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Bactérias anaerdbias t€m sido alvo de interesse para uso em processos industriais nos ultimos
anos, pela grande variedade em termos de insumos produzidos por fermentacdo, incluindo
moléculas de grande interesse industrial, e também em relagcdo aos substratos consumidos,
que possibilitam o uso de matérias-primas de baixo custo. Entretanto, ainda ha problemas
inerentes ao processo fermentativo e a maior parte dos estudos ¢ feita com base em espécies ja
conhecidas. Nesse contexto, buscando o aproveitamento da grande biodiversidade dos solos
brasileiros, em estudo anterior, bactérias anaerdbias foram isoladas de solos de manguezal da
Restinga da Marambaia. Foram obtidos 8 isolados sob condi¢des mesofilicas, caracterizados
pelo método da coloragdo de Gram e pelo comportamento em alguns testes bioquimicos. A
capacidade fermentativa foi avaliada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O
objetivo do presente estudo ¢ elucidar algumas questdes previamente estabelecidas sobre o
comportamento de tais isolados, como o pertencimento das espécies ao género Clostridium, a
capacidade de produgdo de solventes e a possibilidade de serem acetogénicas. Para isso, todos
os isolados foram colocados em meio contendo ferro e levados para identificagdo preliminar
por espectroscopia de massas. Mais especificamente, dois isolados, cujo potencial
fermentativo havia se destacado no trabalho anterior, foram escolhidos para estudos cinéticos.
Foram realizadas fermentacdes por 48 horas em diferentes meios, com amostragens
periodicas para verificar o perfil de crescimento e o perfil dos produtos obtidos, também
caracterizados por HPLC. A identificacdo preliminar, bem como a avaliacdo de estudos da
literatura permitiram identificar um dos produtos obtidos pelo isolado 7, que anteriormente
ndo havia sido identificado, como acido propidnico. Assim, o acido propidnico tornou-se o
produto de interesse deste trabalho. O isolado 7 mostrou alta produ¢@o de acido propidnico. A

maior concentragdo de acido propionico foi obtida no meio proposto por Yadav et al. (2014) e
vii



que havia sido avaliado no estudo anterior — 17,87 g.L"'. Na co-fermentagdo glicerol/glicose a
concentragdo de acido propidnico foi de 17,02 g.L'. A alta producio de 4cido propidnico, em
especial para meios utilizando-se glicerol como fonte de carbono, torna esse isolado bastante

promissor para estudos posteriores.
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Anaerobic bacteria have been target of interest in the recent years for use in industrial
processes. The increasing interest is due to their versatility, either in terms of products
obtained, which include building-block molecules, or in terms of substrate consumption,
allowing the use of low-cost raw materials. However, some issues related to the fermentative
process still need to be solved and most studies are based in the use of known species. In this
context, aligned with the idea of taking advantage from biodiversity of Brazilian soils, in
previous studies, anaerobic bacteria were isolated from sediments of Restinga da Marambaia
mangrove. Eight isolates were obtained under mesophilic conditions, and they were
characterized by microscopy through Gram method and by standard biochemical tests.
Fermentative capacity was evaluated through High Performance Liquid Chromatography,
verifying and quantifying the products obtained after 48 hours of fermentation in shaker. The
aim of the present study is to deepen and elucidate some aspects about the behavior of such
isolates, such as whether the species belong to Clostridium genera, their capacity of producing
solvents and the possibility that they are acetogenic. All the isolated were taken to a
preliminary identification by mass spectroscopy, and also had their fermentative potential
evaluated in medium containing iron. More specifically, two isolates, which have
demonstrated the most interesting behavior in the previous study, were submitted to new
experiments. Fermentations were conducted in five different medium, with periodic sampling
to verify the growth and products profile. The products were once more analysed by HPLC.
The preliminary identification as well as analysis of previous studies reported in the literature
allowed to identify one of the products produced by Isolate 7, which had not been identified
previously, as propionic acid. Results of fermentation from this isolate have shown high
production of propionic acid. The major propionic acid concentration was obtained in the
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medium proposed by Yadav et al. (2014) and which had been evaluated in the previous studies.
In the co-fermentation glycerol/glicose, the concentration of propionic acid was 17,02 g.L"'. The
high concentrations of propionic acid, especially in media containing of glycerol as a carbon

source, suggest that this isolate is promisor to the propionic acid production.



SUMARIO

L INTRODUGAO ..ot se s s 1
I1. REVISAO BIBLIOGRAFICA ......covtvimmiiriineiiniieeesesisesssssesses st 3
IL.T IMANGUEZAITS .. ..eevtteiteeieeniee ettt et stt ettt sbe e et e e bt e sbte st ebeesbeesaseeabeenbaesabesabeebeenuaenas 3
IL1.1 Definiga0 € CaraCteriStICAS. ....cccviriiurieeirireerieeeiteeeteeeetteeeetteeereeeetreeereeeeareeeeaseeeaveeeseas 3
I1.1.2 Importancia ecoldgica e econdmica dos MANGUEZAIS........c..eeveerreerreerereesreenreennennenns 5
I1.1.3 Restinga da Marambaia.............ccveeiieiierieniieiieieesee e ereesieesaeeveeseessseesseeseesnneens 6
I1.2 MICRO-ORGANISMOS PROCARIOTOS (KIM E GADD, 2008) .......coovevieeiieerieeeriieeiieenieens 7
I1.2.1 Estrutura celular de proCariotS.........cccuueercreeerieesrieereeeireesreeeereesreeesreeeeseessseeesens 8
I1.2.2 FOrmacgao de €NdOSPOTOS ......ccccviieriiieiiieeeireeereeeireesereeessreeeereesseeessraessssessssseesssesenens 8
I1.2.3 TOLErANCIA Q0 O.reeceriieiiieeiiieecieeeireeereeeereeetreesreeeeaeeetbeesaraeessseesssaesssseeessseessseenssees 9
I1.3 FERMENTACAO OU RESPIRACAO ANAEROBIA ......ccoeiiiiiiiiiiiieeieeeeeeiiiiieeeeeeesessssssnnseeseesssens 10
I1.4 ACIDOS ORGANICOS.........ooeoeeeeeeeioseeeeeeeees e es e s s s seeeaee s sesneeneneaas 13
I1.4.1 ACIAO PIOPIONICO ... s s ese e 13
I1.4.1.1 O mercado do 4cido propidnico e seus derivados..........ccceevereererienerienennenn. 13
I1.4.1.2 A fermentagao PrOPIOIICA......c.eervierieeiieiiertieeieeteeseeeseeeeseeseesseessseeseenseenseennns 15
11.4.1.2.1 Produc¢do de propionato pela via succinato-propionato.............cceeeveerreevennne. 16
11.4.1.2.2 Fermentag@o a partir de glicerol como fonte de carbono.............cccceevereeneene. 17
I1.4.1.2.3 Desafios da fermentagao propioniCa.........cccceveeeeuveerreeeriveesireeesreessreesneessenens 20
T1.4.2 ACIAO TAHEO .vvvoveveeenieriie ittt 21
I1.4.2.1 Mercado do acido latico e produgdo em escala industrial ...........c.ccccveeeveenenn. 21
I1.4.2.2 Fermentagao 1AtICA .......cccueeiiieiieec et et 21
11.4.2.2.1 Fermentacao hOMOIAtICA ..........coovveiiiieieiee e 22
11.4.2.2.2 Fermentacao heterolatiCa ............cveevviieiuiieiiiieeeiieeeiee ettt e 22
11.4.3 Acido acético — fermentagao ACETOZENICA .............ov.vvveverereereeeeereseeeesereereseseeennns 22
I1.5 PRODUCAOQ DE SOLVENTES. ....ccuuttutttteuteuueeeeeersessessssessssssmsemsessneesssesssnsnsssssssssssnsnssssssnssssnnns 25
I1.5.1 O mercado do n-butanol e produgdo industrial .............cceeeveeeviieviierieniieriereeeeeeene. 26
I1.5.2 Fermentagao ABE ........ooo i ettt e e e 27
11.5.2.1 Pontos de regulacdo da fermentagdo ABE..........cccooovivciiiiiiniicieceeee e, 31

I1.6 OUTRAS FERMENTACOES ANAEROBIAS IMPORTANTES ....uvvvvviiieeeiiiiirreeeeeeeeeeeennnrnreeeeeseeens 33
I1.6.1 Produgao de etanol (KIM € GADD, 2008) ........ccceerereeiirieerireerieeerireeereeesreeseneenes 33
I1.6.2 Fermentagdo de aminoacidos (KIM € GADD, 2008) .........cccccevvieeviieevrieeireeereeenns 33
I1.7 IMPORTANCIA DO ISOLAMENTO DE NOVOS MICRO-ORGANISMOS .....c.oeeuvevenerenrenirerenneenne 34
I MATERIAIS E METODOS.......ooouiimreimeiieeseessseessesessssssssssses st ssssessssssssssssssssesees 35
II1.1 ESPECIES OU LINHAGENS AVALIADAS ......ecuttitteitinteeitenteeitenieeitestesisesseestestesssenaesssensesseenee 35
TI1.2 EQUIPAMENTOS ...cevvvtiveeeeteeeeeeeeeeseeeeessessessssssssssessssessssssssssssssnesssssnssssnssssnssssssnssssssssnsnnnnnns 36
II1.3 ESTERILIZACAO E MANOBRAS ASSEPTICAS ....vvvvtteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeseeeesesianseeeesssens 37
I11.4 METODOS ANALITICOS .....ooutiuiiiiriiniintintentenieniestestestestensese ettt ettt eie st st st eneeneeees 37
Quantificacdo do crescimento CEIUIATr.........c.eeiiiiiiiiiieiiii e 37
Leituras de pH € abSOTDANCIA.........ccociiiiciiiiiieeiec e ae e e saeae e 39
Determinacdo dos produtos obtidos apos a fermentacao.........cccveevvveerveeeriveenireeerreesneeenes 39
II1.5 EXPERIMENTOS PREVIOS (BISCAINHO, 2016) ....ovioiiiiiiiiieciieeciee ettt 40
II1.5.1 SeleCAo € 1SOIAMENLO .......cccuvieeeeteie e et eete e eee e ee et e et e e ee e e e eeereeeeeeareeaeens 40
II1.5.2 Propagacao dos iSOladOs .......c.eecueeruieriieiiieiieeieeie ettt ettt ee e nees 41
IT1.5.3 TeStes DIOQUIMNICOS ...eeevieiieeiieeieetienreesieeieeseeeteeteessaeeseeseesseesnseenseesssesnseeseensnes 41
Teste da enzima CAtAlASE........c.uieiiiieiiiiieiiie ettt ettt etee e taeeearea s 42
Teste da hidrolise da gelating ..........cccccveecvieriieriieiice e e 42
Teste Sulfeto-Indol-Motilidade (SIM MOIIILY) .....ccvevveeiieriierieeiieieereeee e 43



Teste Triplo-Agucar-Ferro (Triple-Sugar Iron -TSD).......ccceveiiieiiiiiiiiieceeeecee 44

