A Producao do
Conhecimento

nas Ciencias
da Saude

Benedito Rodrigues da SilvaNeto | { &
(Organizador) —_

diens gl
- Ano2019 '



Benedito Rodrigues da Silva Neto
(Organizador)

A Producao do Conhecimento nas Ciéncias
da Saude

Atena Editora
2019



2019 by Atena Editora
Copyright © da Atena Editora
Editora Chefe: Prof? Dr? Antonella Carvalho de Oliveira
Diagramacao e Edicdo de Arte: Lorena Prestes e Geraldo Alves
Revisao: Os autores

Conselho Editorial
Prof. Dr. Alan Mario Zuffo - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof. Dr. Alvaro Augusto de Borba Barreto - Universidade Federal de Pelotas
Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia
Prof? Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa
Prof. Dr. Constantino Ribeiro de Oliveira Junior - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof® Dr® Daiane Garabeli Trojan - Universidade Norte do Parana
Prof. Dr. Darllan Collins da Cunha e Silva - Universidade Estadual Paulista
Prof® Dr® Deusilene Souza Vieira Dall’Acqua - Universidade Federal de Rondonia
Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria
Prof. Dr. Gilmei Fleck - Universidade Estadual do Oeste do Parana
Prof? Dr? Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Prof? Dr? Ivone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof? Dr? Juliane Sant’Ana Bento - Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense
Prof. Dr. Jorge Gonzalez Aguilera - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof? Dr? Lina Maria Gongalves - Universidade Federal do Tocantins
Prof? Dr? Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte
Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagha - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof? Dr? Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para
Prof. Dr. Takeshy Tachizawa - Faculdade de Campo Limpo Paulista
Prof. Dr. Urandi Jodo Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para
Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas
Prof? Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande
Prof? Dr? Vanessa Lima Goncalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Dados Internacionais de Catalogagcao na Publicagao (CIP)
(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG)

P964 A producgao do conhecimento nas ciéncias da saude [recurso
eletrénico] / Organizador Benedito Rodrigues da Silva Neto. —
Ponta Grossa (PR): Atena Editora, 2019. — (A Producgéo do
Conhecimento nas Ciéncias da Saude; v. 1)

Formato: PDF

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader.
Modo de acesso: World Wide Web.

Inclui bibliografia

ISBN 978-85-7247-298-2

DOI 10.22533/at.ed.982193004

1. Abordagem interdisciplinar do conhecimento. 2. Saude —
Pesquisa — Brasil. I. Silva Neto, Benedito Rodrigues da. Il. Série.

CDD 610.7

Elaborado por Mauricio Amormino Jinior — CRB6/2422
O conteldo dos artigos e seus dados em sua forma, correcao e confiabilidade sao de
responsabilidade exclusiva dos autores.
2019
Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuidos créditos aos

autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou utiliza-la para fins comerciais.
www.atenaeditora.com.br




APRESENTACAO

Com grande entusiasmo apresentamos o primeiro volume da colec¢ao “A Producgao
do Conhecimento nas Ciéncias da Saude”. Um trabalho relevante e solido na area da
saude composto por atividades de pesquisa desenvolvidas em diversas regides do
Brasil.

Tendo em vista a importancia dos estudos a nivel microbiologico, para o avangco
do conhecimento nas ciéncias da saude, reunimos neste volume informacdes
inéditas apresentadas sob forma de trabalhos cientificos que transitam na interface
da importancia da microbiologia a nivel clinico, patolégico, social, ergonémico e
epidemiolégico.

Com enfoque direcionado as analises, avaliagdes, caracterizacao e determinantes
ambientais, parasitologicos e econdmicos, a obra apresenta dados substanciais de
informacgdes que ampliarédo o conhecimento do leitor e que contribuirdo com a formacgao
e possiveis avanc¢os nos estudos correlacionados as tematicas abordadas.

O interesse cada vez maior em conhecer e investigar no ambiente novos focos
parasitarios tem como base transformacdes provocadas por mudancgas econémicas ou
sociais, urbanizacéo crescente, tratamentos e descartes inadequados de antibioticos,
que propiciam aparecimento de novos focos. Assim, dados obtidos em diferentes
locais sobre diferentes condicbes ambientais ou de desenvolvimento microbiano/
parasitario séo relevantes para atualizagdo do conhecimento sobre mecanismos de
acao do agente patologico assim como diagnéstico e tratamento eficaz.

