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RESUMO

Os biopolimeros possuem uma vasta aplicabilidade, além de serem fontes biodegradaveis e apresentarem ciclos
de vida relativamente menores quando comparados com as fontes de energia fosseis. Alguns desses
biopolimeros sdo os polihidroxialcanoatos (PHAs), uma classe de polimeros com a capacidade de formar
membranas plasticas, semelhantes aos plasticos petroquimicos. Varios estudos sugerem que as
microalgas/cianobactérias sdo um tipo de microrganismos fotossintetizantes que podem ser usados para obter
PHAs a um custo mais baixo, porque eles tém requisitos minimos nutricionais para o crescimento e sao
fotoautotroficos por natureza, ou seja, usam luz e CO2 como suas principais fontes de energia, além do mais, as
microalgas possuem potencial para alta produtividade, sdo tolerantes as mudancgas das condi¢cdes ambientais e
podem ser cultivadas em areas que ndo sdo adequadas para a agricultura. Essas membranas plasticas de PHAs
produzidas por esses microrganismos fotossintetizante podem ser a alternativa para constru¢do de uma pelicula
funcional com grandes caracteristicas antimicrobianas, quando incorporadas com 6leos essenciais, as famosas
embalagens ativas, o futuro das indistrias de embalagens. Esse trabalho mostra a produgdo, extracdo, biossintese
e perspectiva de aplicag@o desses biopolimeros nas industrias de embalagens, como peliculas incorporadas com
oleos essenciais.
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Os polimeros possuem uma diversidade de aplicacdes, o que os tornam uma ferramenta

1 INTRODUCAO

necessaria na sociedade. Barateando os custos de producdo, minimizando o consumo de energia e
polui¢ao ambiental, como também reduzindo a geragao de gases prejudiciais ao meio ambiente. Além
de apresentarem uma multiusualidade, com propriedades protetoras e conservantes (elétricas, acusticas
e térmicas) (Jamnongkan et al., 2022; Rosenboom et al., 2022). Segundo Wu et al. (2017), alguns
polimeros possuem a capacidade de formar filmes e peliculas muito finas o que s3o atrativas na
producao e aplicagdo em embalagens de alimentos.

Esses polimeros, denominados polihidroxialcanoatos (PHAS), sdo uma classe de poliésteres que
podem ser produzidos por uma diversidade de microrganismos, inclusive microrganismos
fotossintetizantes (Silva and Houllou, 2022), como fontes alternativas, ecoldgica, importante e
sustentavel de mondmeros para a producdo de bioplasticos (Coppola et al., 2021; Nandal et al., 2022).
A biossintese desses bioplasticos geralmente sdo realizadas sob condi¢des limitantes de nutrientes,
como o nitrogénio, fosforo, enxofre e excesso de carbono. Contudo, 0o mais interessante ¢ que sob
condi¢des aerobicas, diversos microrganismos podem degradar essas peliculas de PHAs e gerar dioxido
de carbono e dgua, enquanto que sob condi¢des anaerdbicas podem gerar metano e dgua (Surendran et
al., 2020).

Na biossintese dos PHAs as principais enzimas envolvidas sdo as PHAs sintase (phaC) e sdo
divididas em classes de genes I, II, I1I e IV. As enzimas da classe Il sdo responsaveis pela sintese de
Mcl-PHA (comprimento de cadeia médio), enquanto o restante (I, III e IV) sintetiza Scl-PHA
(comprimento de cadeia curta) (Jia et al., 2016). O rendimento de PHAs em microrganismos
fotossintetizantes podem variar entre 1,0-70% (p/p) e as principais ferramentas para obtengdo do
polimero atualmente ainda sdo o uso de hipoclorito de s6dio/cloroformio/metanol (Garcia et al., 2021;
Panda et al., 2005; Sharma and Mallick, 2005; Bhati and Mallick, 2015; Ansari and Fatma, 2016). No
entanto, a perspectiva de aplicacdo desses polimeros na formagdo de peliculas de PHA incorporadas
com Oleos essenciais (OE) para formagdo de embalagens ativas (EA) sdo uma grande inovacao na
industria de embalagens (Giaquinto et al., 2017).

