trabalho, demonstramos que a cristalinidade do material polimérico é muito
semelhante a do material cristalino (RIBEIRO et al., 2015; LAYCOCK et al., 2012). O PHA
produzido por Spirulina sp. LEB-18 apresentou menor percentual de monémeros de cadeia
longa, resultando em um polimero com maior cristalinidade e menor massa molecular. Segundo
Ribeiro et al. (2015), o0 modulo e a resisténcia a tracdo desses polimeros diminuem com o
aumento da concentracgdo e das cadeias dos monémeros. Estes dados demonstram que 0s PHAS

obtidos possuem grande potencial para aplicacédo industrial.

5.5 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que a deficiéncia da fonte de nitrogénio no meio de cultivo das
microalgas Clorella minutissima, Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18, influencia
no metabolismo desses microrganismos, pois reduz a producdo de compostos de seu

metabolismo priméario, como as clorofilas e proteinas, e desvia suas vias metabolicas para a
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producdo de bioprodutos do seu metabolismo secundério, como lipideos e PHAs. Embora a
microalga Chlorella minutissima ndo tenha produzido PHAs, mesmo com a limitagédo de
nitrogénio, ficou evidente que o estresse causado pela deficiéncia desse elemento nos meios de
cultivo, se configura como uma ferramente para estimular a producéo de biopolimeros pelas
cianobactérias.

Os PHAs produzidos por Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-18
apresentaram diferentes caracteristicas, evidenciando a influéncia da cepa produtora nas
propriedades dos polimeros. Os PHAs obtidos por essas microalgas, sdo formados por blocos
de construcéo de cadeia longa, com 14 a 18 4tomos de carbono. Esta composi¢do monomérica
é uma novidade cientifica, uma vez que néo foi encontrada em PHAs obtidos por bactérias. As
propriedades dos PHAs produzidos pelas cianobactérias estudadas estimulam a aplicacéo

industrial desses polimeros, principalmente na area de embalagem.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse estudo, foi confirmada a influéncia do método de extracdo dos PHASs da biomassa
de microalgas nas propriedades dos biopolimeros, o que demonstra que a escolha do método
adequado para extracdo do PHA, tem importancia fundamental para sua aplicagdo industrial. O
método de extracdo dos PHAs deve garantir um alto redimento e elevado grau de pureza dos
polimeros, e devem assegurar a obtencdo de PHAs com caracteristicas, como massa molecular,
indice de cristalinidade e composicdo monomérica, que permitam a sua processabilidade. O
meétodo M 2 foi mais eficaz na extragdo dos PHAs da biomassa da microalga Spirulina sp. LEB-
18 pois apresentou maior rendimento de PHAS puros.

O estudo também permitiu verificar que a limitacdo do nitrogénio nos cultivos das
cianobactérias pode ser uma ferramenta para estimular a producdo de PHAs e de lipideos por
esses microrganismos. Os PHAs produzidos pelas cianobactérias Synechococcus subsalsus e
Spirulina sp. LEB-18 apresentaram propriedades que permitem seu processamento, sendo
formados majoritariamente por mondmeros de cadeia longa, com 14 a 18 atomos de carbono.
Esta composicdo monomérica € uma novidade cientifica, uma vez que ndo foi encontrada em
PHAs obtidos por bacteérias, e estimulam o desenvolvimento de mais pesquisas nessa area para
viabilizar a obtencéo e aplicacdo desses polimeros. Os PHAs produzidos por Synechococcus
subsalsus apresentaram propriedades ligeiramente melhores que os produzidos por Spirulina
sp. LEB-18, com menor indice de cristalinidade e maior estabilidade térmica.

Nas proximas décadas, observa-se a necessidade de melhorias tecnoldgicas em varios
aspectos para o desenvolvimento de espécies de microalgas muito mais eficientes para a sintese
e acumulo dos PHAs. Como relatado, a pesquisa de PHAs ndo é apenas uma questdo de
encontrar o tipo certo de biomassa e transforma-la em bioplastico, mas também deve ser
sustentavel em termos econémicos em larga escala.

Espera-se que, nos préximos anos, a producdo de microalgas continue a crescer no
mundo, levando a um aumento na escala desta industria. A biomassa das microalgas é formada
majoritariamente por bioprodutos de grande interesse industrial, como pigmentos, proteinas,
PHAs e acidos graxos. Espera-se que as inddstrias possam criar ferramentas e metodologias
para extrair e utilizar todos os bioprodutos da biomassa das microalgas para converté-los em

produtos de alto valor agregado.