Uma vez que a interdisciplinaridade tem sido palavra chave nas ciéncias da
saude observaremos aqui um fio condutor entre cada capitulo que ampliard nossos
horizontes e fomentara propostas de novos trabalhos cientificos.

Assim, o contetudo de todos os volumes € significante ndo apenas pela teoria
bem fundamentada aliada a resultados promissores, mas também pela capacidade de
professores, académicos, pesquisadores, cientistas e da Atena Editora em produzir
conhecimento em saude nas condicées ainda inconstantes do contexto brasileiro.
Desejamos que este contexto possa ser transformado a cada dia, e o trabalho aqui
presente pode ser um agente transformador por gerar conhecimento em uma area
fundamental do desenvolvimento como a saude.

Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto
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A Producéo do Conhecimento nas Ciéncias da Saude

RESUMO: Os polihidroxialcanoatos (PHASs)
séo lipidios estocados nas células de alguns
organismos como reserva energética. Sao
bioplasticos termoestaveis e elastbmeros, que
apresentam propriedades fisicas semelhantes
a de plasticos como polietileno e polipropileno.
Este polimero biodegradavel & produzido por
cianobactérias
reduzido de substrato, diminuindo os custos de

fotossintetizantes com uso

producéo. A aplicacdo de PHAs na area médica
ja vem sendo desenvolvida, carecendo ainda de
maiores estudos a fim de aliar a degradacgao do
polimero in vivo, com o tempo de recuperagéao
e a biocompatibilidade. S&o uma atraente
alternativa aos plasticos petroquimicos e
importante foco de pesquisa na busca por
biomateriais sustentaveis. O cultivo se deu em
meio BG-11 e BG-11 modificado, com gradiente
de concentracdo de fosfato. Observou-se
maior producdo e biopolimero na cultura
controle, utilizando BG-11 com 0,04 g/L de
fosfato dipotassico, o que resultou em acumulo
médio de PHA de 30,55 + 2,57 g/L. Dos quatro
tratamentos testados apenas a privacao total
do nutriente resultou em variacdo significativa,
acumulando apenas 8,53 + 0,75 g/L de PHA.
O estresse provocado pela privagao nutricional
pode ter prejudicado o crescimento da
cianobactéria, ndo se mostrando interessante
para a maior producdo de biopolimero. As
condicOes de cultivo seréo otimizadas visando
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maior produtividade e o bioplastico sera posteriormente caracterizado para aplicacéo
como biomaterial.

PALAVRAS-CHAVE: Bioplastico, Biopolimero, Polihidroxialcanoato, Cianobactéria,
Amazobnia

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

11 INTRODUCAO

As cianobactérias sdo um dos organismos mais antigos de nosso planeta
(OLSON, 2006), de grande importancia evolutiva, sendo responsaveis pela oxigenacao
da atmosfera terrestre e desenvolvendo um papel importante no ciclo do carbono
e nitrogénio na terra (KASTING, 2001, KASTING; SIEFERT, 2002). Além disso,
originaram os cloroplastos, que foram transferidos horizontalmente a outras linhagens
(CAVALIER-SMITH, 2002). Fisiologicamente, sdo microrganismos fotossintetizantes e
muitas espécies podem ainda se manter em ambientes sem oxigénio, sendo comum
em varias espécies de bactérias (STAL, 1995). Apresentam alta capacidade adaptativa,
sobrevivendo em ambientes com temperaturas, salinidade, pH e niveis de radiacao
solarextremos (WATERBURY et. al., 1986, STAL, 1995, THAJUDDIN; SUBRAMANIAN,
2005). O metabolismo das cianobactérias se adapta a estas condi¢gbes hostis através
da producédo de uma série de compostos bioativos de potencial biotecnoldgico, e tais
metabdlitos possuem uma gama de aplicagdes em diversos setores.