A proposta deste trabalho ¢ demonstrar que os microrganismos fotossintetizantes podem ser
uma ferramenta de baixo custo e promissora na produgao de polihidroxialcanoatos, mostrando métodos
de extragdo, biossintese do polimero e perspectivas futuras de aplica¢do desses PHAs na formacao de
peliculas finas incorporadas com 6leos essenciais, as famosas embalagens ativas, o futuro da industria

de embalagens.
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As grandes quantidades de plasticos ndo degradaveis estdo entre os principais problemas

2 POLIHIDROXIALCANOATO (PHA)

globais conhecidos atualmente. Biopolimeros biodegradaveis produzidos por microrganismos sao
substitutos potenciais para os plasticos de origem petroquimica (Amadu et al.,, 2021). Os
polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo uma classe de ésteres naturais secretados por microrganismos como
granulos intracelulares sob condi¢des limitantes de nitrogénio, juntamente com excesso de fonte de
carbono. Esta classe de ésteres naturais apresenta alta variabilidade por abranger mais de 150 tipos de
mondmeros e pesar até¢ 100.000 Da (Dalton). O polimero permanece amorfo dentro das células devido
a sua estabilidade contribuida pelos fosfolipidios enquanto se apresenta cristalino apos a extragdo. Sua
composicao foi enunciada por Lemoigne em 1925, embora Beijerinck tenha relatado sua ocorréncia
em 1888 (De Koning, 1993; Pal et al., 1999).

A estrutura bésica dos PHAs contém unidades repetidas de poliésteres alifaticos (Figura 1)
variando de 600 a 35.000 (Albuquerque e Malafaia, 2018). PHA com n=1 representa uma classe de
poli(3-hidroxialconatos) enquanto n=2 representa poli(4-hidroxialconatos). O tipo de derivado ligado
a cadeia lateral (R) da unidade determina a funcionalidade do mondmero. Dependendo do nimero de
atomos de carbono em uma unidade monomeérica da cadeia, os PHAs sdo classificados em trés tipos:
monodmeros de cadeia curta (3 a 5 &tomos de carbono), mondmeros de cadeia média (6 a 15 atomos de
carbono) ¢ mondmeros de cadeia longa (mais de 15). O tipo de PHA produzido depende das vias
bioquimicas inerentemente (ou geneticamente modificadas) presentes nos microrganismos

(Arumugam, 2020).

Figura 1 - Unidades repetidas do monomero de Polihidroxialcanoatos.
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Fonte: Reproduzido de Koller et al., 2017.

2.1 MICRORGANISMOS FOTOSSINTETIZANTES PRODUTORES DE PHA

Diversos microrganismos fotossintetizantes sdo produtores de PHAs, no entanto, diversas
técnicas de modelagem no meio de cultivo sdo aplicadas para o acaimulo desse biopolimero no interior
das células, dentre os quais podemos destacar a reducdo dos niveis de nitrogénio, fosforo, ferro e o
aumento da demanda de fonte de carbono. Costa et al. (2018A) avaliando a producao de PHA a partir
a microalga Chlorella minutissima € as cianobactérias Synechococcus subsalsus e Spirulina sp. LEB-
18, em meios padrdes utilizando apenas sais e com 70% de limitacdo da fonte inorganica de nitrogénio