Teste da @NZIMA UTCASE .......eeuveviriieieetieieeitert ettt ettt sieeste st et st ebeseeenbeeneenseeaeenee 45
Teste de 1edUCA0 de NITTALO .......eeveiieiieceieee ettt ettt et eere e eeare e eeaeeeeane s 46
TIL.5.4 FErmMENtAGAO ......uvveeieeeiiiee ettt e eette e eeett e e ettt e e e etaeeeeettaeeeesatraeeesareeeeeentaeeeensneeeeanes 47
[I1.6 EXPERIMENTOS CONDUZIDOS NO PRESENTE TRABALHO .......coeiuieiiennieeieeieesieeeeeieeees 48
II1.6.1 Identificagao preliminar dos 1S01adOS .........cccvveriieiciiiiciie e e 48
II1.6.2 Obtenca0 dO INOCUIO ......coeuiiiieeieee et e e e et e et e e eeaaeeeeenes 49
II1.6.3 Avaliacdo do potencial fermentativo dos isolados 1, 2, 3,4, 5, 6 € 8 em meios
CONLENAO TRITO ..viiuviiiiiiii ittt ettt e et e et e e e tb e e s baeesebeeebaeessbesertbeeearaeesssesasses 50
II1.6.4 Experimentos com 08 iSOIAA0 7 ....c.eevviriiieriieiieieeiieeie ettt 52
I11.6.4.1 Identificagdo do composto desconhecido detectado no cromatograma............... 52
I11.6.4.2 Levantamento de perfis cinéticos em diferentes meios de fermentagao .......... 52
I11.6.4.3 Meios especificos para a produgdo de acido propionico..........ccceevvevvvereveennenne. 53
II1.7 ESTUDOS ANTERIORES ........cuuvuuuturrrurereereessesssensssnnsesnnsssnnsnnssnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 53
II1.7.1 Resultados da microscopia por Coloracao de Gram...........ccceevveeeriveerereeerreesneennns 54
II1.7.2 TeStes DIOQUIMICOS ..ecuvvieeiiiererieeiiieeieeesreeesereeesteeesereeessseessseessseeassesasssessseesssseenns 55
TI1.7.3 FerMENTAGAO ...cceeeeeiiiiieieeee e e ettt e e e ettt e e e e e e ettt e e e e e e e eeeansbbeeeeaaeeeeeennsrseenens 55
II1.7.4 ConcluSOEs € NIPOLESES ......veeveereieeiiieiieeiie et ettt ee st te ettt et e s e e te e e e s aeeaeeseenneas 58
IV. RESULTADOS E DISCUSSAQ ....ovuuiiiriiriieiseeieiieieeieesssiessse st 59
IV.1 IDENTIFICACAO PRELIMINAR ......cuuvuuuuuuueerrieneeuneesseesnsssssssssssssessssssssssnsssnsssssssnsnsssnsssssnsnnns 59
IV.2 AVALIACAO DO POTENCIAL FERMENTATIVO DOS ISOLADOS 1, 2, 3,4, 5, 6 E 8 EM MEIO
CONTENDO FERRO ...ttt ittt ettt sttt et ettt e sae et easesae e sa e 60
IV.2.1 Avaliacao do potencial fermentativo dos isolados 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 8 em meio
CONEENAO TEITO ...ttt ettt sttt sb e et e bt st ettt e nbeeneenseeneenee 61
IV.2.1.1 Crescimento celular € PH ........ccceovviiiiiiiiiiece et 61
IV.2.1.2 Concentragdes de ProdULOS. ........cccveeerreierieeeiieeerieerreeeireesreeeereeeeneesneeesenens 63
IV.2.1.3 Fatores de rendimento ...........ccceeivuiieiiiieeiiie e eciee et e e e sreeevre e evaeesveeeeneas 66
IV.2.1.4 Produtividade VOIUMELIICA ........eeevuvieiiiieciiie ettt e 69
IV.2.2 Avaliacdo dos perfis cinéticos utilizando 0 isolado 1..........ccccoceriieiiinieeiieees. 70
IV.2.2.1 Meio Yadav et al. (2014)....cceoiriiiiiiiiiceeeeeeeet et 70
1V.2.2.2 Meio modificado com ferro (meio Yadav et al. (2014) com adigdo de ferro) .72
IV.2.2.3 MEIO TYA oottt sttt sttt 73
1V.2.2.4 Comparagao entre 0S treS MEIOS .......ccveerreeruerreereerrerreereesseessresseesseesssessseenns 74
IV.2.2.4.1 Crescimento MIiCTODIAN0. ........evutevirtieieriieienteeie sttt st saeene 74
1V.2.2.4.2 Consumo de SUDSIIATO ......cceevreeirieciieriieiie ettt et ere b v v 77
1V.2.2.4.3 Concentragdo de Produtos .........cceeevievveereenieerieneeseeeereeveesreeseneeseesseessneeens 78
IV.2.3 CONCIUSOES PATCIALS ...eeveeeeieiieiieeiieeiiesiieeete et et esttesee e st e s seeseeeseeseeenseeseenneesneas 79
1V.3 AVALIACAO DO POTENCIAL FERMENTATIVO DO ISOLADO 7 ...vvvveeeeeeneineneeneeeeeenennnnnnns 81
IV.3.1 Meio Yadav €t al. (2014) ....oooiiiiiieeeeeeee ettt ettt et eetv e s e 81
IV.3.2 Meio modificado com ferro (meio Yadav et al. (2014) com adicao de ferro)........ 86
TV.3.3 MEIO TY Aottt ettt sttt sae b e b e e saesteessesbeensenseensenns 87
IV.3.4 Comparacao entre 0S trES MEIOS .....eeevvrerveerieerrienierieeteeseesreeseesseesseessessseesseesseens 88
IV.3.5 CONCIUSOES PATCIALS ...eevveeerieeiieiieeireereesiieeeeeeseesseesseessseesseesseesssesseessessssessseessessses 94
IV.3.6 Avaliacdo da influéncia do substrato na producdo de acido propiénico ................ 94
IV.3.6.1 Glicose como fonte de carbono.........cccveeeeiiieviieiciiicecceece e 95
IV.3.6.2 Glicerol como fonte de carbono ..........c.ceecveeeviieiciiieniieeiee e 96
IV.3.6.3 Co-fermentagao de glicose € GliCerol .........covvviviviiiniiiiiriieciiece e 96
IV.3.6.4 Comparacao ENtre 0S MEIOS. .....c.eerrueerurereeereierereeressiesseeaeeeseesseesseeeseenseenseennes 98
IV.3.6.5 CONCIUSOES PATCIAILS ....eeuveeueeeeieriieeiiesieeee et eeeeseeeteesseesneesneeenseesneesnseenseeneas 101



V. COMPARACAQO COM A LITERATURA .......coooivieieereeieeeieeeeee e 102

VI CONCLUSOES ..ot e et s s s e st et et e e e s s sesesesesesesesesesene 104
VIL SUGESTOES ..ot e et e e et e st e e s s e s e s seseseeseseseeseseaeseseseaeaes 106
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 107

xiii



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. SISTEMA DE RAIZES ALTAMENTE EMARANHADAS E SUBMERSAS, TiPICO DE UM ECOSSISTEMA DE
MANGUEZAL (NOAA, 2011). ...oerreeereeceiaceessssessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesassssasssssssssssssssssssnssssesaes a4

FIGURA 2. VISTA AEREA DA RESTINGA DA MARAMBAIA (MARINHA DO BRASIL, ACESSO EM JANEIRO, 2016).7
FIGURA 3. ESQUEMA SIMPLIFICADO DE COMPARAGAO DE UMA ROTA FERMENTATIVA LINEAR (A ESQUERDA)

E UMA ROTA FERMENTATIVA RAMIFICADA (A DIREITA) (ADAPTADO DE KIM E GADD, 2008). .........c.ccevenee.. 11
FIGURA 4. FORMULAS ESTRUTURAIS DOS ACIDOS LATICO E PROPIONICO, PRINCIPAIS PRODUTOS
OBSERVADOS NAS FERMENTACOES DO PRESENTE TRABALHO.......c.coeerererirereseesesesessessesessessessessessssesseans 13
FIGURA 5. VIA SUCCINATO-PROPIONATO EM BACTERIAS DO GENERO PROPIONIBACTERIUM, QUE
FERMENTAM LACTATO A PROPIONATO (ADAPTADO DE KIM E GADD, 2008).........ceouereereevereesessessessesseseesesses 16
FIGURA 6. ROTA DE OBTENCAO DE PROPIONATO A PARTIR DE GLICEROL EM PROPIONIBACTERIUM
(ADAPTADO DE ZHANG E YANG, 2000). .....vcvrueurrerrermeseiesesessesssssesssessssessesssessssessessssssssssssssssssssssesssssssassses 18
FIGURA 7. REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA MUDANCA DO FLUXO METABOLICO DEPENDENDO DAS
CONDICOES DE OXIDACAO EM C. GLYCOLICUM RD-1{ADAPTADO DE DRAKE ET AL., 2013).....coecervrueeevrennnn. 25

FIGURA 8. REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA ROTA METABOLICA DA FERMENTAGCAO ABE. 0OS NOMES DAS
ENZIMAS FORAM OMITIDOS (ADAPTADO DE TIGUNOVA ET AL., 2013). ...ccoevurrerureisneensneisssnesssneesssnescssnesnns 28

FIGURA 9. POTENCIAIS DAS SEMIRREACOES DE REDUGAO DA FASE ACIDOGENICA (KIM E GADD, 2008). ..... 32

FIGURA 10. CURVAS DE PESO SECO PARA QUANTIFICACAO DO CRESCIMENTO CELULAR PARA CADA UM DOS
ISOLADOS. ...oiiiiiiiiiiiiieiiiiiieiieneeeeiiiiieisiese s s e sttt e s e s e s s s s s s aasasssssssssssssssseseststeneeteaeeseserssssssssssssssssssssssneneneenanes 38

FIGURA 11. REAGAO DO NO, EM MEIO ACIDO COM ACIDO SULFANILICO E COM A-NAFTILAMINA,
FORMANDO UM COMPOSTO AZO DE COLORACAO AVERMELHADA (ADAPTADO DE LEBOFF E PIERCE, 2010).

FIGURA 12. MORFOLOGIA MICROSCOPICA DOS ISOLADOS. TECNICA DA COLORAGAO DE GRAM (AUMENTO
DE 1000X). ceccuveieurensneiessniisnnisssneisssniessreiesseeissseiessnessssesssssesssssessssesssssessssssssssesssssessssesesssssssssesssssessssesessnessns 54

FIGURA 13. (A) PERFIL DE BIOMASSA, GLICOSE E PH AO LONGO DE 48 HORAS DE FERMENTAGAO PARA O
ISOLADO 1 NO MEIO PROPOSTO POR YADAV ET AL. (2014). (B) PERFIL DE PRODUTOS AO LONGO DE 48
HORAS DE FERMENTAGAO PARA O ISOLADO 1 NO MEIO PROPOSTO POR YADAV ET AL. (2014). .....c.ccceuunee. 70

FIGURA 14. (A) PERFIS DE PH, CONSUMO DE SUBSTRATO E DE CONCENTRAGCAO DE BIOMASSA AO LONGO DE
48 HORAS DE FERMENTACAO PARA O ISOLADO 1 NO MEIO PROPOSTO POR YADAV ET AL. (2014) COM
ADICAO DE FERRO. (B) PERFIS DE CONCENTRAGAO DE PRODUTOS AO LONGO DE 48 HORAS DE
FERMENTAGAO PARA O ISOLADO 1 NO MEIO PROPOSTO POR YADAV ET AL. (2014) COM ADICAO DE FERRO.

FIGURA 15. (A) PERFIS DE PH, CONSUMO DE SUBSTRATO E DE CONCENTRACAO DE BIOMASSA AO LONGO DE
48 HORAS DE FERMENTACAO PARA O ISOLADO 1 NO TYA PROPOSTO POR AL-SHORGANI ET AL. (2016). (B)
PERFIS DE PRODUTOS AO LONGO DE 48 HORAS DE FERMENTAGAO PARA O ISOLADO 1 NO TYA PROPOSTO

POR AL-SHORGANI ET AL. (2016). ..ccerverurreriissnreiiissueeeisisssneiisisssnesiessssesssssssnessssssssessssssseesssssssessssssssessesssssass 73
FIGURA 16. COMPARACAO DAS CONCENTRACOES DE BIOMASSA AO LONGO DE 48 HORAS DE FERMENTACAO
PARA O ISOLADO 1 NOS TRES DIFERENTES MEIOS DE FERMENTAGAO. .....cevvurueerenerrreereseneensesssseseesesessssenens 74

FIGURA 17. COMPARACAO DO CONSUMO DE SUBSTRATO AO LONGO DE 48 HORAS DE FERMENTACAO PARA
O ISOLADO 1 NOS TRES DIFERENTES MEIOS DE FERMENTAGAO. .....ccovrururuereerrnssssnssenesesessssescssnsessssssesasssens 77

FIGURA 18. COMPARAGCAO DAS CONCENTRAGOES DE L-LACTATO AO LONGO DE 48 HORAS DE FERMENTAGAO
PARA O ISOLADO 1 NOS TRES DIFERENTES MEIOS DE FERMENTAGAO. .....cccuvuieerinerrrrereensnsessssenesesesessesenens 78

FIGURA 19. (A) PERFIS DE BIOMASSA, GLICOSE E PH AO LONGO DE 48 HORAS DE FERMENTAGAO PARA O
ISOLADO 7 NO MEIO PROPOSTO POR YADAV ET AL. (2014). (B) PERFIL DE PRODUTOS AO LONGO DE 48
HORAS DE FERMENTAGAO PARA O ISOLADO 7 NO MEIO PROPOSTO POR YADAV ET AL. (2014). .....cccceeuenee. 81

FIGURA 20. (A) PERFIS DE PH, CONSUMO DE SUBSTRATO E DE CONCENTRAGCAO DE BIOMASSA AO LONGO DE
48 HORAS DE FERMENTAGAO PARA O ISOLADO 7 NO MEIO PROPOSTO POR YADAV ET AL. (2014) COM

Xiv



ADIGAO DE FERRO. (B) PERFIS DE CONCENTRAGAO DE PRODUTOS AO LONGO DE 48 HORAS DE
FERMENTACAO PARA O ISOLADO 7 NO MEIO PROPOSTO POR YADAV ET AL. (2014) COM ADICAO DE FERRO.