Na industria farmacéutica temos a potencial aplicacéo das cianotoxinas, ja bem
descritas na literatura com agdo essencialmente toxica em mamiferos (DAWSON,
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1998; CODD et. al., 2005;). Como alternativa sustentavel, pode-se fazer o uso de
metabdlitos de cianobactérias na producédo de biocombustiveis, com grande potencial
na sintese de gas hidrogénio (H,), e na fabricagédo de biodiesel a partir dos lipidios
armazenados em suas células como possiveis substituintes dos combustiveis de
origem fossil (ARYAL et. al., 2012), e na substituicao de materiais derivados de
hidrocarbonetos como os polihidroxialcanoatos (PHA), um bioplastico produzido por
cianobactérias, que tém ainda importante papel na medicina, podendo ser aplicado
no carreamento de farmacos e confecgcéao de proteses biocompativeis ou scaffolds na
engenharia tecidual (DOI, 1990, DOI 1992).

Os polihidroxialcanoatos (PHASs) e polihidroxibutiratos (PHBs) sdo exemplos de
lipidios neutros estocados nas células de cianobactérias e outros organismos como
reserva energética e fonte de carbono. Sao bioplasticos termoestaveis e elastbmeros
que apresentam propriedades fisicas semelhantes aos plasticos de origem fossil como
polietileno e o polipropileno (DOI, 1990). Sao produzidos a partir da fermentagcédo de
acucares, lipidios, alcanos, alcenos e acidos alcandicos e armazenados como reserva
energética destes microrganismos, sendo acumulados em grénulos citoplasmaticos
(REEDY, MOHAN, 2015).

A sintese destes lipidios, especialmente de PHB, o biopolimero mais encontrado
em cianobactérias, ja € bem descrita em arqueias e bactérias como no bacilo de
agua doce, o Cupriavidus metalliduran. Estes granulos sao resultantes do processo
metabdlito ciclico, tendo como precursor a enzima acetil coenzima A. O processo
ocorre em trés reacdes enzimaticas que sao mediadas, respectivamente, pela enzima
3-cetotiolase, que catalisa a condensacéao reversivel de duas moléculas de acetil-CoA,
cujo o intermediario gerado é reduzido por acéo de uma redutase de acetil-CoA ligada
ao NADPH, resultando em D(-)-3- hidroxibutiril-CoA, o qual é entdo, polimerizado
por acdo da PHA polimerase, gerando o biopolimero poli(3-hidroxibutirato) (PHB).
Estas trés enzimas séo codificadas pelos genes phaA, phaB, phaC e phaE, sendo os
dois ultimos envolvidos na codificacdo da PHA sintase, atuando no ultimo passo da
biossintese (HEIN et al., 1998, MATSUSAKI et al., 1998).

Ja sao descritos na literatura copolimeros de PHB contendo cadeias carbdnicas
de 3 a 14 atomos, cuja a producao se da em microrganismos pelo uso de substratos
como alcoois, acgucares e alcanos. Sendo assim, as diferentes estruturas quimicas
conferem aos polimeros propriedades fisicas distintas, que podem ser mais adequadas
a determinadas aplicagdes (DOl 1992). Quanto ao rendimento da producédo destes
biopolimeros por microrganismos, na cianobactéria Synechocystis sp. PCC6803 o
acumulo de lipidios 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).

Alinhagem Tolypothrix sp. CACIAM 22 possui genoma anotado o que permitiu a
busca dos genes relacionados com a biossintese de PHA. Uma analise preliminar de
seu genoma revelou a presenga de um gene de biossintese de PHA em cianobactérias,

o gene phaF.
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A principal caracteristica destes polimeros tdo versateis nas suas composi¢des
quimicas e aplicacdes é a capacidade de serem degradados de forma natural. Sendo
de origem biologica estes plasticos sdo biodegradaveis, sendo digeridos por PHA
depolimerases. A degradacao de biofilmes de PHA a 25°C em solo, lodo ou agua
marinha é de até 7 ym por semana (DOI, 1992), sendo, portanto, uma atraente
alternativa aos plasticos petroquimicos e um importante foco de pesquisa na busca
por materiais termoplasticos sustentaveis.