(NANO3), verificou que C. minutissima nao apresentou produ¢do do biopolimero, no entanto, as
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cianobactérias conseguiram produzir o PHA, e com maior intensidade quando a fonte de nitrogénio era
limitada. Os resultados mostram que a redugdo de nitrogénio ocasiona mudancas notdveis na
composi¢ao bioquimica das células, degradando proteinas e pigmentos fotossintéticos, mas pode
favorecer o acumulo de outras biomoléculas como lipidios e polihidroxialcanoatos. Costa et al.
(2018B) também verificou que a cianobactéria Spirulina sp. LEB-18 em cultivo aberto do tipo raceway
utilizando o meio Zarrouk também foi capaz de produzir PHA. Ja4 Roja et al. (2019) também
conseguiram produzir PHA em quatro diferentes microrganismos fotossintetizantes: (i) Chlorella sp.,
(11) Oscillatoria salina, (ii1) Leptolyngbya valderiana e (iv) Synechococcus elongatus. Garcia et al.
(2021) avaliou a producdo de PHA da microalga Scenedesmus sp. sob condicdes de deficiéncia de
nutrientes. Dezesseis tipos diferentes de meios de cultura modificados foram preparados variando as
concentragdes de nitrogénio, fosforo, ferro, salinidade e fonte de carbono adicionada (glicose). Todos
os meios produziram o biopolimero, com destaque para o meio de cultura composto por: glicose (1 g
L1, nitrogénio (17,6 mM), fésforo (0 mM), ferro (0,021 mM) e salinidade (0,5 g L!"). A tabela 1 mostra
a producao de PHA a partir de diversos microrganismos fotossintetizantes. Mourao et al. (2020)
também verificaram a produ¢dao de PHA a partir da microalga Stigeoclonium sp. B23 em meio BG-11
suplementado com acetato de sodio e bicarbonato de sédio como fonte e carbono, ou com deficiéncia
de carbono/nitrogénio. Silva e Houllou (2022) também conseguiram obter a producdo de PHA
utilizando as microalgas Chlorella vulgaris e Tetradesmus obliquus utilizando meio Bold’s Basal

suplementado com residuo agroindustrial milhocina.
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Tabela 1 - Rendimento de PHA em diferentes tipos de algas
Alga Rendimento (%) Referéncias
Anabaena sp. 2,3% Lama et al., (1996)
Arthrospira subsalsa 14,7% Shrivastav et al., (2010)
Aulosira fertilissima 10% Samantaray and Mallick (2012)
Botryococcus braunii 16,4% Kavitha et al. (2016)
Calothrix scytonemicola TISTR 25,2% Kaewbai-ngam et al., (2016)
8095
Calothrix sp. 6,4% Bhati et al., (2010)
Microalgae consortium 31% Rahman et al. (2015)
Nostoc muscorum 8,7 - 69% (Panda et al., 2005; Sharma and
Mallick, 2005; Bhati and
Mallick, 2015; Ansari and
Fatma, 2016)
Oscillatoria jasorvensis TISTR 15,7% Kaewbai-ngam et al., (2016)
8980
Phaeodactylum tricornutum 10,06% Hempel et al. (2011)
Phormidium sp. TISTR 8462 14,8% Kaewbai-ngam et al., (2016)
Scenedesmus sp. 0,831 —29,92% Garcia et al. (2021)
Scytonema sp. 7,4% Bhati et al., (2010)
Spirulina sp. LEB-18 12 -30,7% (Costa et al., 2018A; Coelho et
al., 2015)
Synechococcus elongates 7,02 - 17,15% Mendhulkar and Shetye (2017)
Synechococcus MA19 55% Nishioka et al., (2001)
Synechococcus subsalsus 16% Costa et al. (2018C)
Synechocystis PCC6803 4,1 -26% (Khetkorn et al., 2016; Panda and
Mallick, 2007; Wu et al., 2001)
Synechocystis salina 5,5 —6,6% Kovalcik et al. (2017)
Chlorella sorokiniana 29,5% Kumari et al. (2022)
SVMIICT8

Fonte: Autor.
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3 METODOS PARA EXTRACAO DE POLIHIDROXIALCANOATOS A PARTIR DE
MICRORGANISMOS FOTOSSINTETIZANTES

