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RESUMO: Os polihidroxialcanoatos (PHAs) 
são lipídios estocados nas células de alguns 
organismos como reserva energética. São 
bioplásticos termoestáveis e elastômeros, que 
apresentam propriedades físicas semelhantes 
à de plásticos como polietileno e polipropileno. 
Este polímero biodegradável é produzido por 
cianobactérias fotossintetizantes com uso 
reduzido de substrato, diminuindo os custos de 
produção. A aplicação de PHAs na área médica 
já vem sendo desenvolvida, carecendo ainda de 
maiores estudos a fim de aliar a degradação do 
polímero in vivo, com o tempo de recuperação 
e a biocompatibilidade. São uma atraente 
alternativa aos plásticos petroquímicos e 
importante foco de pesquisa na busca por 
biomateriais sustentáveis. O cultivo se deu em 
meio BG-11 e BG-11 modificado, com gradiente 
de concentração de fosfato. Observou-se 
maior produção e biopolímero na cultura 
controle, utilizando BG-11 com 0,04 g/L de 
fosfato dipotássico, o que resultou em acúmulo 
médio de PHA de 30,55 ± 2,57 g/L. Dos quatro 
tratamentos testados apenas a privação total 
do nutriente resultou em variação significativa, 
acumulando apenas 8,53 ± 0,75 g/L de PHA. 
O estresse provocado pela privação nutricional 
pode ter prejudicado o crescimento da 
cianobactéria, não se mostrando interessante 
para a maior produção de biopolímero. As 
condições de cultivo serão otimizadas visando 
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maior produtividade e o bioplástico será posteriormente caracterizado para aplicação 
como biomaterial.
PALAVRAS-CHAVE: Bioplástico, Biopolímero, Polihidroxialcanoato, Cianobactéria, 
Amazônia

ABSTRACT: Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are lipids stored in the cells of some 
organisms as energy reserves. They are thermostable and elastomer bioplastics, which 
have similar physical properties to plastics such as polyethylene and polypropylene. 
This biodegradable polymer is produced by photosynthetic cyanobacteria with minimal 
substrate use, reducing production costs. The application of PHAs in the medical 
field has already been developed, requiring further studies to ally the degradation of 
the polymer in vivo, with recovery time and biocompatibility. They are an attractive 
alternative to petrochemical plastics and an important research focus in the search 
for sustainable biomaterials. Cultivation was done on modified BG-11 and BG-11 
medium, with phosphate concentration gradient. It was observed higher production 
and biopolymer in the control culture, using BG-11 with 0.04 g / L of dipotassium 
phosphate, which resulted in a mean PHA accumulation of 30.55 ± 2.57 g / L. Out of 
the four treatments tested only total nutrient deprivation resulted in significant variation 
accumulating with 8.53 ± 0.75 g / L of PHA. Stress caused by nutritional deprivation 
may have decreased the growth of the cyanobacteria, not proving to be advantageous 
for the higher biopolymer production. The culture conditions will be optimized for higher 
productivity and the bioplastic will be further characterized for application as biomaterial.
KEYWORDS: Bioplastic, Biopolymer, Polyhydroxyalkanoate, Cyanobacteria, Amazon

1 |  INTRODUÇÃO

As cianobactérias são um dos organismos mais antigos de nosso planeta 
(OLSON, 2006), de grande importância evolutiva, sendo responsáveis pela oxigenação 
da atmosfera terrestre e desenvolvendo um papel importante no ciclo do carbono 
e nitrogênio na terra (KASTING, 2001, KASTING; SIEFERT, 2002). Além disso, 
originaram os cloroplastos, que foram transferidos horizontalmente a outras linhagens 
(CAVALIER-SMITH, 2002). Fisiologicamente, são microrganismos fotossintetizantes e 
muitas espécies podem ainda se manter em ambientes sem oxigênio, sendo comum 
em várias espécies de bactérias (STAL, 1995). Apresentam alta capacidade adaptativa, 
sobrevivendo em ambientes com temperaturas, salinidade, pH e níveis de radiação 
solar extremos (WATERBURY et. al., 1986, STAL, 1995, THAJUDDIN; SUBRAMANIAN, 
2005). O metabolismo das cianobactérias se adapta a estas condições hostis através 
da produção de uma série de compostos bioativos de potencial biotecnológico, e tais 
metabólitos possuem uma gama de aplicações em diversos setores. 