Além do enfoque sustentavel, outro aspecto importante que justifica a busca
por biopolimeros em cianobactérias e microorganismos € a sua biocompatibilidade
(KAEWBAI-NGAM et al., 2016). Polihidroxialcanoatos ja vém sendo utilizados na
engenharia de materiais, principalmente como scaffolds para regeneracao tecidual,
seja utilizando PHA sozinho ou em blendas com plasticos 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
biopolimeros produzidos por bactérias heterotroficas (CHEN e WU, 2005). O potencial
de producéo de PHA por cianobactérias autotroficas possibilita uma grande vantagem
de uma producao mais barata, ja que estes microrganismos necessitam apenas de
luz e gas carbdnico como fonte de carbono para produzir os biopolimeros (DROGS et
al., 2015, ANSARI e FATMA, 2016). Além disso, a producao de bioplastico pode ser
associado a outras industrias, uma vez que as cianobactérias podem capturar o CO,
emitido pelas usinas e industrias, possibilitando uma producdo com zero emisséo de
carbono (SAYRE, 2010).

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Cultivo

A linhagem Tolypothrix sp. CACIAM 22, pertencente a Colecdo Amazodnica
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 area de
Protecdo Ambiental (APA) da regi&do metropolitana de Belém-PA. O Lago Bolonha
tem capacidade de armazenamento de 2.000.000 m? de agua, sendo utilizado como
reservatorio para abastecimento de agua de consumo para a regidao metropolitana
(SECTAM, 1992).
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Figura 1. Mapa do Parque Estadual do Utinga e localizagcao do ponto de coleta da CACIAM 22
no Lago Bolonha (Fonte: Google Maps, 2018, Adaptado).

A CACIAM 22 foi identificada por analise morfologica e molecular, através de 16S

rRNA, como sendo do género Tolypothrix (Figura 2), uma cianobactéria filamentosa da
ordem Nostocales.

Figura 2. Tolypothrix sp. CACIAM 22 em microscépio 6tico, aumento de 100x e escala de 5 um
(Fonte: Acervo CACIAM, LTB, UFPA).

O cultivo se deu em frascos erlenmeyer de 250 mL, utilizando-se meio de cultivo
liqguido BG-11 (ALLEN, 1968) — com 0,04 g/L de fosfato -, com fotoperiodo de 14/10
horas claro/escuro, a temperatura de 27 °C (ARYAL et al., 2012), em camara de
germinacdo BOD (CT-718, CIENTEC). As condi¢des de cultivo foram modificadas,
utilizando-se um gradiente de concentracdo de fosfato, promovendo-se o estresse
nutricional pela privacdo de fosfato dipotdssio e sua suplementacdo em excesso.
Foram testadas quatro concentracbes 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 padréo, foi
mensurada através da quantificacao de clorofila, extraindo-se a mesma com metanol,
e fazendo-se a leitura em espectrofotdmetro a 665 nm, multiplicando-se o resultado
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pelo coeficiente do metanol, 12,7 (MEEKS & CASTENHOLZ, 1971).

2.3 Extracao de Polihidroxialcanoato

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

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 30°C por 2 horas. Ap6s nova centrifugacao a
5000 RPM por 15 minutos, o concentrado foi dissolvido em 5 mL de cloroférmio (PA) a
60°C utilizando vértex, sendo novamente centrifugado por 10 minutos.

A fase cloroférmica foi transferida para tubos de ensaio de vidro previamente
pesados, lavados com etanol e cloroférmio para remover tracos de plasticos. As
amostras de PHA/Cloroférmio foram mantidas em evaporador com silica overnight
para evaporacao do cloroférmio, restando apenas o PHA, sendo o mesmo pesado em
balanca analitica.

2.4 Quantificacao de Polihidroxialcanoato (PHA)

A producéo de PHA pela CACIAM 22 em diferentes concentragcdes de fosfato, foi
quantificada através em espectrofotdmetro utilizando-se como padrao acido croténico
comercial. Apds a evaporacgao do cloroférmio, o PHA foi convertido a acido croténico
através de reacdo com acido sulfurico (98%), adicionando-se as amostras de PHA
5 mL de acido, mantendo-se os tubos em banho-maria a 100°C para a reacdo. A
amostras em triplicata foram, entdo, lidas em espectrofotometro (Ultraspec 5300 Pro,
Amersham) no comprimento de onda de 235 nm, utilizando-se acido sulfurico como
branco.

A quantidade de acido crotonico foi calculada com base em uma curva padréo
com concentracdes conhecidas de acido crotbnico comercial, tendo-se a quantidade
de PHA em g/L pelo produto da concentracdo de acido crotdnico pelo coeficiente de
extincdo molar do mesmo de valor 1,55 x 10* (SPLECKY & LAW, 1960).