Diversos métodos de extragdo sdo aplicados para obtencdo dos polimeros de PHA. Costa et al.
(2018) obtém o biopolimero a partir de uma extracdo utilizando hipoclorito de so6dio a uma
concentracdo final de 4%, a amostra ¢ entdo incubada a 45 °C durante 20 minutos, seguido de
centrifugacdo, extragdo do polimero utilizando cloroférmio e seguido por precipitagio com metanol.
Ja Roja et al. (2019) utiliza 0 mesmo método de extracdo citado anteriormente para extragdo do
polimero a partir de quatro espécies de algas, modificando apenas o tempo de extracao (30 minutos).
Por sua vez, Silva e Houllou (2022) obtiveram dois extratos a partir de duas microalgas utilizando uma
extracdo simultdnea com hipoclorito 4% + cloroférmio, seguido por centrifugacdo, coleta da fase
organica, evaporacao ¢ desengorduramento com hexano. Nos estudos de Garcia et al. (2021) foi
realizado primeiramente uma lavagem da biomassa seca, com agua destilada e etanol, em seguida o
pellet centrifugado € subjugado a extragdo polimérica com cloroférmio, e a solucdo € passada em filtro
de fibra de vidro (0,45um) e o cloroférmio € entdo evaporado em rotoevaporador, obtendo ao final o
polimero. Kovalcik et al. (2017) obtiveram o biopolimero a partir da cianobactéria Synechocystis salina

primeiramente utilizando um banho ultrassonico da biomassa em etanol e acetona, para extracdo dos
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pigmentos. Em seguida, o PHA foi recuperado por extracao Soxhlet utilizando cloroférmio quente, e
posteriormente precipitado com etanol gelado. Por fim, Morais et al. (2015B) avaliaram trés métodos
de extracdo: i) hipoclorito de sdédio 4%; ii) triclorometano e precipitagdo com metanol; iii)
triclorometano com pré-tratamento com hipoclorito 4%. Em geral, as extragdes de
polihidroxialcanoatos a partir de microrganismos fotossintetizantes sao realizadas com hipoclorito de

sodio, cloroférmio e precipitacdo com metanol.

3.1 BIOSSINTESE DE POLIHIDROXIALCANOATOS

Os microrganismos fotossintetizantes sao organismos fotoautotroficos produtores de biomassa
primaria. Esses microrganimos apresentam a capacidade de utilizar nutrientes inorganicos minimos
(CO») e prontamente disponiveis, assim como luz solar e agua, demonstrando uma alta eficiéncia
fotossintética, o que lhe conferem o titulo de "fabrica microbiana", podendo gerar diversos produtos
de interesse industrial (Rahman et al., 2013, 2014; Singh e Mallick, 2017), como por exemplo, o PHA.
Diversos estudos sugerem que os microrganismos fotossintetizantes produzem varios materiais basicos
que podem gerar biofilmes plasticos. O poli-3-hidroxibutirato (PHB) ¢ um tipo de PHA que pode ser
amplamente produzido por microalgas e cianobactérias, possuem uma ampla aplica¢do e pode ser uma
alternativa sustentavel para industria plastica, por se tratar de um polimero bioderivado e biodegradéavel
(Costa et al., 2019; Mendhulkar and Shetye 2017; Abdo and Ali 2019).