FIGURA 21. (A) PERFIS DE PH, CONSUMO DE SUBSTRATO E DE CONCENTRAGCAO DE BIOMASSA AO LONGO DE
48 HORAS DE FERMENTACAO PARA O ISOLADO 7 NO MEIO TYA PROPOSTO POR AL-SHORGANI ET AL. (2016).
(B) PERFIS DE PRODUTOS AO LONGO DE 48 HORAS DE FERMENTACAO PARA O ISOLADO 7 NO MEIO TYA

PROPOSTO POR AL-SHORGANI ET AL. (2016). ...ceeevureiruirisnnissunesineiissnesssnsisssneissssisssnesssssssssssssssnessssesesssssssns 87

FIGURA 22. COMPARACAO DAS CONCENTRAGOES DE BIOMASSA AO LONGO DE 48 HORAS DE FERMENTAGCAO
PARA O ISOLADO 7 NOS TRES DIFERENTES MEIOS DE FERMENTAGAO. .....cccvvuiueerenerrrrereensnsessssesesssnsessesenens 88

FIGURA 23. (A) COMPARACAO DAS CONCENTRACOES DE ACIDO PROPIONICO AO LONGO DE 48 HORAS DE
FERMENTACAO PARA O ISOLADO 7 NOS TRES DIFERENTES MEIOS DE FERMENTACAO. (B) COMPARAGAO DAS
CONCENTRACOES DE L-LACTATO AO LONGO DE 48 HORAS DE FERMENTACAO PARA O ISOLADO 7 NOS TRES
DIFERENTES MEIOS DE FERMENTAGAO. .......cuueueeeectsessssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssens 89

FIGURA 24. (A) COMPARAGCAO DAS CONCENTRACOES DE ETANOL AO LONGO DE 48 HORAS DE
FERMENTAGAO PARA O ISOLADO 7 NOS MEIOS ORIGINAL E MODIFICADO COM FERRO. (B) COMPARAGAO
DAS CONCENTRAGOES DE ACIDO ACETICO AO LONGO DE 48 HORAS DE FERMENTACAO PARA O ISOLADO 7
NOS MEIOS ORIGINAL E MODIFICADO COM FERRO. (C) COMPARACAO DAS CONCENTRACOES DE SUCCINATO
AO LONGO DE 48 HORAS DE FERMENTACAO PARA O ISOLADO 7 NOS MEIOS ORIGINAL E MODIFICADO COM

FIGURA 25. (A) PERFIS DE CONSUMO DE SUBSTRATO E DE CONCENTRACAO DE BIOMASSA AO LONGO DE 48

HORAS DE FERMENTAGAO PARA O ISOLADO 7 NO MEIO PROPOSTO POR LI ET AL. (2011) CONTENDO APENAS
GLICOSE. (B) PERFIS DE PRODUTOS AO LONGO DE 48 HORAS DE FERMENTAGAO PARA O ISOLADO 7 NO MEIO
PROPOSTO POR LI ET AL. (2011) CONTENDO APENAS GLICOSE.........cccceriuririeerisenssneissesisssessssnessssesssssesenes 95

FIGURA 26. (A) PERFIS DE CONSUMO DE SUBSTRATO E DE CONCENTRAGCAO DE BIOMASSA AO LONGO DE 48
HORAS DE FERMENTAGAO PARA O ISOLADO 7 NO MEIO PROPOSTO POR LI ET AL. (2011) CONTENDO APENAS
GLICEROL. (B) PERFIS DE PRODUTOS AO LONGO DE 48 HORAS DE FERMENTAGAO PARA O ISOLADO 7 NO
MEIO PROPOSTO POR LI ET AL. (2011) CONTENDO APENAS GLICEROL. ....ccceeuerriruerisneissueeissuessssnessssesssssesenns 96

FIGURA 27. (A) PERFIS DE CONSUMO DE SUBSTRATO E DE CONCENTRACAO DE BIOMASSA AO LONGO DE 48
HORAS DE FERMENTACAO PARA O ISOLADO 7 NO MEIO PROPOSTO POR LI ET AL. (2011) EM CO-
FERMENTACAO GLICEROL/GLICOSE NA RAZAO 4:1. (B) PERFIS DE CONSUMO DE PRODUTOS AO LONGO DE 48
HORAS DE FERMENTAGAO PARA O ISOLADO 7 NO MEIO PROPOSTO POR LI ET AL. (2011) EM CO-
FERMENTAGAO GLICEROL/GLICOSE NA RAZAOD 4:1. ..c..cevrerereeereererssessnseessssssssessssssessssssessesssssssssessssssessssnses 97

FIGURA 28. COMPARACAO DAS CONCENTRACOES DE BIOMASSA AO LONGO DE 48 HORAS DE FERMENTACAO
PARA O ISOLADO 7 NOS MEIOS DE FERMENTACAO CONTENDO GLICOSE, GLICEROL E GLICEROL/GLICOSE NA
RAZAOD B:1....coeeeeeeeiiieriereeseesssesesseesseesseessesssesssesssesestesssasssesssessssssssesssssssesssesssesssssssessssesssesssessssesssesssenseses 98

FIGURA 29. COMPARAGCAO DAS CONCENTRAGOES DE ACIDO PROPIONICO AO LONGO DE 48 HORAS DE
FERMENTAGAO PARA O ISOLADO 7 NOS MEIOS DE FERMENTAGAO CONTENDO GLICOSE, GLICEROL E
GLICEROL/GLICOSE NA RAZAO 4:1....ccuceurrererrenenresesesesesesessessssessssessssssessssensssasssssssssssessssssssssssssssssssssssssessns 99

XV



INDICE DE TABELAS

TABELA 1. POSSIVEIS RESULTADOS E INTERPRETAGOES DO TESTE TSI ..cvvururuerereresereerenensesessesesesesessssssesssnses 44
TABELA 2. INTERPRETAGCAO DO TESTE DE UREASE (ADAPTADO DE LEBOFF E PIERCE, 2010)......cccocerererreernene 45
TABELA 3. POSSIVEIS RESULTADOS E INTERPRETAGOES DO TESTE DE REDUGCAO DE NITRATO (ELABORADA

Lo 0 0 YU 0 T Y 47
TABELA 4. COMPOSIGOES DOS TRES MEIOS DE FERMENTAGAO UTILIZADOS ......covvverenerrerersereenssssssesensnses 51

TABELA 5. MEDIDAS DE PH E RESPECTIVOS DESVIOS-PADROES DO MEIO DE FERMENTAGAO PARA CADA
ISOLADO ANTES E DEPOIS DA FERMENTACAO (RESULTADO DE ESTUDO ANTERIOR) .....ccceueueereennsneeseeeseenes 55

TABELA 6. MEDIDAS DE PH E RESPECTIVOS DESVIOS-PADROES DO MEIO DE FERMENTAGAO PARA CADA
ISOLADO ANTES E DEPOIS DA FERMENTAGCAO NO MEIO PROPOSTO POR YADAV ET AL. (2014) (RESULTADO

DE ESTUDO ANTERIOR) ..eeiiiuueiisureriteiisnesiteisseesiunessssesissesssssnsssssessssesssssessssessssesssssesessesssssessssesssssesessssssnes 56
TABELA 7. CONCENTRAGAO DE CELULAS PARA CADA ISOLADO ANTES E DEPOIS DA FERMENTAGAO NO MEIO

PROPOSTO POR YADAV ET AL. (2014) A 37°CE 150 RPM (RESULTADO DE ESTUDO ANTERIORY). .......ccceerrunnee 56
TABELA 8. RESULTADOS DA IDENTIFICACAO MICRO-ORGANISMOS NO EQUIPAMENTO MALDI-TOF............. 59

TABELA 9. CONCENTRAGAO DE CELULAS PARA OS ISOLADOS 2, 3, 4, 5, 6 E 8 ANTES E DEPOIS DA
FERMENTAGCAO NOS TRES MEIOS DE FERMENTAGAO DIFERENTES, A 37°CE 150 RPM.....cecueecerecrecernanenns 61

TABELA 10. MEDIDAS DE PH E RESPECTIVOS DESVIOS-PADRAO PARA OS ISOLADOS 2, 3, 4,5, 6 E 8 ANTES E
DEPOIS DA FERMENTAGAO NOS TRES DIFERENTES MEIOS, A 37°CE 150 RPM.....ocureeereaerstesssesssessssaes 62

TABELA 11. CONCENTRAGAO DE PRODUTOS SINTETIZADOS DURANTE A FERMENTAGCAO E CONCENTRAGCAO
DE GLICOSE REMANESCENTE NO MEIO AO FINAL DE 48 HORAS DE FERMENTAGAO PARA OS ISOLADOS 2, 3, 4,

5, 6 E 8 NOS TRES DIFERENTES MEIOS, TODAS A 37°C E 150 RPIML. c.....ceereeceriecereseesesssssesessssesssesssssssssssssnees 63
TABELA 12. FATORES DE RENDIMENTO DE CELULAS EM RELAGAO AO SUBSTRATO CONSUMIDO (Yy/s,

Ge1-Geuc ), DE L-LACTATO EM RELAGAO AO SUBSTRATO CONSUMIDO (Y aTATO/S) -serrseressessrerssssnssssesassansenns 66
TABELA 13. PRODUTIVIDADE VOLUMETRICA, EXPRESSA EM MG.L . H ..oueerreeecereeensecsesesssssssasssaens 69

TABELA 14. PARAMETROS E VARIAVEIS RELACIONADOS A BIOMASSA NOS TRES MEIOS DE FERMENTAGAO:
TAXA ESPECIFICA DE CRESCIMENTO, CONCENTRAGAO FINAL DE CELULAS, CONENTRAGAO DE CELULAS
PRODUZIDAS DURANTE A FERMENTAGAO, FATOR DE RENDIMENTO DE CELULAS EM RELAGCAO AO
SUBSTRATO CONSUMIDO E PRODUTIVIDADE VOLUMETRICA EM CELULAS ..........ceveererernrncsensnsnsssesenesesesnes 75

TABELA 15. PARAMETROS E VARIAVEIS RELACIONADOS AO LACTATO NOS TRES MEIOS DE FERMENTAGAO:
CONCENTRAGAO DE LACTATO PRODUZIDA DURANTE A FERMENTAGAO E FATORES DE RENDIMENTO DE
LACTATO EM RELAGAO AO SUBSTRATO CONSUMIDO E EM RELAGAO A BIOMASSA ......c.cceururrereernsesesserenens 79

TABELA 16. PARAMETROS E VARIAVEIS RELACIONADOS A PRODUGAO DE BIOMASSA E AOS PRODUTOS
PRINCIPAIS A FERMENTAGAO PARA O ISOLADO 7 NOS TRES MEIOS.......ccccvurrrrerernrererseesesnsssessssesesssssessesenens 91

TABELA 17. PARAMETROS E VARIAVEIS RELACIONADOS A PRODUGAO DE BIOMASSA E AOS PRODUTOS
PRINCIPAIS DA FERMENTAGAO PARA O ISOLADO 7 NOS MEIOS CONTENDO GLICOSE, GLICEROL E
GLICEROL/GLICOSE NA RAZAO 4:1. PARA EFEITOS DE COMPARAGAO, SAO APRESENTADOS TAMBEM DADOS
DA LITERATURA (LIU ET AL.; 2011) .ueeiiureiieeirineeiisuneiisneisssneissnessssessssesssssessssnessssessssnessssesssssessssnessssesesssesnns 99

TABELA 18. COMPARAGAO ENTRE AS CONCENTRAGOES DE ACIDO PROPIONICA OBTIDAS NO PRESENTE
TRABALHO NOS DIFERENTES MEIOS DE FERMENTACAO COM RESULTADOS DA LITERATURA PARA
DIFERENTES FONTES DE CARBONO E DIFERENTES FORMAS DE CONDUGAO DO PROCESSO.......ccccceurvereeenes 103

xXvi



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

n: Taxa de especifica de crescimento (h™")

[ ]: Concentragio (g.L™)

A[ ]: Diferenca entre a concentragdo final e a inicial de dado composto (g.L ™)

ATP: Adenosina Trifosfato

NAD": Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina oxidado

NADH: Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina reduzido

L-lactato: isémero L (Ievogiro) do lactato

HPLC: High Performance Liquid Cromathography (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia)

pH: Potencial Hidrogenionico

Yps: Fator de rendimento de produto em relagdo ao consumo de substrato (gp. gs'l)

Yx/s: Fator de rendimento de crescimento celular em relagdo ao substrato consumido

(g cél-gS_l)

Y actatoss: Fator de rendimento de L-lactato em relagdo ao substrato consumido (gja. gs'l)
Yiactatorx: : Fator de rendimento de L-lactato em relagdo ao crescimento celular (e gesr')

Y acetatoss: Fator de rendimento de acetato em relacdo ao substrato consumido (gacet.gs'l)

Y acetatorx: : Fator de rendimento de acetato em relagdo ao crescimento celular (gacet,gcé{l)

Y propionators: Fator de rendimento de propionato em relagdo ao substrato consumido (Zace. gs'l)
Y propionatorx: : Fator de rendimento de propionato em relagdo ao crescimento celular (gacet_gcél_l)

P,: Produtividade volumétrica de células (mgcél.L'l.h'l)

Xvii



I. INTRODUCAO

A crescente preocupagdo com o meio ambiente, a necessidade de tecnologias cada vez
mais sofisticadas e mais caras para a exploracdo do petréleo e do gas natural, bem como os
precos flutuantes dessas fontes energéticas t€ém impulsionado a substituicdo das rotas
quimicas por rotas bioquimicas para a producdo de diversos insumos de aplicac@o industrial.