Na indústria farmacêutica temos a potencial aplicação das cianotoxinas, já bem 
descritas na literatura com ação essencialmente tóxica em mamíferos (DAWSON, 
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1998; CODD et. al., 2005;). Como alternativa sustentável, pode-se fazer o uso de 
metabólitos de cianobactérias na produção de biocombustíveis, com grande potencial 
na síntese de gás hidrogênio (H2), e na fabricação de biodiesel a partir dos lipídios 
armazenados em suas células como possíveis substituintes dos combustíveis de 
origem fóssil (ARYAL et. al., 2012), e na substituição de materiais derivados de 
hidrocarbonetos como os polihidroxialcanoatos (PHA), um bioplástico produzido por 
cianobactérias, que têm ainda importante papel na medicina, podendo ser aplicado 
no carreamento de fármacos e confecção de próteses biocompatíveis ou scaffolds na 
engenharia tecidual (DOI, 1990, DOI 1992). 

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) e polihidroxibutiratos (PHBs) são exemplos de 
lipídios neutros estocados nas células de cianobactérias e outros organismos como 
reserva energética e fonte de carbono. São bioplásticos termoestáveis e elastômeros 
que apresentam propriedades físicas semelhantes aos plásticos de origem fóssil como 
polietileno e o polipropileno (DOI, 1990). São produzidos a partir da fermentação de 
açúcares, lipídios, alcanos, alcenos e ácidos alcanóicos e armazenados como reserva 
energética destes microrganismos, sendo acumulados em grânulos citoplasmáticos 
(REEDY, MOHAN, 2015). 

A síntese destes lipídios, especialmente de PHB, o biopolímero mais encontrado 
em cianobactérias, já é bem descrita em arqueias e bactérias como no bacilo de 
água doce, o Cupriavidus metalliduran. Estes grânulos são resultantes do processo 
metabólito cíclico, tendo como precursor a enzima acetil coenzima A. O processo 
ocorre em três reações enzimáticas que são mediadas, respectivamente, pela enzima 
3-cetotiolase, que catalisa a condensação reversível de duas moléculas de acetil-CoA, 
cujo o intermediário gerado é reduzido por ação de uma redutase de acetil-CoA ligada 
ao NADPH, resultando em D(-)-3- hidroxibutiril-CoA, o qual é então, polimerizado 
por ação da PHA polimerase, gerando o biopolímero poli(3-hidroxibutirato) (PHB). 
Estas três enzimas são codificadas pelos genes phaA, phaB, phaC e phaE, sendo os 
dois últimos envolvidos na codificação da PHA sintase, atuando no último passo da 
biossíntese (HEIN et al., 1998, MATSUSAKI et al., 1998). 

Já são descritos na literatura copolímeros de PHB contendo cadeias carbônicas 
de 3 a 14 átomos, cuja a produção se dá em microrganismos pelo uso de substratos 
como álcoois, açúcares e alcanos. Sendo assim, as diferentes estruturas químicas 
conferem aos polímeros propriedades físicas distintas, que podem ser mais adequadas 
a determinadas aplicações (DOI 1992). Quanto ao rendimento da produção destes 
biopolímeros por microrganismos, na cianobactéria Synechocystis sp. PCC6803 o 
acúmulo de lipídios neutros pode chegar até a 10% do peso seco da célula, sendo a 
média de cerca de 6% do peso seco (HEIN et al., 1998). 