2.5 Analise Estatistica

A producao de biopolimero nas diferentes condicdes de cultivo foi analisada por
ANOVA e Kruskal Wallis, para uma dispersao nédo paramétrica, utilizando o software
GraphPad Prism verséo 6.01, considerando-se significativos resultados para p<0.05.

3 1 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Curva de Crescimento da Tolypothrix sp. CACIAM 22

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

Afase exponencial da cultura ocorreu entre 0 5° e 17° dia de cultivo, havendo uma
gueda na concentracéo de clorofila ao 15° dia. Este declinio e posterior crescimento
podem indicar a adaptacao da cianobactéria ao estimulo nutricional do meio de cultivo
ou ainda a metabdlitos por ela produzidos que podem interferir como por exemplo o
pH do meio (FOGG, 1978, WATERBURY et. al., 1986).

Curva de Crescimento Tolypothrix sp. CACIAM 22
4

L w
1 1

Clorofila (ug/mL)

(=1
1
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Figura 3. Curva de Crescimento da Tolypothrix sp. CACIAM 22, em funcdo da concentragdo de
clorofila, em pug/mL, pelo tempo em dias.

Em comparacédo ao crescimento de outras linhagens do mesmo género, a
Tolypothrix sp. CACIAM 22 apresentou crescimento mais rapido que cepas Tolypothrix
sp. PBGA1 e Tolypothrix sp. PBGA2, cujo trabalho de Thangave e colaboradores
(2018), foi observada uma maior fase de adaptacdo em seus cultivos, levando oitos
dias para atingir a fase log. A adaptacao mais rapida da CACIAM 22 pode ser justificada
pela qualidade do indculo inicial, ja que um indculo retirado de um cultivo em fase log
garante melhor adaptacéo ao meio de cultivo (FOGG, 1978).

As culturas utilizadas neste estudo foram mantidas por dois meses para
posterior extracdo do PHA, uma vez que ha indicios de maior acimulo de lipidios
por cianobactérias na fase estacionaria, além de maior producdo e biomassa para 0s
ensaios (MODIRI et. al., 2015).

3.2 Quantificacao de Polihidroxialcanoato (PHA)

A producdo e acumulacédo de bioplastico nas diferentes concentracbes de
fosfato dipotassico foi medida por espectrofotometria usando o comprimento de onda
referente ao acido croténico ap6s a conversao do PHA extraido neste acido. Através
da regresséo linear da curva padréo de acido crotbnico com oito concentragdes e
R2 de 0,9889, obteve-se a concentracdo de polihidroxialcanoato para o gradiente de
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concentracao de fosfato (Fig. 4).
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Figura 4. Quantificagéo de Biopolimero em quatro diferentes concentra¢des de fosfato
dipotassico, em fungéo da concentracao de polihidroxialcanoato, em g/L.

A maior producéo de PHA foi verificada na condigdo controle, onde foi utilizado
meio de cultivo BG-11 sem alteracbes na concentracao de fosfato dipotassico, com 0,04
g/L do nutriente. Nesta condicéo foram obtidas 30,55 + 2,57 g/L de PHA. O tratamento
com inducéo de fosfato, utilizando seis vezes mais nutriente do que no meio padrao,
resultou numa producéo de 15,75 + 0,58 g/L, e o meio de cultivo com metade da
concentracao de fosfato, ou seja, com 0,02 g/L de fosfato, apresentou quantificacéo de
24,86 + 1,32 g/L. A analise estatistica aplicada, ANOVA univariada, apontou variagao
entre os tratamentos, no entanto a analise ndo paramétrica, Kruskal Wallis, utilizada
por conta do baixo valor de P value retornado pela ANOVA (P <0,0001), apontou
significancia apenas para o tratamento (C) com privacao de fosfato dipotassico. Nesta
condicao com privacao obteve-se concentracao de apenas 8,53 + 0,75 g/L de PHA.