Muitos micro-organismos capazes de realizar processos fermentativos de interesse industrial
podem ser isolados dos mais diversos ambientes. Portanto, a etapa de isolamento do micro-
organismo ¢ importante, principalmente em processos em que ha poucas espécies reconhecidas que
produzam o insumo de interesse com alto rendimento e com baixo custo de producao.

Além de possibilitarem encontrar linhagens mais tolerantes ao produto de interesse, sem a
necessidade de modificagdes genéticas, que tornariam o processo mais oneroso, o isolamento
possibilita a descoberta de novas rotas metabdlicas bem como espécies capazes de utilizar outros
tipos de substratos, que podem ser derivados de matérias-primas de baixo custo, algo que tem sido
bastante discutido no atual contexto de utilizagdo de co-produtos agroindustriais e dentro do
contexto de biorrefinaria, além de reduzir os custos do processo, o que pode ser um dos principais
fatores para tornar um processo por via biotecnologico competitivo com o processo equivalente a
partir de rota petroquimica.

No caso do Brasil, cuja biodiversidade ¢ tdo conhecida, o isolamento de micro-
organismos ¢ particularmente promissor, pois tal diversidade, marcada pela grande variedade
de ambientes e solos, com diferentes condi¢cdes de pH, temperatura, umidade, aeragdo, reflete-
se na heterogeneidade biologica (MONTOYA et al., 2000).

Em estudo anterior, (Biscainho, 2016), foi realizado o isolamento de bactérias
anaerobias de sedimentos do manguezal da Restinga da Marambaia, uma area ndo impactada
do Rio de Janeiro.

A escolha de um solo coletado em manguezal se deu pelas caracteristicas desse solo,
praticamente sem oxigénio, favorecendo a predominancia de espécies anaerobias. Além disso,
apesar de ser um ambiente bastante fértil, paradoxalmente, ¢ também um ambiente bastante
inospito, com condi¢cdes extremas de salinidade, ventos e umidade (SANDILYAN e
KATHIRESAN, 2012). Portanto, a sobrevivéncia de micro-organismos nessas condicdes
adversas depende de mecanismos adaptativos especificos e unicos, havendo grande
possibilidade de isolamento de micro-organismos com caracteristicas que nao sdo encontradas

em outras regides. A escolha da Restinga da Marambaia como local de coleta, por sua vez, se
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deu por ser uma area de manguezal preservado, sem degradagdo por acdo antropogénica,
fazendo com que sejam encontradas as caracteristicas observadas em um manguezal tipico.

Biscainho (2016) obteve oito diferentes isolados, caracterizados previamente.
Morfologicamente, os isolados foram caracterizados por microscopia, utilizando-se a técnica
da Coloragao de Gram, e, fisiologicamente, através de testes bioquimicos.

O isolamento foi realizado em anaerobiose, utilizando-se meio diferencial para
bactérias produtoras de acidos. As condigdes do ambiente favoreciam a existéncia de espécies
de Clostridium; no entanto, muitas das condi¢des utilizadas favorecem o isolamento de outras
espécies de bactérias anaerobias.

Os testes fermentativos realizados durante o estudo anterior ndo mostraram producao
de solventes significativa, o que sugeriu que talvez as bactérias isoladas nao pertencessem ao
género Clostridium. Dentre os oito isolados obtidos, dois mostraram-se promissores: o isolado
denominado provisoriamente como isolado 1, que havia mostrado grande produ¢@o de acido
latico; e o isolado 7, que havia mostrado comportamento diferente dos demais, com um
produto observado no cromatograma nao identificado anteriormente.

Os estudos prévios levantaram algumas hipoteses e alguns aspectos a serem
elucidados. Todas essas hipdteses estdo detalhadas e embasadas em Biscainho (2016). Dentre
as hipoteses levantadas, destaca-se aquela que sugere que as espécies sdo solventogénicas e a
falta de ions ferro no meio de fermentacdo desviou a rota de piruvato a acetil-CoA para a rota
de piruvato a acido latico, limitando a produ¢@o de outros acidos e solventes. Isso ocorreria
porque, em espécies que produzem solventes através da fermentacdo ABE, uma das enzimas
responsavel pela transicdo da fase acidogénica para a fase solventogénica ¢ uma ferredoxina
e, portanto, dependente de ferro.

Outro fato a ser elucidado ¢ o composto produzido pelo isolado 7. Embora houvesse ja
indicios de que esse produto correspondesse a um composto acido, ainda ndo se sabia se tal
produto havia sido obtido pela direta fermentacdo da glicose, sendo produzido juntamente
com lactato; ou se houve consumo de lactato formado depois que a glicose foi totalmente
consumida.

Assim, como os resultados obtidos nos estudos anteriores ndo foram conclusivos
quanto ao potencial biotecnologico dos isolados, restando algumas lacunas, o objetivo central
do presente trabalho foi a elucidacdo dessas lacunas, através da caracterizagdo dos isolados
promissores quanto ao potencial produtor de insumos quimicos. Vale ressaltar que, embora
tenha sido realizada uma identificacdo preliminar dos isolados, o presente trabalho tem, ainda,

cunho de prospeccdo, visando a identificar a capacidade dos micro-organismos isolados para
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produgdo de insumos potencialmente industriais, sem fixar-se, necessariamente, em obter
produtos ja conhecidos de dado género bacteriano. Mais ainda, os diferentes experimentos
conduzidos no presente trabalho ndo partiram de um conhecimento prévio sobre o
metabolismo dos micro-organismos que, até entdo, era desconhecido.

Estudos da literatura, bem como a identificacdo preliminar dos isolados, ambos
realizados durante o presente trabalho, sugeriram que o produto ainda ndo identificado
observado no cromatograma do isolado 7 corresponderia ao acido propidnico, de forma que
posteriores experimentos foram conduzidos para confirmar a producdo de tal acido. Assim,
embora inicialmente tenham sido buscadas outras moléculas, o acido propiénico tornou-se o
principal produto de interesse deste trabalho, porque os resultados apontaram para sua
producao.

No Capitulo II, é apresentada a revisdo bibliografica, que visa a fornecer uma base
tedrica para os principais topicos contemplados no decorrer deste trabalho, focando na
fermentacdo do acido propidnico e em seu interesse industrial. No Capitulo III, sdo descritos
com detalhes os materiais e métodos utilizados em cada etapa da pesquisa, incluindo alguns
experimentos realizados no estudo anterior. Os resultados obtidos e discussdes sdo
apresentados no Capitulo IV. Por fim, o trabalho ¢ concluido no Capitulo V, incluindo

sugestdes de trabalhos futuros no Capitulo VI.

II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

I1.1 Manguezais

I1.1.1 Definicao e caracteristicas

Manguezais sdo ecossistemas costeiros de transicdo, encontrados em regides tropicais
e subtropicais, cobrindo cerca de dois tercos da costa das regides tropicais do mundo. Esse
ecossistema s6 € encontrado em latitudes relativamente proximas ao Equador, onde a
temperatura das aguas ¢ superior a 16°C, porque a vegetagdo que o compde ndo consegue
sobreviver a temperaturas muito baixas (US National Oceanic and Atmospheric
Administration — NOAA, 2014).

O nome “manguezal” vem da vegetacdo predominante nesses ecossistemas —

“Manguezal ¢ um grupo de arvores e arbustos hal6fitos encontrados na zona costal intertidal de
3



margens protegidas, estatudrios, afluentes de marés, reentrancias costeiras, lagoas, pantanos e
lodacais de regides tropicais e subtropicais” (SANDILYAN ¢ KATHIRESAN, 2012).

As regides onde esses ecossistemas sdo usualmente encontrados, os chamados
estuarios ou zonas entre marés, sdo areas de encontro da agua salgada dos oceanos com a agua
doce de rios e corregos, gerando uma mistura denominada agua salobra (US Environmental
Protection Agency — EPA, 2015). Por isso, Spalding et al. (1997), definem a vegetagdo dos
manguezais como um “tipo de vegetacao especial que existe na fronteira de dois ambientes”.

Esses ambientes sdo extremamente dindmicos e altamente influenciados pelas marés. Os
padrdes das marés variam em cada regido do globo, dependendo de fatores como localiza¢do
geografica, forma da linha costeira, profundidade da dgua, ventos e restrigoes do fluxo de agua,
que amplificam ou amortecem o efeito das marés. No entanto, a maior parte das regides do
planeta experimenta dois ciclos diarios de maré alta e maré baixa, o que significa que a
vegetacao ai encontrada fica submersa pelo menos duas vezes ao dia (NOAA, 2008).

Assim, a vegetacdo dos manguezais possui caracteristicas bastante especificas, sendo
facilmente reconhecida por seu tipico emaranhado denso de raizes (Figura 1), que permite que
elas lidem com o movimento diario das marés, reduzindo a velocidade da agua, e fazendo
com que os sedimentos presentes na agua se depositem no fundo, formando uma lama. Os
sedimentos depositados no fundo fazem com que o solo seja muito limitado ou até nulo em
oxigénio (NOAA, 2014).

Por todas as razdes mencionadas, a vegetacdo possui adaptagdes que permitem sua
sobrevivéncia em ambiente de condi¢des extremas, marcado por alta salinidade, ventos e

influéncia das marés e solos anoxicos (NOAA, 2008).

Figura 1. Sistema de raizes altamente emaranhadas e
submersas, tipico de um ecossistema de manguezal (NOAA, 2011).



Da mesma forma que a vegetacdo, os organismos que vivem nesses ambientes também
possuem mecanismos de adaptacdo as condigdes extremas de alta salinidade, ventos,
temperaturas variaveis e solos lamacentos com baixissimos niveis de oxigenacdo
(SANDILYAN e KATHIRESAN, 2012). Conforme sera mencionado na Secdo II.6, micro-
organismos acetogénicos sao frequentemente encontrados em solos com essas caracteristicas.

Os micro-organismos capazes de sobreviver nesses ambientes sdo predominantemente
anaerobios, e tém papel essencial na decomposicdo de matéria organica, com liberagdo de
nutrientes que podem ser utilizados por organismos superiores (World Wide Fund for Nature

— WWE, acesso em janeiro, 2016).

I1.1.2 Importancia ecolégica e econdmica dos manguezais

Esses ecossistemas sdo comumente referidos como “ber¢arios naturais”. Seu tipico
sistema intrincado de raizes torna esses ambientes atrativos para peixes, camardes, lagostas e
moluscos que buscam alimento e abrigo (WWF, acesso em janeiro, 2016).

Muitos peixes que vivem em recifes de corais desovam nesses ambientes, que, além de
possuirem grande quantidade de nutrientes, ainda oferecem maior protegdo contra predadores,
de forma que os filhotes permanecem ali até que estejam aptos a mudar para os recifes de
corais. Os ecossistemas de manguezais sdao, ainda, habitat de diversos anfibios, répteis e
mamiferos, e local de nidificacdo e pouso migratorio para diversas espécies de aves (WWF,
acesso em janeiro, 2016). Por isso, os manguezais também exercem um papel importante no
equilibrio de ecossistemas adjacentes, como recifes de corais (SPALDING et al., 1997).

Manguezais sdo um dos ecossistemas mais férteis e produtivos do mundo. Conforme a
agua flui, as raizes agem como filtros, depositando excesso de sedimentos e nutrientes. Por
outro lado, essa caracteristica faz com que os manguezais sejam, simultaneamente, um dos
ecossistemas mais poluidos do globo, pois, junto com sedimentos e nutrientes, eventuais
poluentes presentes na agua, tais como herbicidas, pesticidas e metais pesados sdo também
carreados (NOAA, 2008).

Economicamente, os manguezais sdo fontes de recursos naturais em abundancia e de
grande importancia, especialmente para populacdes que vivem a margem dessas regides.
Segundo dados da WWF, estudos estimam que em areas de manguezais preservados, a
quantidade de peixes, moluscos € outros animais marinhos encontrados em recifes de corais

seja aproximadamente 25 vezes maior do que em dareas onde os manguezais sofreram



degradagdo pela a¢do antropogénica. Isso influencia ndo s6 no equilibrio ecologico, mas
também na economia de comunidades que t€m a atividade pesqueira como principal fonte de
sobrevivéncia, tanto para consumo proprio como para comercializagao.