A linhagem Tolypothrix sp. CACIAM 22 possui genoma anotado o que permitiu a 
busca dos genes relacionados com a biossíntese de PHA. Uma análise preliminar de 
seu genoma revelou a presença de um gene de biossíntese de PHA em cianobactérias, 
o gene phaF.
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A principal característica destes polímeros tão versáteis nas suas composições 
químicas e aplicações é a capacidade de serem degradados de forma natural. Sendo 
de origem biológica estes plásticos são biodegradáveis, sendo digeridos por PHA 
depolimerases. A degradação de biofilmes de PHA a 25ºC em solo, lodo ou água 
marinha é de até 7 µm por semana (DOI, 1992), sendo, portanto, uma atraente 
alternativa aos plásticos petroquímicos e um importante foco de pesquisa na busca 
por materiais termoplásticos sustentáveis. 

Além do enfoque sustentável, outro aspecto importante que justifica a busca 
por biopolímeros em cianobactérias e microorganismos é a sua  biocompatibilidade 
(KAEWBAI-NGAM et al., 2016). Polihidroxialcanoatos já vêm sendo utilizados na 
engenharia de materiais, principalmente como scaffolds para regeneração tecidual, 
seja utilizando PHA sozinho ou em blendas com plásticos sintéticos ou ainda associado 
a minerais como hidroxiapatita e exoesqueletos como a quitosana (ZHAO et al., 2003). 

A maioria dos estudos que tratam o uso de PHAs como biomateriais utiliza 
biopolímeros produzidos por bactérias heterotróficas (CHEN e WU, 2005). O potencial 
de produção de PHA por cianobactérias autotróficas possibilita uma grande vantagem 
de uma produção mais barata, já que estes microrganismos necessitam apenas de 
luz e gás carbônico como fonte de carbono para produzir os biopolímeros (DROGS et 
al., 2015, ANSARI e FATMA, 2016). Além disso, a produção de bioplástico pode ser 
associado a outras indústrias, uma vez que as cianobactérias podem capturar o CO2 
emitido pelas usinas e indústrias, possibilitando uma produção com zero emissão de 
carbono (SAYRE, 2010).

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Cultivo

A linhagem Tolypothrix sp. CACIAM 22, pertencente à Coleção Amazônica 
de Cianobactérias e Microalgas (CACIAM), foi coletada no Lago Bolonha (Fig. 1), 
1°25’00”S, 48°25’58”W, situado dentro do Parque Ambiental do Utinga, uma área de 
Proteção Ambiental (APA) da região metropolitana de Belém-PA. O Lago Bolonha 
tem capacidade de armazenamento de 2.000.000 m3 de água, sendo utilizado como 
reservatório para abastecimento de água de consumo para a região metropolitana 
(SECTAM, 1992). 
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Figura 1. Mapa do Parque Estadual do Utinga e localização do ponto de coleta da CACIAM 22 
no Lago Bolonha (Fonte: Google Maps, 2018, Adaptado).

A CACIAM 22 foi identificada por análise morfológica e molecular, através de 16S 
rRNA, como sendo do gênero Tolypothrix (Figura 2), uma cianobactéria filamentosa da 
ordem Nostocales. 

Figura 2. Tolypothrix sp. CACIAM 22 em microscópio ótico, aumento de 100x e escala de 5 μm 
(Fonte: Acervo CACIAM, LTB, UFPA).

O cultivo se deu em frascos erlenmeyer de 250 mL, utilizando-se meio de cultivo 
líquido BG-11 (ALLEN, 1968) – com 0,04 g/L de fosfato -, com fotoperíodo de 14/10 
horas claro/escuro, à temperatura de 27 ºC (ARYAL et al., 2012), em câmara de 
germinação BOD (CT-718, CIENTEC). As condições de cultivo foram modificadas, 
utilizando-se um gradiente de concentração de fosfato, promovendo-se o estresse 
nutricional pela privação de fosfato dipotássio e sua suplementação em excesso. 
Foram testadas quatro concentrações deste nutriente, entre 0, 0,2, 0,04 e 0,24 g/L.