Na melhor condi¢cdo testada, em cultivo com BG-11 padréo, a CACIAM 22
apresentou cerca de 3% de producao de PHA em relagcao a cultura total, o que esta
de acordo com a producao encontrada por Ansari e Fatma (2016) no mesmo género,
com producao de 3,15% de PHB em cultivo de Tolypothrix tenuis em meio BG-11. A
concentragao de bioplastico encontrada no presente trabalho foi maior do que o que
verificado por Bhanti e colaboradores (2012) com produgcédo méaxima de 2,2% de PHB
em Tolypothrix sp. ao 35° dia de cultivo.

O teste com excesso de fosfato visa mimetizar as condi¢des ambientais que
propiciam a floracdo de cianobactérias, ja que o excesso de nutrientes organicos
em ambientes aquaticos, seja por agcao antropogénica ou natural, esta diretamente
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relacionado a este acumulo de biomassa (PAERL e OTTEN, 2013).

No entanto, em condic¢des laboratoriais, o excesso de fésforo, na forma de fosfato
dipotassico parece interferir negativamente no crescimento celular, representado por
uma menor producdo e biomassa. Em trabalho de Feng e colaboradores (2012),
Chlorella zofingiensis, uma microalga eucaribtica, apresentou concentracbes acima
de 0,04 g/L, em meio BG-11 padrao, que resultou em menor biomassa, havendo maior
crescimento em meio com apenas 0,01 g/L de fosfato dipotassico. Aproducéo de lipidios
também foi beneficiada pela privacéo de fosfato em comparagcédo com concentragcdes
superiores a 0,04 g/L deste nutriente no meio.

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

Uma justificativa para a maior producdo de polimero frente a este estresse
nutricional estd no fluxo néao-ciclico de elétrons fotossintéticos, que acumulam
NADPH pela reducdo de NADP que se mantém apesar da queda na producao
e ATP proporcionada pela escassez de fésforo. Este acumulo de NADPH é entéao
utilizado pelo metabolismo da cianobactéria para a producédo de PHB (BOTTOMLEY
e STEWART, 1976). O acumulo de PHB é também explicado pela alta concentragcéao
de NADP E NADPH, uma vez que estes sao inibidores de citrato sintase, interferindo
negativamente no ciclo do acido citrico, levado a um maior acimulo de lipidios pela
célula (KESSLER e WITHOLT, 2001).

Apesar das alteracdes provocadas pelo estresse nutricional tendem a direcionar
0 metabolismo para a producéo de lipidios e de PHA, neste trabalho encontrou-se
a menor quantidade de PHA no meio com 0,0 g/L de fosfato dipotassio dentre as
condicoes testadas. Isto pode se justificar no tempo prolongado de cultivo, uma vez
que o esgotamento dos nutrientes provocados por uma privagao prolongada, pode
interferir com processos bioldgicos importantes como sintese de acido nucléicos e
sintese proteica (ANSARI e FATMA, 2016), prejudicando o crescimento saudavel da
célula, e, como consequéncia, limitando a producao de metabdlitos de interesse.

Outra justificativa esta na privagéo do nutriente potassio, que no tratamento (C)
estava também na concentracéo de 0,0 g/L. Ainda que sais de potassio apresentem
certa toxicidade para cianobactérias, sendo propostos inclusive como solugdo a
floragcbes destas microalgas (PARKER et al.,, 1997), quantidades pequenas de
potassio sdo necessarias ao desenvolvimento celular, sendo interessante, em
trabalhos posteriores, o cultivo com privacao de fésforo, mantendo ainda o potassio e
substituindo-se o fosfato dipotassico (K,HPO,) do meio BG-11 por cloreto de potassio
(KCI) (MONSHUPANEE e INCHAROENSAKDI, 2014).

El
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4|1 CONCLUSOES

A linhagem de cianobactéria amazénica Tolypothrix sp. CACIAM 22 mostrou-
se produtora de polihidroxialcanoatos, sendo um potencial alvo para producéo de
bioplastico. Das condicbes testadas verificou-se maior producao de PHA quando
cultivada em meio BG-11 com 0,04 g/L de fosfato dipotassico, com producéo de 3,05%
de PHA, ou 30,05 g/L do polimero. As modificagbes no cultivo ndo resultaram em
melhorias na producéo do lipidio, sendo necessarios posteriores cultivos e ensaios
para otimizacéo da cultura. O bioplastico extraido sera posteriormente caracterizado e
passara por ensaios de biocompatibilidade para aplicagdo como biomaterial.
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