Além disso, a vegetacdo de manguezais € resistente a acdo de insetos e pode ser
utilizada pelas populacdes locais para construgdo, e também como combustivel. A grande
diversidade da flora constitui, ainda, uma fonte importante de plantas medicinais (WWF,
acesso em janeiro, 2016).

Os manguezais também contribuem para reduzir os efeitos da a¢gdo humana de emissao
de CO,, com capacidade sequestrante de CO; cerca de 50 vezes maior do que outros tipos de
florestas tropicais. Essa capacidade ¢ atribuida a grande quantidade de micro-organismos
presente nos solos e a retencdo de carbono na forma de nutrientes organicos, através do
deposito de sedimentos. O desmatamento desses ecossistemas pode ter efeitos ainda mais
drasticos no que diz respeito ao aumento da emissdo de CO,, acelerando ainda mais o
processo de aquecimento global (SANDILYAN e KATHIRESAN, 2012).

Esses ecossistemas sdo importantes, ainda, na preservacdo da costa, visto que o
emaranhado de raizes funciona como sistemas de amortecimento e auxilia na estabilizacdo da
costa, reduzindo a erosdo por tempestades, correntes, ondas e ventos (NOAA, 2008).

Por todas essas razdes, fica evidente a importdncia dos manguezais, em termos
ambientais, econdmicos e sociais. Eles sdo ecossistemas-chave e de grande relevancia na
manutencdo do equilibrio de outros ecossistemas proximos. As caracteristicas filtrantes, ao
mesmo tempo em que tornam grande quantidade de nutrientes disponiveis, também fazem com
que esses ecossistemas sejam extremamente sensiveis e suscetiveis a poluicdo, aumentando

ainda mais a necessidade de preservagdo e de exploragdo econdomica de forma consciente.

I1.1.3 Restinga da Marambaia

A Restinga da Marambaia possui aproximadamente 42 km de extensio e 81 km® de
area, que compreendem a restinga e a chamada Ilha de Marambaia e situa-se no litoral Sul do
estado do Rio de Janeiro, na entrada da Baia de Sepetiba, pertencendo ao municipio de
Mangaratiba. Embora a Ilha de Marambaia ndo seja uma ilha propriamente dita, a
denominacdo se da pelas grandes elevac¢des encontradas no final da restinga, sendo o ponto
mais alto conhecido como Pico da Marambaia, com 647 metros de altura. (MARINHA DO
BRASIL, acesso em janeiro, 2016).



A vegetacdo da Restinga da Marambaia constitui-se de Mata Atlantica originaria,
incluindo grandes areas de restinga ¢ manguezais como ecossistemas associados, sendo uma
das ultimas reservas de Mata Atlantica do sudeste brasileiro. Por ser uma area de preservagio

ambiental, o acesso ¢ restrito ¢ permitido apenas com autorizagdo da Marinha do Brasil.

Figura 2. Vista aérea da Restinga da Marambaia
(MARINHA DO BRASIL, acesso em janeiro, 2016).

I1.2 Micro-organismos procariotos (KIM e GADD, 2008)

Micro-organismos sdo primariamente classificados como procariotos e eucariotos, de
acordo com a sua estrutura celular. O citoplasma refere-se a tudo que se encontra no interior
da membrana citoplasmatica. De forma geral, micro-organismos procariotos nao possuem
organelas bem definidas separadas do citoplasma por membranas fosfolipidicas, tais como
ntcleo e mitocOndrias. Essas organelas sdo encontradas exclusivamente em eucariotos. O
citoplasma dos procariotos contém DNA, RNA, ribossomos, proteinas, sais ¢ metabolitos ¢ é
altamente viscoso pela presencga dessas macromoléculas.

Procariotos podem viver sob condigdes extremas, nas quais organismos eucariotos nao
sobrevivem. Isso ¢ possivel devido a grande variedade de genes, rotas e caminhos metabolicos
e processos moleculares que sdo exclusivos de células procaridticas.

Por isso, esses micro-organismos sdo importantes, ainda, na manuten¢do do equilibrio
de diversos ecossistemas, tendo papel fundamental no ciclo de elementos como carbono,
nitrogénio, enxofre e fosforo. Portanto, a compreensdo de processos naturais esta intimamente

ligada a compreensao de processos bioldgicos que ocorrem em procariotos.



I1.2.1 Estrutura celular de procariotos

r

A estrutura superficial de organismos procariotos ¢ complexa, incluindo parede
celular, responsavel pela forma da célula. Dependendo da estrutura da parede celular, esses
micro-organismos sao classificados em quatro grupos, a saber: micoplasmas, bactérias Gram-
positivas, bactérias Gram-negativas e arqueobactérias. Micoplasmas sdo patéogenos
intracelulares obrigatérios e ndo possuem parede celular. Nas bactérias Gram-negativas, o
peptidoglicano, também chamado de mureina, ¢ o Unico co-polimero encontrado na parede
celular. Bactérias Gram-negativas possuem, ainda, uma membrana externa a parede celular.

A estrutura e composicdo da membrana externa encontrada em bactérias Gram-
negativas sdo diferentes daquelas da membrana citoplasmatica. Enquanto esta ultima ¢
composta de fosfolipideos, a membrana externa constitui-se de lipopolissacarideos (LPS)
externamente e fosfolipideos internamente. Por essa razdo, essa membrana externa ¢, algumas
vezes, chamada de camada LPS.

Lipopolissacarideos sdo compostos de um lipideo e polissacarideos que se repetem,
conhecidos como antigeno O. O lipideo forma uma camada lipidica e os polissacarideos se
estendem pela superficie. A membrana externa possui ainda proteinas e lipoproteinas e cria
uma barreira a compostos hidrofobicos, tornando as bactérias Gram-negativas mais resistentes
a surfactantes, enzimas hidroliticas e antibidticos hidrofobicos.

Bactérias Gram-positivas ndo possuem membrana externa, mas a parede celular ¢ bem
mais espessa que a das bactérias Gram-negativas, e além de peptidoglicano, possui acido
teicoico, acido lipoteicoico e lipoglicano.

Células procariotas que apresentam motilidade possuem um apéndice denominado

flagelo e, por vezes, estruturas denominadas fimbrias, que ndo estdo envolvidas na motilidade.

I1.2.2 Formacéo de enddosporos

Algumas bactérias sdo capazes de formar estruturas chamadas enddsporos, quando o
ambiente se torna desfavoravel ao crescimento. A formagdo de endosporos mais conhecida e
estudada é a que ocorre em bactérias dos géneros Clostridium e Bacillus. Endésporos sdo

resistentes a estresse fisico e quimico e ao calor.



11.2.3 Tolerancia ao O,

Ambientes anaerobios sdo aqueles em que a taxa de suprimento de oxigénio ¢ inferior
a sua taxa de consumo. O oxigénio gerado nas células € oriundo principalmente de compostos
organicos, agua ¢ CO,.

Uma das formas de classificacdo dos micro-organismos estd relacionada ao seu
comportamento na presenca de oxigénio. Alguns organismos procariotos sdo capazes de utilizar
O, como aceptor final de elétrons, enquanto outros ndo conseguem crescer em sua presenga. Os
chamados aerobios estritos sdo aqueles micro-organismos que requerem O,; os anaerobios
facultativos sdo capazes de utilizar o O, caso ele esteja disponivel, mas sdo capazes de crescer
também em sua auséncia, enquanto os anaerdbios obrigatorios nao utilizam O,.

Os anaerobios obrigatérios dividem-se em dois grupos: os anaerobios estritos, que ndo
crescem ou perdem sua viabilidade na presenca de O,, e os anaerobios aerotolerantes, que
possuem tolerdncia ao O,. Existem ainda os chamados microaeroéfilos, que utilizam o O, como
aceptor final de elétrons, mas somente se ele estiver presente em concentragcdes muito baixas,
tendo crescimento inibido em concentragdes mais altas de O,.

Tanto os microaerofilos quanto os anaerdbios estritos sdo inibidos pelo O, ou por seus
metabolitos derivados. O oxigénio molecular reage com proteinas ferro-enxofte,
flavoproteinas e citocromos, reduzindo-se a H,O, e O,". Essas moléculas sdo oxidantes fortes
e podem destruir polimeros celulares, incluindo moléculas como DNA e RNA. Aerdbios e
anaerobios facultativos possuem enzimas capazes de catalisar reagdes de quebra do Oy
(superoxido) e do peroxido de hidrogénio. Essas enzimas sdo a superdxido dismutase (SOD) e
a catalase, respectivamente.

Tradicionalmente, considerava-se que a sensibilidade ao O, pelos anaerdbios estritos
estava relacionada a auséncia dessas enzimas. No entanto, a atividade dessas enzimas foi
identificada em alguns anaerdbios estritos e genes relacionados a proteinas semelhantes foram
encontrados em seu genoma. Apesar de alguns anaerdbios estritos possuirem atividade das

enzimas SOD e catalase, eles ndo crescem em condigdes aerobias em laboratorio.



I1.3 Fermentacio ou respiracio anaerobia

Em geral, o termo “respiracdo” refere-se a um processo de conservacdo de energia
com reducdo do oxigénio molecular na cadeia de transporte de elétrons, associada a uma forca
proton-motriz, em um processo conhecido como fosforilagdo oxidativa. Durante as etapas do
metabolismo como a glicolise e o ciclo de Krebs, carreadores de elétrons como NAD(P) e
FAD sao reduzidos. Os elétrons desses carreadores entram, entao, na cadeia de transporte de
elétrons: os carreadores sdo oxidados, o O, é reduzido a 4gua e energia livre € conservada pela
geracdo de uma forga proton-motriz.

Sob condic¢des anaerdbias, alguns micro-organismos crescem utilizando o processo de
fosforilagdo oxidativa com compostos oxidados externos em vez de oxigénio como aceptor
final de elétrons.

Em um processo fermentativo, a geracdo de ATP se da por fosforilacdo em nivel de
substrato, com a oxidagdo de doadores de elétrons acoplada a reducdo de carreadores de
elétrons como NAD(P) e FAD, que sdo, depois, reoxidados, reduzindo metabdlitos
intermediarios.

Diversos compostos podem ser utilizados como aceptores finais de elétrons em
processos de respiragdo anaerdbia, incluindo compostos de enxofre e nitrogénio oxidados,
ions metalicos, compostos organicos halogenados e CO,. Em qualquer situagdo, organismos
capazes de realizar processos de obtencdo de energia de forma mais eficiente predominardo
em relag@o a outros. Devido a grande disponibilidade de ferro, que € ubiquo no planeta, ele é
um aceptor de elétrons bastante importante, sendo estimado que uma grande variedade de
reacOes de degradacdo de compostos organicos em condi¢des anaerobias estd associada a
reducdo de ions férricos.

Espécies anaerdbias quimiolitotroficas tém papel bastante importante nos ciclos do
nitrogénio e enxofre na natureza, pois utilizam enxofre e nitrogénio em sua forma inorganica
como fonte de energia. Além disso, muitas vezes esses compostos sdo utilizados ndo s6 como
doadores de elétrons, mas também como aceptores finais de elétrons do processo. Em
algumas bactérias, nitrato ¢ utilizado como aceptor final de elétrons enquanto sulfito € o
doador de elétrons. O processo ocorre com redugdo do nitrato a amdnia e isso permite que o
nitrogénio se conserve no ambiente.

Industrialmente, os micro-organismos anaerébios mais utilizados s3o os

quimiorganotréficos. Muitos processos fermentativos realizados por micro-organismos
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anaerobios, tanto obrigatorios quanto facultativos, ja sdo realizados em escala industrial,
conforme sera discutido com mais detalhes na Secdo II.8. A grande variedade de micro-
organismos, com diferentes rotas e diversas possibilidades de caminhos metabdlicos,
influenciados, inclusive, por condi¢des ambientais, tem sido alvo de varios estudos, pela
possibilidade de geracdo de varios insumos de interesse industrial.

O metabolismo desses micro-organismos varia bastante e diversos produtos podem ser
obtidos. Basicamente, existem dois tipos principais de processos fermentativos realizados em
escala industrial: os homofermentativos e os heterofermentativos.

Nos processos homofermentativos, em que apenas um produto é obtido, a taxa de
produto formado/substrato consumido ¢ constante. Em geral, esses processos ocorrem por
rotas metabolicas lineares.

Ja os processos heterofermentativos envolvem a formagao de mais de um produto, através
de rotas metabolicas ramificadas. A taxa produto formado/substrato consumido € variavel e essas
rotas proporcionam maior rendimento em ATP, e mais produtos oxidados. Assim, para a
produgdo de mais produtos oxidados, em geral parte dos carreadores de elétrons como NAD(P)H
se da acoplada a reducdo de H' a H,. Em rotas ramificadas, a formacfo de produtos ¢ ditada pelas
condigdes ambientais, incluindo pressdo parcial de hidrogénio. Um esquema simplificado de

comparacao entre os dois tipos de rotas fermentativas ¢ mostrado na Figura 3.