2.2 Curva de Crescimento

A curva de crescimento da CACIAM 22, em meio de cultivo BG-11 padrão, foi 
mensurada através da quantificação de clorofila, extraindo-se a mesma com metanol, 
e fazendo-se a leitura em espectrofotômetro a 665 nm, multiplicando-se o resultado 
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pelo coeficiente do metanol, 12,7 (MEEKS & CASTENHOLZ, 1971).

2.3 Extração de Polihidroxialcanoato

Seguindo-se as adaptações propostas por Getachew & Woldesenbet (2016) do 
protocolo de Slepecky & Law (1960), o PHA foi extraído de 60 mL de cada cultura 
bacteriana utilizando-se clorofórmio. 

Primeiramente retirou-se o meio de cultivo, centrifugando-se as amostras a 5000 
RPM por 20 minutos. Ao pellet obtido foram adicionados 5 mL de hipoclorito (5%), 
deixando-se as amostras incubadas a 30ºC por 2 horas. Após nova centrifugação a 
5000 RPM por 15 minutos, o concentrado foi dissolvido em 5 mL de clorofórmio (PA) à 
60ºC utilizando vórtex, sendo novamente centrifugado por 10 minutos. 

A fase clorofórmica foi transferida para tubos de ensaio de vidro previamente 
pesados, lavados com etanol e clorofórmio para remover traços de plásticos. As 
amostras de PHA/Clorofórmio foram mantidas em evaporador com sílica overnight 
para evaporação do clorofórmio, restando apenas o PHA, sendo o mesmo pesado em 
balança analítica.

2.4 Quantificação de Polihidroxialcanoato (PHA)

A produção de PHA pela CACIAM 22 em diferentes concentrações de fosfato, foi 
quantificada através em espectrofotômetro utilizando-se como padrão ácido crotônico 
comercial. Após a evaporação do clorofórmio, o PHA foi convertido a ácido crotônico 
através de reação com ácido sulfúrico (98%), adicionando-se às amostras de PHA 
5 mL de ácido, mantendo-se os tubos em banho-maria à 100ºC para a reação. A 
amostras em triplicata foram, então, lidas em espectrofotômetro (Ultraspec 5300 Pro, 
Amersham) no comprimento de onda de 235 nm, utilizando-se ácido sulfúrico como 
branco. 

A quantidade de ácido crotônico foi calculada com base em uma curva padrão 
com concentrações conhecidas de ácido crotônico comercial, tendo-se a quantidade 
de PHA em g/L pelo produto da concentração de ácido crotônico pelo coeficiente de 
extinção molar do mesmo de valor 1,55 x 104 (SPLECKY & LAW, 1960).

2.5 Análise Estatística

A produção de biopolímero nas diferentes condições de cultivo foi analisada por 
ANOVA e Kruskal Wallis, para uma dispersão não paramétrica, utilizando o software 
GraphPad Prism versão 6.01, considerando-se significativos resultados para p<0.05.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Curva de Crescimento da Tolypothrix sp. CACIAM 22

O crescimento da linhagem foi mensurado a partir da concentração de clorofila 
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na amostra (Fig. 3). Acompanhou-se o crescimento até o 27º dia, quando a mesma 
passou a estar na fase estacionária.

A fase exponencial da cultura ocorreu entre o 5º e 17º dia de cultivo, havendo uma 
queda na concentração de clorofila ao 15º dia. Este declínio e posterior crescimento 
podem indicar a adaptação da cianobactéria ao estímulo nutricional do meio de cultivo 
ou ainda a metabólitos por ela produzidos que podem interferir como por exemplo o 
pH do meio (FOGG, 1978, WATERBURY et. al., 1986). 