Sob condi¢des autotroficas, as cianobactérias fixam a fonte de carbono no ciclo Calvin-Benson-
Bassham (CBB) através da ribulose-1, 5-bifosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO). RuBisCO ¢
responsavel pela assimilacdo da maior parte do carbono disponivel na Terra, devido a sua alta eficiéncia
na captura de CO». Transportadores inorganicos de carbono (Ci) presentes na parede celular de
microrganismos fotossintéticos transportam CO» atmosférico e ajudam a manter a concentragao local
de carbono para RuBisCO. A saida do ciclo de Calvin, gliceraldeido-3-fosfato apds sua conversdao em
3-fosfoglicerato (PGA), pode entdo entrar em qualquer uma das trés vias para o metabolismo do agucar,
ou seja, via Entner-Doudoroft (ED), glicolise, via pentose fosfato e ser finalmente convertido em acetil-

CoA para ser usado na via sintética do PHA (Singh e Mallick, 2017; Figura 2).
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Figura 2 - Conversao de PHA a partir do acimulo de carbono e fixagdo de CO; em cianobactérias
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Fonte: adaptado de Afreen et al. 2021.

4 OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais (OEs) consistem em metabdlitos secundarios que podem proteger plantas
contra ameagas ambientais, microrganismos patogénicos, entre outros, sendo misturas de fendis,
monoterpenos, sesquiterpenos e outros compostos de plantas aromaticas (Ballester-Costa et al., 2017;
Sangha et al., 2017). Quanto ao aspecto fisico, OEs sdo liquidos oleosos aromaticos derivados de
plantas, podendo ser extraidos de diferentes matrizes como folhas, botdes, flores, sementes, cascas,
raizes, galhos, madeira e frutas (Ghabraie et al., 2016; Lee et al., 2018). Eles tém sido tradicionalmente
usados na terapéutica natural, preservacdo de alimentos, como medicamentos complementares em
diversos tratamentos e como aromatizantes culinarios, dado suas caracteristicas organolépticas com
grande aceitabilidade entre os consumidores (Ballester-Costa et al., 2017; Fratianni et al., 2010).
Atualmente, aproximadamente 3.000 OEs sdo conhecidos e alguns deles sdo comercialmente
importantes, sendo empregados na industria da agropecuaria, cosmética — em especial a perfumaria -,
quimica, farmacéutica e alimenticia devido ao seu potencial bioativo, destacando-se seu potencial
antimicrobiano frente a diversas cepas bacterianas e fungicas (Cutillas et al., 2018; Ghabraie et al.,
2016; Lagha et al., 2019).

Estes compostos sdo geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) (Ballester-Costa et al.,
2016), e alguns sdo aprovados pela Food & Drug Administration (FDA) para serem usados como
aditivos alimentares, tais como erva-cidreira, OEs de manjericdo, coentro, cravo, tomilho e baunilha
(FDA | U.S. Food & Drug Administragdo). Portanto, eles estdo ganhando interesse pelo seu potencial

como conservantes naturais (Ballester-Costa et al., 2016), enquanto seu potencial como agentes
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antimicrobianos e antioxidantes fornecem a base para muitas aplicacdes na preservagao de alimentos

processados e crus (Ballester-Costa et al., 2013).

4.1 APLICACAO DE EMBALAGENS ATIVAS INCORPORADAS COM OLEOS ESSENCIAIS

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdao fontes atrativas para a industria de polimeros devido as
suas grandes propriedades como sua alta biodegradabilidade e versatilidade de processamento, € o seu
potencial para substituicao dos plésticos petroquimicos (Bugnicourt et al., 2014). O uso de embalagens
nas industrias de processamento de alimento € essencial para manter a qualidade dos alimentos e vem
sendo cada vez mais melhorada atualmente. Alternativas para aplicagdo de embalagens de PHA
incorporadas com 6leos essenciais (OE), as chamadas embalagens ativas (EA), sdo as mais recentes
inovagdes biotecnologicas, ¢ essas embalagens com caracteristicas antimicrobianas conferem grande
aplicagdo tecnologica, além de melhorar as caracteristicas mecanicas das matrizes poliméricas (Wani
et al., 2014; Muppalla et al., 2014; Giaquinto et al., 2017).