Catabolismo linear Catabolismo ramificado
Substrato
Substrato
~
ATP +—|"— NADH
ATP NADH
Intermediario Ititm:uediéric/
ATP ATP  H,

Produto de fermentagio

Produto de fermentacio I Produto de fermentagéo IT

Rendimento em ATP constante Rendimento em ATP varidvel

Figura 3. Esquema simplificado de comparac¢ao de uma rota fermentativa linear (a esquerda)
e uma rota fermentativa ramificada (a direita) (adaptado de KIM e GADD, 2008).
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Entre os produtos fermentativos mais comuns estdo etanol e o lactato, frequentemente
produzidos durante o metabolismo de micro-organismos anaerobios obrigatorios e facultativos.
Tanto o etanol quanto o lactato podem ser produzidos através de processos homofermentativos ou
heterofermentativos, com a formagao de outros produtos, como acido acético.

Yazdani et al. (2007) afirmam que processos fermentativos anaerobios sdo preferidos em
relacdo aos realizados em condi¢des aerobias, apontando como vantagens os menores custos de
produgdo e manutengdo dos reatores de fermentacdo anaerdbia em relagdo a seus equivalentes
para processos aerobios e 0 menor gasto energético.

As possibilidades de processos fermentativos e a quantidade de rotas metabdlicas,
influenciados pelas proprias condigdes ambientais, sdo enormes e, muitas vezes, variam entre
linhagens de uma mesma espécie, tornando impossivel detalhar cada uma das rotas e seus
produtos obtidos.

Nas proximas secdes, serdo discutidas com maiores detalhes, as rotas metabodlicas para a
produgdo de acido propionico. Algumas dessas rotas ndo sdo exclusividade de bactérias
propionicas, sendo também encontradas em algumas espécies do género Clostridium e em
outras bactérias anaerobias. Em alguns casos, caminhos metabolicos diferentes ddo origem
aos mesmos produtos finais de fermentacao.

Apos a identificacdo da produgdo de acido propidnico, foram escolhidos meios e
condicdes de temperatura e agitacdo referidos na literatura para sua producdo. Portanto, a
compreensdo mais detalhada de alguns aspectos da producdo de acido propidnico, dos
possiveis pontos de regulacdo e de enzimas e intermediarios envolvidos no processo se faz
necessaria para posterior discussdo dos resultados observados.

E feita também uma breve revisdo sobre a produgio de solventes, bem como da
fermentagdo chamada de acetogénese, destacando-se alguns pontos importantes relacionados
a hipoteses feitas anteriormente e que foram testadas no presente trabalho para verificar uma

possivel produgdo de solventes pelos micro-organismos isolados.
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I1.4 Acidos organicos

Entre os principais produtos de interesse industriais produzidos por bactérias
anaerobias estdo os acidos organicos. Os acidos organicos sdo de grande interesse industrial
por terem diversas como intermediarios quimicos, na producdo de plasticos biodegradaveis,
por exemplo (CASTRO, 2014).

Inicialmente, o trabalho havia sido direcionado para a obtencdo de solventes.
Entretanto, os acidos orgénicos foram os principais produtos obtidos, destacando-se, entre

eles, os acidos latico e propidnico, cujas estruturas estdo mostradas na Figura 4.
O
oo Bk
J
OH
Acido litico

O

\)LOH

Acido propiénico

9

Figura 4. Féormulas estruturais dos acidos latico e propidnico, principais produtos observados nas
fermentacdes do presente trabalho.

I1.4.1 Acido propidnico

11.4.1.1 O mercado do acido propionico e seus derivados

O 4cido propidnico foi o produto mais promissor obtido a partir do presente trabalho.
Este acido tem diversas aplicacdes industriais importantes, sendo muito utilizado como
intermediario quimico, como na sintese de fibras celuldsicas, herbicidas, perfumes e
farmacos. Sais derivados desse acido sdo também utilizados como conservantes de alimentos.
Ele pode ser utilizado para obter propionatos, tais como tripopionato de glicerol e fenil

propionato que, por sua vez, sdo utilizados em diversos produtos farmacéuticos, plasticos e
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outros (ZHANG e YANG, 2009). Outra aplicacdo importante ¢ na obtencdo de ésteres de
propionato para a produgdo de solventes (SILVA, 2013).

Uma das razdes que faz com que a fermentagdo do acido propidnico ainda ndo seja
competitiva com a producdo por rota petroquimica ¢ o fato de que o acido propidnico pode
permear através da membrana celular, perturbando o gradiente de pH através da membrana,
afetando o transporte de nutrientes e inibindo o crescimento celular.

Isso confere ao acido propidnico acdo anti-microbiana, em especial anti-fungica
(CASTRO, 2014). Assim, a maior parte das aplicacdes desse acido estdo relacionadas a essa
propriedade. Em 2012, cerca de 78,5% do consumo de acido propidnico foi voltado para
aplicagdes para preservacao de ragdo animal, graos e alimentos, na forma de propionatos.

Como os sais derivados de 4cido propidnico sdo listados como seguros segundo a FDA
(Food and Drug Administration) (CASTRO, 2014), eles podem ter um papel importante na
producdo de aves de corte. Durante muito tempo, utilizaram-se antibidticos para melhorar o
desempenho animal. Porém, a tendéncia mundial € banir o uso de antibioticos para a produgao
de aves de corte, por questdes de saide humana. A capacidade anti-microbiana do acido
propidnico faz com que ele seja uma alternativa na higienizagdo da carne e seu uso na ragao
também ajuda a reduzir a flora no trato digestivo dos animais, reduzindo a contaminagdo por
bactérias altamente patogénicas, como Salmonellas (BELLAVER e SCHEUERMANN).

Pelas razdes mencionadas, a demanda para o acido propidnico ¢ grande e também
dependente da produc¢do de racdo animal e graos e a perspectiva ¢ de aumento significativo do
consumo de acido propionico para essas aplicagdes (SILVA, 2013).

Devido aos problemas intrinsecos a fermentacdo tradicional do &cido propidnico ja
mencionados, a produgdo de acido propidnico por fermentacdo ainda ndo é capaz de competir
com a producdo através de rotas petroquimicas comerciais. A BASF ¢ a maior produtora
mundial de 4cido propidnico, com plantas de producdo na Alemanha e na China. No entanto, o
processo ainda se baseia na producdo por meio de rota quimica, isto €, a partir de etileno,
iniciada em 1941. Ao longo dos anos, o processo sofreu diversas modificagdes para ter sua
eficiéncia aumentada.

Além do 4cido propionico em sua forma pura, utilizado como preservativo de alimentos
e como building block na industria petroquimica, a empresa produz também um produto
chamado Luprosil acido propidnico. Trata-se de um produto para tratamento de graos
alimenticios que visa a causar menor impacto ambiental do que outros processos de preservagao

de graos (BASF, acesso em agosto, 2016).
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11.4.1.2 A fermentacio propionica

Espécies do género Propionibacterium, assim como certas bactérias do género
Clostridium, como a espécie Clostridium propionicum, sdo capazes de fermentar carboidratos
e lactato a propionato, acetato ¢ COs.

Bactérias do género Propionibacterium sao importantes na maturagdo de alguns
queijos suicos, como o emmental, nos quais o acido propidnico e o gas carbonico conferem
sabor peculiar. Além disso, o gas carbonico produzido durante a fermentacdo garante a
presenca dos chamados “olhos”, caracteristicos desses queijos (MANDIGAN et al., 2012).

As bactérias propionicas podem utilizar diferentes fontes de carbono, entre elas
agucares como glicose, frutose e galactose, acidos organicos, como acido latico e acido
citrico, mas também polialcoois, como glicerol e eritritol.

Na maior parte dos produtores de propionato, o lactato ¢ o substrato preferencial em
relacdo aos carboidratos e a maior parte deles, incluindo as espécies do género
Propionibacterium, utilizam a via do succinato-propionato para produzir propionato, embora
a espécie Clostridium propionicum utilize uma via diferente, a via do acrilato. Os elétrons
necessarios para esse metabolismo sdo oriundos da oxidagdo do lactato a acetato, gerando um
rendimento em ATP de 1 ATP para 3 moléculas de lactato, contra 1 ATP para cada molécula
de lactato, no caso da via succinato-propionato (KIM e GADD, 2008).

Alguns autores também chamam genericamente toda a via de obtengdo do acido
propidnico de via dos acidos dicarboxilicos. A glicose ou outra fonte de carbono €, primeiro,
convertida a fosfoenol-piruvato com a geracdo de 2 mols de NADH. Apos a glicdlise, o
fosfoenol-piruvato é convertido em piruvato ¢ oxaloacetato. O oxaloacetato, segue, entdo, a

via do succinato, gerando acido propidnico e succinato como subprodutos (CASTRO, 2014).
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11.4.1.2.1 Producao de propionato pela via succinato-propionato

A via do succinato-propionato ¢ mostrada na Figura 5.

propionato lactato
7 CHy=CIH=COO0 3 CH;~CHOH-COOH
f 6 propionil-CoA pirurato \T IH co,
. 9 .
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Figura 5. Via succinato-propionato em bactérias do género Propionibacterium, que fermentam lactato a
propionato (adaptado de KIM e GADD, 2008).

Quando a glicose € o substrato inicial, ele é primeiramente metabolizado a piruvato pela
via glicolitica (MANDIGAN et al., 2012). Quando a fermentagdo ocorre diretamente a partir do
lactato, a enzima lactato desidrogenase oxida o lactato a piruvato (KIM e GADD, 2008).

O piruvato ¢ um intermediario do processo. Por isso, ele é direcionado para trés
diferentes vias. Os autores Kim e Gadd (2008) sumarizam o destino do piruvato dizendo que
duas moléculas de piruvato, que podem ser oriundas tanto da glicose ou da oxidag@o do lactato,
sdo reduzidas a propionato, que funciona como aceptor de elétrons, enquanto uma molécula de
piruvato ¢ oxidada a acetato através de acetil-CoA, com a sintese de um ATP.

Ja Castro (2014) vai além, especificando que grande parte do piruvato € convertida em
acido propionico através do ciclo de Wood-Werkman, mas algumas moléculas de piruvato sdo
convertidas a acetato enquanto outras sdo incorporadas a biomassa, participando da sintese de
precursores para o crescimento celular.

O ciclo Wood-Werkman seria justamente o ciclo que inicia com a conversdo de piruvato
a oxaloacetato. Um grupo carboxil da metil-malonil-CoA ¢ transferido ao piruvato, gerando
propionil-CoA. O oxaloacetato ¢ entdo transformado em malato que, por sua vez, ¢ convertido a

fumarato. A enzima succinato desidrogenase realiza a conversao do fumarato a succinato, que ¢
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convertido a succinil-CoA. O succinil-CoA ¢é convertido a metil-malonil-CoA, fechando o ciclo.
O propionil-CoA ¢ convertido a acido propionico durante a transformacdo do succinato em
succinil-CoA (CASTRO, 2014).

Durante a fermentacdo, uma pequena quantidade de succinato ¢ excretada. Nesse caso, a
quantidade de metil-malonil-CoA se torna baixa, impedindo a acdo da enzima metil-malonil-
CoApiruvato-transcarboxilase, que produz propionil-CoA a partir de metil-malonil-CoA. Para
suprir a deficiéncia de succinato excretado, o piruvato ou fosfoenol-piruvato sdo carboxilados a
oxaloacetato, que ¢é, entdo, oxidado a succinato via malato (KIM e GADD, 2008).

Durante a fermentagao, trés moléculas de ATP sdo sintetizadas a partir de 3 moléculas
de lactato, sendo 1 ATP produzido pela agdo da enzima acetato-quinase, e dois pela acdo da
enzima fumarato-redutase. Essa ultima enzima acopla a reducdo do fumarato a succinato,
utilizando NADH como doador de elétrons para a geracdo de uma forga proton-motriz (KIM e
GADD, 2008; MANDIGAN et al., 2012).

O NADH ¢ oxidado nas etapas entre oxaloacetato e succinato. Na fermentacdo
propidnica, ocorre tanto a fosforilagdo oxidativa quanto a fermentagdo a nivel de substrato
(MANDIGAN et al., 2012).

Durante o ciclo, ocorre regeneragdo do NAD" consumido durante a glicolise, sendo esta
a unica fonte de regeneragdo desse NAD' (CASTRO, 2014). Ainda segundo Castro (2014), a
formagdo de subprodutos como acido acético e succinato ocorre porque a glicose possui um
grau de redutibilidade igual a 4,0, diferente do grau de redutibilidade do &cido propidnico
(4,67) (ZHANG e YANG, 2009). De fato, h4 2 NAD" sendo regenerados no ciclo Wood-
Werkman, mas apenas um sendo consumido durante a glicolise. Assim, a rea¢do de piruvato a
acetil-CoA se faz necessaria para que o balanco redox se mantenha.