Figura 3. Curva de Crescimento da Tolypothrix sp. CACIAM 22, em função da concentração de 
clorofila, em μg/mL,  pelo tempo em dias.

Em comparação ao crescimento de outras linhagens do mesmo gênero, a 
Tolypothrix sp. CACIAM 22 apresentou crescimento mais rápido que cepas Tolypothrix 
sp. PBGA1 e Tolypothrix sp. PBGA2, cujo trabalho de Thangave e colaboradores 
(2018), foi observada uma maior fase de adaptação em seus cultivos, levando oitos 
dias para atingir a fase log. A adaptação mais rápida da CACIAM 22 pode ser justificada 
pela qualidade do inóculo inicial, já que um inóculo retirado de um cultivo em fase log 
garante melhor adaptação ao meio de cultivo (FOGG, 1978).

As culturas utilizadas neste estudo foram mantidas por dois meses para 
posterior extração do PHA, uma vez que há indícios de maior acúmulo de lipídios 
por cianobactérias na fase estacionária, além de maior produção e biomassa para os 
ensaios (MODIRI et. al., 2015).

3.2 Quantificação de Polihidroxialcanoato (PHA)

A produção e acumulação de bioplástico nas diferentes concentrações de 
fosfato dipotássico foi medida por espectrofotometria usando o comprimento de onda 
referente ao ácido crotônico após a conversão do PHA extraído neste ácido. Através 
da regressão linear da curva padrão de ácido crotônico com oito concentrações e 
R² de 0,9889, obteve-se a concentração de polihidroxialcanoato para o gradiente de 
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concentração de fosfato (Fig. 4).

Figura 4. Quantificação de Biopolímero em quatro diferentes concentrações de fosfato 
dipotássico, em função da concentração de polihidroxialcanoato, em g/L. 

A maior produção de PHA foi verificada na condição controle, onde foi utilizado 
meio de cultivo BG-11 sem alterações na concentração de fosfato dipotássico, com 0,04 
g/L do nutriente. Nesta condição foram obtidas 30,55 ± 2,57 g/L de PHA. O tratamento 
com indução de fosfato, utilizando seis vezes mais nutriente do que no meio padrão, 
resultou numa produção de 15,75 ± 0,58 g/L, e o meio de cultivo com metade da 
concentração de fosfato, ou seja, com 0,02 g/L de fosfato, apresentou quantificação de 
24,86 ± 1,32 g/L. A análise estatística aplicada, ANOVA univariada, apontou variação 
entre os tratamentos, no entanto a análise não paramétrica, Kruskal Wallis, utilizada 
por conta do baixo valor de P value retornado pela ANOVA (P <0,0001), apontou 
significância apenas para o tratamento (C) com privação de fosfato dipotássico. Nesta 
condição com privação obteve-se concentração de apenas 8,53 ± 0,75 g/L de PHA.

Na melhor condição testada, em cultivo com BG-11 padrão, a CACIAM 22 
apresentou cerca de 3% de produção de PHA em relação a cultura total, o que está 
de acordo com a produção encontrada por Ansari e Fatma (2016) no mesmo gênero, 
com produção de 3,15% de PHB em cultivo de Tolypothrix tenuis em meio BG-11. A 
concentração de bioplástico encontrada no presente trabalho foi maior do que o que 
verificado por Bhanti e colaboradores (2012) com produção máxima de 2,2% de PHB 
em Tolypothrix sp. ao 35º dia de cultivo.

O teste com excesso de fosfato visa mimetizar as condições ambientais que 
propiciam a floração de cianobactérias, já que o excesso de nutrientes orgânicos 
em ambientes aquáticos, seja por ação antropogênica ou natural, está diretamente 
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relacionado a este acúmulo de biomassa (PAERL e OTTEN, 2013). 
No entanto, em condições laboratoriais, o excesso de fósforo, na forma de fosfato 

dipotássico parece interferir negativamente no crescimento celular, representado por 
uma menor produção e biomassa. Em trabalho de Feng e colaboradores (2012), 
Chlorella zofingiensis, uma microalga eucariótica, apresentou concentrações acima 
de 0,04 g/L, em meio BG-11 padrão, que resultou em menor biomassa, havendo maior 
crescimento em meio com apenas 0,01 g/L de fosfato dipotássico. A produção de lipídios 
também foi beneficiada pela privação de fosfato em comparação com concentrações 
superiores a 0,04 g/L deste nutriente no meio.