Nos estudos de Basnett et al. (2020) foi produzido um msc-PHA a partir da bactéria
Pseudomonas mendocina usando um substrato de carbono barato, o melago de cana-de-agucar.
Andlises de caracterizacdo confirmaram ser um copolimero denominado P(3HO-co-3HD), que foi
incorporado com o6leo essencial de limao (LEO) e avaliado a sua capacidade de a¢do antimicrobiana.
As propriedades antimicrobianas do filme fabricado e incorporado com LEO frente a Staphylococcus
aureus ¢ Escherichia coli apresentou uma alta atividade para bactérias gram-positivas. Estudos de
estocagem também demonstraram que apds um ano os filmes apresentaram uma redugio no contetido
do LEO, no entanto, ainda apresentavam atividade frente a S. aureus. Essas embalagens denominadas
garantem a qualidade, higiene, seguran¢a e aumentam o tempo de vida de prateleira dos alimentos,
protegendo os alimentos de fatores ambientais internos e externos (Gouvéa et al., 2015, Wrona et al.,
2015). Os principais componentes presentes nos OEs e que promovem essas propriedades
antimicrobianas as matrizes poliméricas sdo os aldeidos, fendis e terpenodides oxigenados. Além do
mais, a hidrofobicidade dos OEs permite que os lipidios encontrados na membrana das células
bacterianas interajam entre si tornando a parede celular microbiana menos estavel e permedvel,
permitindo a saida de componentes celulares e ions, o que pode ocasionar a morte celular (Ju et al.,
2017; Khaneghah et al., 2018).

Nas andlises de Silva e colaboradores (2020) novos filmes antimicrobianos de
polihidroxibutirato (PHB) aditivados com polietilenoglicol (PEG) e 6leo essencial de cravo (CEO),
com atividade antimicrobiana frente a trés bactérias (E. coli, E. aerogenes e S. aureus) foram avaliados.
O principal componente encontrado no CEO foi o eugenol (72,96%), uma molécula fenolica
encontrada em diversas plantas aromaticas. A adi¢cao do OE proporcionou uma maior flexibilidade e

diminui¢do das interagdes intermoleculares entre as estruturas da matriz polimérica, obtendo filmes
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menos cristalinos e consequentemente mais elasticos. A influéncia do 6leo essencial de laranja (OEO)
em blendas de PHB/PEG aditivados também foi avaliada frente as bactérias S. aureus e E. coli,
mostrando que o principal componente do OE (d-limoneno) torna os filmes mais resistente e flexivel
mecanicamente ¢ também possui atividade antimicrobiana (Alves et al., 2021).

Por sua vez, Giaquinto et al. (2017) também avaliou a atividade antimicrobiana de filmes de
PHB, no entanto, incorporados com 6leo essencial de canola (CAOE). As analises mecanicas também
mostraram que os filmes contendo CAOE apresentaram maior flexibilidade, e as analises térmicas
mostraram que a adi¢ao do 6leo também altera as propriedades térmicas do PHB, como as temperaturas
de fusao e cristalizagao, cristalinidade relativa e maximo taxa de cristalizacdo. De acordo com Basnett
et al. (2020) a viabilidade dos OEs conferirem atividade antimicrobiana aos filmes de PHA podem
fazer com que haja uma ampliacdo da aplicagdo desses biofilmes em diversos setores industriais,
inclusive em materiais implantaveis, permitindo que esses materiais antimicrobianos possam ser

empregados na regeneracao de tecidos moles (pele).

5 CONCLUSAO

Este trabalho demonstra que os microrganismos fotossintetizantes podem ser uma alternativa
viavel e de baixo custo para produ¢do de biopolimeros (PHAs) com grande aplicag¢do industrial, com
produgdo semelhante as encontradas na literatura por bactérias, com vias biosintética ainda a serem
melhores estudas e elucidadas, e com grande perspectiva de aplicacao desses biopolimeros na formacao
de peliculas finas incorporadas a oOleos essenciais, as embalagens ativas, com caracteristicas

antimicrobianas e grande aplicabilidade na industria de embalagens.
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