Os autores Lewis e Yang (1992) fizeram estudos comparando a producao de acido
propidnico utilizando glicose, lactose e lactato como fontes de carbono e concluiram que a
quantidade de 4cido propionico produzida foi significativamente maior a partir de lactato do
que a partir de glicose e lactose. Comparado a lactose e a glicose, o lactato fornece maior

rendimento em acido propionico e menor rendimento em células.

11.4.1.2.2 Fermentacao a partir de glicerol como fonte de carbono.

A grande versatilidade de consumo de fontes de carbono na fermentagao propidnica se

da, sobretudo, pelos pontos de bifurcacdo que ocorrem na rota metabdlica. Conforme ja
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mencionado, a glicolise ndo fornece a quantidade de NADH necessaria para a formagdo de
acido propiodnico (1 mol de NADH ¢ gerado durante a glicolise e dois mols sdo consumidos
no ciclo de Wood-Werkman), o que torna necessaria a produgdo de acido acético para gerar
mais 1 mol de NADH e assim manter o balango redox. Em outras palavras, a diferenca do
grau de redutibilidade da glicose e do acido propidnico faz com que seja necessaria a geragao
de produtos mais oxidados (com menor grau de redutibilidade), como o acido acético,
mantendo, assim, o balan¢o redox (CASTRO, 2014).

Para efeitos de comparacdo, a rota de producdo do succinato a partir do glicerol ¢

mostrada na Figura 6.
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Figura 6. Rota de obtencio de propionato a partir de glicerol em Propionibacterium
(adaptado de ZHANG e YANG, 2009).

Em comparagdo com a glicose, fontes de carbono com estados de oxidagdo mais
baixos (grau de redutibilidade mais alto), tais como o glicerol, permitem a geracdo de maior
quantidade de NADH para a mesma quantidade de piruvato gerada, reduzindo a geracao de
subprodutos mais oxidados. O grau de redutibilidade do glicerol ¢ 4,67, equivalente ao do
acido propionico (BARBIRATO, 1997; ZHANG e YANG, 2009; CASTRO, 2014).

Além de o glicerol trazer vantagens metabolicamente, por permitir menor geracdo de
subprodutos, seu uso como fonte de carbono em processos fermentativos tem sido alvo de

estudos recentes. O glicerol ¢ um subproduto da producao de biodiesel, e grandes quantidades
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de glicerol bruto sdo produzidas durante o processo, gerando preocupagdo ambiental, além de
o glicerol bruto ter baixo valor agregado.

Dessa forma, tém sido buscadas alternativas para o uso de glicerol como matéria-
prima de baixo custo em processos fermentativos (ZHANG e YANG, 2009). O uso de um co-
produto como substrato em um processo fermentativo esta, ainda, alinhado com os recentes
conceitos de biorrefinaria.

Os autores Zhang e Yang (2009), entretanto, sugerem que o uso de glicerol como fonte
de carbono pode inibir a producdo de biomassa. Em seu estudo, os autores obtiveram baixa
concentragdo final de acido propidnico ao utilizar glicerol como fonte de carbono, que eles
atribuiram a baixa taxa especifica de crescimento e densidade celular na fermentagao.

De fato, para cada mol de glicerol convertido a piruvato, sdo gerados dois mols de NADH
que sdo utilizados no decorrer da sintese de acido propidnico, completando a regeneragdo de
NADH a NAD" e mantendo o balanco redox. Por outro lado, apenas 1,44 mol de NADH seria
consumido com o uso do piruvato na producdo de biomassa, o que poderia causar acumulo de
NADH. Assim, os autores sugerem que a inibi¢do do crescimento ocorre pela alta razdo
NADH/NAD'. Em seu estudo, encontraram taxas especificas de crescimento inferiores utilizando
o glicerol como substrato.

Os autores Liu et al. (2011) também apontam o uso de fontes de carbono com diferentes
estados de oxidacao e a disponibilidade de NADH na rede metabdlica como fatores que impactam
a formagdo de produtos durante a fermentacdo propidnica, afirmando que uma analise da
estequiometria metabodlica mostra que o NADH e o piruvato tém um papel importante no que diz
respeito a controlar e limitar a produgdo de acido propidnico, ja que o piruvato ¢ um intermediario
comum entre as rotas que levam tanto o glicerol quanto a glicose a acido propidnico.

A insuficiéncia na producdo de NADH acarreta em um desvio da rota metabdlica para a
formagao de acetato, enquanto o suprimento adequado de NADH leva a um aumento no fluxo
metabolico para a geragdo de acido propionico. Além disso, se houver piruvato sendo gerado em
excesso, ele passa a ser utilizado ndo s6 como aceptor de elétrons, mas também oxidado a acetato
(LIU et al., 2011).

Em seu estudo, Liu et al. (2011) estabeleceram comparagdes para a fermentacdo
utilizando glicose e glicerol como fontes de carbono, visando a entender melhor como as células
respondem a cada um desses substratos e a distribui¢do do fluxo de carbono. Em seus
experimentos, a concentragdo maxima de acido propionico foi maior quando glicerol foi utilizado
como fonte de carbono, assim como o fator de rendimento em relacdo ao substrato consumido.

Eles concluiram que o glicerol seria mais adequado para a producdo de acido propiénico. No
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entanto, comparando a produgdo de biomassa, a concentragdo de células foi maior quando glicose
foi utilizada como fonte de carbono.

Como ambos 0s substratos parecem ter comportamentos opostos no que diz respeito a
producdo de acido propidnico € ao crescimento microbiano, os autores buscaram também avaliar
o efeito da utilizagdo de ambos os substratos na fermentagdo, realizando o que eles chamaram de
co-fermentacdo. Na co-fermentacdo, os autores encontraram melhores rendimentos em acido
propidnico, e atribuiram isso ao fato de que o uso de ambos os substratos na fermentacao resultou
em menores quantidades de NADH e ATP necessarios para a formagao de biomassa, mantendo,
portanto, um suprimento adequado de NADH intracelular. Assim, os resultados experimentais

indicaram um desvio metabdlico para a formagao de acido propidnico.

11.4.1.2.3 Desafios da fermentacio propionica

Industrialmente, a fermenta¢do de acido propidnico ainda ndo compete com as rotas
tradicionais de producdo através de sintese quimica. Entre os principais problemas
encontrados na fermentacdo propidnica estdo a producdo relativamente baixa do acido, bem
como baixos rendimento e taxa especifica de produgao (LIU et al., 2011).

Segundo Zhang e Yang (2009), por ser um acido fraco, o acido propidnico nao-
dissociado pode permear através da membrana celular, gerando um acumulo de H'
(CASTRO, 2014), que perturba o gradiente de pH através da membrana e, consequentemente,
afeta o transporte de nutrientes e inibe o crescimento celular.

Alguns autores, como Zhang e Yang et al. (2009) apontam que aumentar a tolerancia das
bactérias ao acido propionico ¢ um fator-chave para tornar sua produgdo via rota fermentativa
economicamente viavel. Alguns estudos tém sido realizados com linhagens geneticamente
modificadas e novos estudos tém, ainda, buscado estudar a influéncia da forma de condu¢ao do
processo na produgdo do &cido propidnico. Alguns estudos mostraram resultados positivos com o
uso de células imobilizadas (ZHANG e YANG, 2009; CASTRO, 2014).

Por outro lado, diversos autores sugerem, ndo s6 para a fermentagdo propidnica, mas
para processos fermentativos em geral, que a estratégia mais adequada para tornar o processo
economicamente viavel ¢ a reducdo dos custos e, em geral, as matérias-primas sao

responsaveis por boa parte dos custos (GAPES, 2000).
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Castro (2014) também sugere que a racionalizagdo do uso das matérias-primas pode
ser o melhor caminho para tornar o processo viavel. Nesse sentido, o uso de matérias-primas

de baixo custo, como o glicerol, alinha-se a essa questao.

I1.4.2 Acido latico

O acido latico possui dois isdmeros, o levogiro e o dextrogiro. O isémero levogiro (L-

lactato) ¢ o mais comumente encontrado nos seres vivos (SILVA, 2013).

11.4.2.1 Mercado do acido latico e producao em escala industrial

O 4cido latico tem diversas aplicacdes industriais importantes, sendo bastante aplicado
na industria de alimentos, como acidulante e aromatizante (SILVA, 2013).

Entretanto, atualmente, uma das aplicagdes do acido latico que mais tem ganhado
destaque € o seu uso para a producdo do biopolimero polidcido latico, conhecido como PLA,
do inglés poly lactic acid.

Na produgdo industrial de acido latico, destaca-se a empresa Purac, que tem sede na
Holanda e ¢ a maior produtora desse insumo. No Brasil, ela iniciou suas atividades com uma
planta de producao de acido latico localizada em Campo dos Goytacazes, no Rio de Janeiro.

Atualmente, um dos produtos mais importantes do portfolio da empresa ¢ justamente o
PLA. Esse biopolimero tem sido utilizado em uma grande variedade de aplicagdes nos mais
diversos setores industriais, incluindo setores de embalagem, téxtil, de eletronicos, e

automotivo (Corbion, acesso em margo, 2016).

11.4.2.2 Fermentacao latica

O acido latico ¢ um produto comumente formado no metabolismo de bactérias
anaerobias estritas e anaerobias facultativas. Bactérias que produzem lactato como principal
produto da fermentacdo sdo chamadas genericamente de bactérias laticas. Algumas bactérias
laticas produzem somente acido latico durante a fermentagdo, enquanto outras produzem
também acetato e lactato. As primeiras sdo chamadas de homofermentativas e as Ultimas de

heterofermentativas (KIM e GADD, 2008).
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As bactérias laticas sdo gram-positivas, em sua maioria ndo-formadoras de esporos e
catalase negativas (SILVA, 2013). Geralmente, sdo bastante exigentes em termos nutricionais
e crescem em locais ricos em nutrientes, tais como leite, carne e vegetais (KIM e GADD,

2008; SILVA, 2013).

11.4.2.2.1 Fermentacao homolatica

Na fermentagdo homolatica, as bactérias utilizam a glicose para gerar ATP através da
rota Embden —Meyerhoff — Parnas, conhecida como EMP. Posteriormente, a enzima lactato
desidrogenase reoxida o NADH produzido durante a rota EMP, utilizando piruvato como
aceptor de elétrons. Conforme a reacdo se processa, ocorre acumulo de lactato com
consequente queda do pH. A enzima lactato desidrogenase ¢ ativa em condi¢des 4cidas,
produzindo acido latico como principal produto da fermentacdo. Ja4 em condi¢des alcalinas,

etanol e acido acético sdo produzidos em grandes quantidades (KIM e GADD, 2008).

11.4.2.2.2 Fermentacao heterolatica

As bactérias que realizam a fermentagdo heterolatica utilizam a via glicolitica
conhecida como fosfoacetolase. Durante essa rota, pentoses sdo convertidas a piruvato e
acetil-fosfato (SILVA, 2013).

Quando hexoses sdo utilizadas, elas sdo convertidas a pentoses. A xilose-5-fosfato, ao qual
a glicose-6-fosfato € convertida, é, entdo, clivada a gliceraldeido-3-fosfato e acetil-fosfato pela
acdo da enzima fosfocetolase. O gliceraldeido-3-fosfato ¢ convertido a lactato da mesma forma
que na fermentacdo homolatica, enquanto o acetil-fosfato é reduzido a etanol, agindo como
aceptora de elétrons para reoxidar o NADH gerado durante a rota EMP (KIM e GADD, 2008).

No caso das pentoses, elas sdo convertidas a xilose-5-fosfato sem a redugdo de NAD".
Nesse caso, o acetil-fosfato ndo ¢ utilizado como aceptora de elétrons, mas sim para gerar

ATP, com formagao de acetato (KIM ¢ GADD, 2008).

I1.4.3 Acido acético — fermentacio acetogénica

Os acetogénicos mais frequentemente isolados até hoje pertencem ao género

Clostridium. O primeiro acetogénico descoberto foi a espécie C. aceticum. Acetogénicos sao
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0s micro-organismos anaerobios consumidores de glicose mais importantes isolados de solos
de varzeas e sedimentos (DRAKE et al., 2013).

O termo “homoacetogénico” ¢ usualmente utilizado para denominar as espécies que
produzem acetato através da via do acetil-CoA, a partir CO, e H; a acetato, diferenciando-os,
assim, da maior parte das espécies sacaroliticas de Clostridium, que também produzem
acetato durante a fermentacdo ABE. No entanto, normalmente os micro-organismos que
utilizam a via do acetil-CoA ndo geram acetato como unico produto final e, como sera
discutido mais adiante, as condigdes ambientais tém forte influéncia sobre os produtos finais.
Por isso, essa denominagdo nao ¢ muito precisa (DRAKE et al., 2013).