Encontrou-se na literatura indícios de que a privação de fosfato age como 
estresse direcionando o metabolismo das cianobactérias para uma maior produção e 
acúmulo de PHA, como verificado por exemplo na maior produção de PHA por Nostoc 
muscorum NCCU- 442, sendo esta cianobactéria filamentosa pertencente a mesma 
ordem da Tolypothrix sp., como Nostocales. Logo, foi detectada uma produção de 15% 
de PHB em relação à cultura total, no meio com privação de fosfato, contra 4,9% de 
PHB em BG-11 (ANSARI e FATMA, 2016).

Uma justificativa para a maior produção de polímero frente a este estresse 
nutricional está no fluxo não-cíclico de elétrons fotossintéticos, que acumulam 
NADPH pela redução de NADP que se mantêm apesar da queda na produção 
e ATP proporcionada pela escassez de fósforo. Este acúmulo de NADPH é então 
utilizado pelo metabolismo da cianobactéria para a produção de PHB (BOTTOMLEY 
e STEWART, 1976). O acúmulo de PHB é também explicado pela alta concentração 
de NADP E NADPH, uma vez que estes são inibidores de citrato sintase, interferindo 
negativamente no ciclo do ácido cítrico, levado a um maior acúmulo de lipídios pela 
célula (KESSLER e WITHOLT, 2001). 

Apesar das alterações provocadas pelo estresse nutricional tendem a direcionar 
o metabolismo para a produção de lipídios e de PHA, neste trabalho encontrou-se 
a menor quantidade de PHA no meio com 0,0 g/L de fosfato dipotássio dentre as 
condições testadas. Isto pode se justificar no tempo prolongado de cultivo, uma vez 
que o esgotamento dos nutrientes provocados por uma privação prolongada, pode 
interferir com processos biológicos importantes como síntese de ácido nucléicos e 
síntese proteica (ANSARI e FATMA, 2016), prejudicando o crescimento saudável da 
célula, e, como consequência, limitando a produção de metabólitos de interesse. 

Outra justificativa está na privação do nutriente potássio, que no tratamento (C) 
estava também na concentração de 0,0 g/L. Ainda que sais de potássio apresentem 
certa toxicidade para cianobactérias, sendo propostos inclusive como solução a 
florações destas microalgas (PARKER et al., 1997), quantidades pequenas de 
potássio são necessárias ao desenvolvimento celular, sendo  interessante, em 
trabalhos posteriores, o cultivo com privação de fósforo, mantendo ainda o potássio e 
substituindo-se o fosfato dipotássico (K2HPO4) do meio BG-11 por cloreto de potássio 
(KCl) (MONSHUPANEE e INCHAROENSAKDI, 2014).
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4 |  CONCLUSÕES

A linhagem de cianobactéria amazônica Tolypothrix sp. CACIAM 22 mostrou-
se produtora de polihidroxialcanoatos, sendo um potencial alvo para produção de 
bioplástico. Das condições testadas verificou-se maior produção de PHA quando 
cultivada em meio BG-11 com 0,04 g/L de fosfato dipotássico, com produção de 3,05% 
de PHA, ou 30,05 g/L do polímero. As modificações no cultivo não resultaram em 
melhorias na produção do lipídio, sendo necessários posteriores cultivos e ensaios 
para otimização da cultura. O bioplástico extraído será posteriormente caracterizado e 
passará por ensaios de biocompatibilidade para aplicação como biomaterial. 
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