A maior parte dos homoacetogénicos ¢ capaz de utilizar CO — devido a presenga da
enzima monoéxido de carbono-desidrogenase — e metanol, e alguns sdo capazes, ainda, de
hidrolisar ésteres metilicos presentes na lignina e utilizar os produtos gerados durante a
hidrolise para a producdo de acetato. A espécie C. formicoaceticum fermenta frutose, mas ndo
glicose (KIM e GADD, 2008).

Acetogénicos fermentam uma molécula de agucar a trés moléculas de acetato. Duas
dessas moléculas sdo geradas a partir de acetil-CoA, pela agdo das enzimas fosfotransacetilase e
acetil-quinase, com produgdo de ATP. A outra € produzida utilizando duas moléculas de CO,,
ferredoxina reduzida e NADH, pela via da acetil-CoA. A ferredoxina reduzida e o CO, sdo
oriundos da oxidagdo do piruvato a acetil-CoA e o NADH ¢ produzido na via glicolitica. CO e
metanol sdo convertidos a acetato por um mecanismo semelhante (KIM e GADD, 2008).

A via do acetil-CoA ndo sera aqui descrita com detalhes, mas vale ressaltar que sua
fungdo principal durante o crescimento do micro-organismo em carboidratos ¢ a regeneragao
dos carreadores de elétrons, como NADH e ferredoxina reduzida. Nesse contexto, sob certas
condigoes, CO; exdgeno ¢ necessario, mesmo sendo produzido durante a descarboxilagao do
piruvato. Quando os micro-organismos crescem em condicdes acetogénicas, CO, ¢ o aceptor
final de elétrons, sendo requerido para regeneracdo dos carreadores de elétrons e essa
dinamica de regeneragdo pode ser requerida de forma mais rapida do que o CO; ¢ liberado
pela descarboxilagao do piruvato (DRAKE et al., 2013).

Por isso, em cultivo em laboratdrio, ¢ importante que haja suprimento adequado de CO;
no meio. Efetivamente, o metabolismo de agucares para produgdo de CO, pode ser incipiente na
auséncia de suplementagio de CO, (DRAKE et al., 2013). Informagdes do BERGEY’S
MANUAL (2005) corroboram com essa afirmagao: embora acetogé€nicos que produzem acetato a
partir de CO, e H, possam também metabolizar aglicares, ndo ¢ observada producéo de acetato a

partir de CO; e H, quando em presenga de agucares.
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Entre as espécies acetogénicas, a espécie C. glycolicum merece destaque. Além de ndo
ser um homoacetogénico tipico, porque, em condi¢des anodxicas produz etanol, além do
acetato, C. glycolicum RD-1 é um acetogénico que apresenta alta tolerancia ao oxigénio, mas
apesar disso, ndo foi detectada atividade da enzima catalase. Assim, sua capacidade de mudar
o fluxo do metabolismo de acordo com as condi¢des de oxigenacdo, ajudou na compreensao
de mecanismos de tolerdncia ao oxigénio e sobrevivéncia em condigdes de estresse oxidativo.
(DRAKE et al., 2013).

Espécies acetogénicas de Clostridium foram predominantemente isoladas de
ambientes anoxicos e sdo geralmente cultivadas nessas condigdes, sendo classificadas como
anaerobias estritas. Muitas enzimas de seu metabolismo s3o extremamente sensiveis ao
oxigénio (DRAKE et al., 2013).

No entanto, o fato de estes micro-organismos também serem encontrados em solos
aerados e em outros ambientes com gradientes de oxigénio, como raizes das chamadas ervas
marinhas (KUSEL et al., 2001), levou muitos estudiosos a pensarem que estas espécies teriam
mecanismos que as tornaria capazes de lidar com estresse oxidativo (DRAKE et al., 2013).

Certos acetogénicos, como C. glycolicum, quando submetidos a condi¢des Oxicas,
conseguem evitar a rota do acetil-CoA para a produgdo de acetato. Sob condi¢des anoxicas,
CO; — oriundo de fontes externas ou da descarboxilacdo do piruvato — ¢ utilizado como aceptor
final de elétrons e reduzido a acetato. O acetaldeido produzido durante reagdes catabolicas
também ¢ utilizado como aceptor final de elétrons e reduzido a etanol (DRAKE et al., 2013).

Entretanto, conforme as condicdes se tornam mais 6xicas, acetaldeido, piruvato e H',
todos produzidos durante reacdes catabodlicas, passam a ser utilizados como aceptores finais
de elétrons, gerando lactato, etanol e H,, respectivamente, como os produtos finais da
fermentagdo (DRAKE et al., 2013).

Assim, a ideia € que alguns acetogénicos sao capazes de direcionar o fluxo das
substancias derivadas da fermentagao de agucares de acordo com a condigdo ambiental em
que se encontram. Em condi¢des oOxicas, esses intermediarios sdo direcionados para
processos catabolicos menos sensiveis ao O, (DRAKE et al., 2013). A Figura 7 mostra, de
forma simplificada, essa possibilidade de troca de vias metabdlicas, encontrada na espécie

C. glycolicum RD-1.
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Figura 7. Representacio esquematica da mudanga do fluxo metabélico dependendo das condicdes de
oxidacdo em C. glycolicum RD-1(adaptado de DRAKE et al., 2013).

IL.5 Producao de solventes

Espécies sacaroliticas de Clostridium sdo heterofermentativas ¢ possuem rotas
metabolicas ramificadas, bastante diferentes das rotas tradicionais homofermentativas e
lineares, como as de producado de etanol e de acido latico (KIM e GADD, 2008). Isso significa
que muitos produtos sdo gerados ao longo dos caminhos metabolicos, dentre os quais se
destacam butirato, butanol, acetato, acetona, lactato e etanol (LI et al., 2014).

A maior parte das espécies sacaroliticas produtoras de butirato produzem butanol em
pequena quantidade, juntamente com acetona e etanol. Apenas algumas espécies, como
C. acetobutylicum, C. beijerinckii, C. saccharobutylicum, e C. saccharoperbutylacetonicum,
produzem butanol em maiores quantidades (KIM e GADD, 2008).

Apesar disso, a espécie Clostridium acetobutylicum ainda é a mais utilizada
industrialmente, sendo a mais amplamente referida e estudada na literatura quando se fala em
fermentagdo ABE. LI et al. (2014) reportam que espécies de Clostridium produtoras de
butanol possuem metabolismos bastante semelhantes. Assim sendo, o metabolismo da espécie
C. acetobutylicum pode ser utilizado como base para compreensdo da fermentagdo ABE por

outras espécies do género.
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Nem todas as espécies sacaroliticas de Clostridium produzem butirato na fermentacao.
Algumas como C. thermocellum, C. cellulolyticum, C. josui, e C. cellulovorans, fermentam
carboidratos a acetato, etanol, lactato, CO, ¢ H, (KIM e GADD, 2008).

I1.5.1 O mercado do n-butanol e producio industrial

O n-butanol ¢ o produto de maior destaque da fermentacio ABE, podendo ser
utilizado tanto como intermediario em sintese petroquimica, para producdo de produtos como
plastificantes, quanto como solvente para uma variedade de aplicagdes nas industrias quimica
e téxtil, por ser um excelente diluente para lubrificantes motores (LI et al., 2014). O mercado
de n-butanol a partir do petrdleo atualmente ultrapassa US$ 5 bilhdes por ano (Cobalt
Technologies, acesso em margo, 2016).

Os autores Yadav et al. (2014) apontam que o mercado de n-butanol vem crescendo
devido a sua vasta aplicacdo na producdo de lacas, revestimentos, detergentes e fluidos para
motores. No entanto, eles apontam ainda que os custos de producdo do butanol por rota
petroquimica estdo intimamente ligados ao mercado de polipropileno e, assim, sdo sensiveis
ao preco do oOleo. Nesse sentido, o n-butanol obtido por rota biotecnoldgica seria uma
alternativa atrativa no suprimento da demanda global por esse insumo.

Atualmente, o biobutanol vem ganhando destaque como potencial biocombustivel,
tanto na substituicdo da gasolina, como sua utilizagdo como aditivo, possuindo caracteristicas
bastante semelhantes a esta, que permitem que seja utilizado em carros a gasolina sem
necessidade de adaptagdes. Os autores Tigunova et al. (2013) e Yadav et al. (2014) apontam
ainda vantagens do butanol em relagdo a outros biocombustiveis cldssicos, como o etanol:
maior capacidade de geragdo de energia, menor volatilidade, maior hidrofobicidade e menor
atividade corrosiva.

Apesar de o método fermentativo para producao de n-butanol ainda apresentar alguns
percalgos frente a rota petroquimica (GAPES, 2000; YADAYV et al., 2014), a fermentagdo
ABE ¢ utilizada atualmente em escala industrial por algumas empresas, inclusive no Brasil.

No Brasil, a fermentagdo ABE para producgdo de solventes a partir de cana-de-acticar
¢ realizada pela empresa HC Sucroquimica, localizada em Campo dos Goytacazes, no Rio
de Janeiro e cuja planta de produgdo de solventes por fermentagdo opera desde 2008

(MARIANO et al., 2013).
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A empresa Cobalt, cuja sede se localiza na California, é lider na comercializagdo de n-
butanol, tanto como intermediario para a petroquimica quanto como biocombustivel. Ela ¢
detentora da tecnologia de produgdo de n-butanol a partir de palha e bagaco de cana de agucar.

Nos Estados Unidos, a planta foi incialmente construida para utilizar residuos de
madeira oriundos de fabricas de celulose e papel. Mas o bagago de cana também foi testado em
planta piloto. Além disso, o CEO da Cobalt também informou o uso do glicerol como substrato
no processo durante os periodos de entressafra da cana-de-agucar.

O custo do processo desenvolvido pela empresa ¢ de 30 a 60% menor que o custo de
producdo do n-butanol pela rota petroquimica tradicional e essa diferenga se da justamente pelo
desenvolvimento de um processo a partir de matérias-primas de baixo custo e que utiliza
bactérias do género Clostridium sem modificagdes genéticas.

A empresa desenvolveu ainda tecnologia exclusiva de extracao de agucares fermentaveis
dessas matérias-primas de baixo custo sem a utilizagdo de etapas de alto custo, como
purificagdo ou conversdes enzimaticas. O micro-organismo utilizado pela empresa consegue
converter todos os agucares, incluindo pentoses, contidos em matérias-primas celuldsicas, em n-
butanol (Cobalt Technologies, acesso em margo, 2016).

Em 2011, a empresa Rhodia, que pertence ao grupo Solvay, com o objetivo de
diversificar seu portfolio, firmou uma parceria com a Cobalt Technologies para realizar estudos
de viabilidade quanto a producdo de n-butanol a partir da fermentagcdo direta de residuos
celulosicos no Brasil, dentro dos pilares de biorrefinarias (FAIRBANKS, 2011).

Em 2015, a SGBio, joint venture da empresa GranBio ¢ do grupo Solvay, comprou
ativos de tecnologia da Cobalt, com o objetivo de acelerar a produgdo de solventes em escala
industrial no Brasil. A intengdo € que pesquisadores da GranBio, do grupo Solvay e da Cobalt

trabalhem juntos para desenvolver o processo e adapta-lo as condi¢des locais (brasilagro, 2015).

I1.5.2 Fermentacio ABE

Ha trés classes de produtos principais obtidos durante a fermentacdo ABE, a saber:
solventes (acetona, butanol e etanol), acidos organicos (lactato, butirato e acetato) e gases
(COz e Hy) (DATTA e ZEIKUS, 1985).

De forma geral, a fermentagdo ABE se caracteriza por duas fases: acidogénica e
solventogénica (LEE et al., 2008; GHESHLAGHI et al., 2009; RANJAN ¢ MOHOLKAR,

2012; YADAV et al., 2014). A Figura 8 resume essas vias metabolicas de forma esquematica.
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Figura 8. Representaciio esquematica da rota metabolica da fermentacio ABE.
Os nomes das enzimas foram omitidos (adaptado de TIGUNOVA et al., 2013).

Na fase acidogénica, que ocorre durante a fase de crescimento exponencial, as rotas de
formacdo de acidos estdo ativadas (LEE et al., 2008), sendo produzidos acidos latico, butirico
e acético (TIGUNOVA et al., 2013; YADAYV et al., 2014), que levam o pH do meio de
fermentag@o, inicialmente neutro ou levemente basico, a cair para a faixa 4,5 — 5 (RANJAN ¢
MOHOLKAR, 2012).

Uma enzima relevante na fermentacdo acidogénica € a enzima piruvato-ferredoxina-
oxirredutase (PFOR), uma proteina com centro ferro-enxofre. Inicialmente, aglicares do tipo
hexose sdo convertidos a piruvato através da via glicolitica (também chamada rota Embden—
Meyerhof—Parnas - EMP). Acucares do tipo pentose, por sua vez, sdo convertidos a piruvato
através da via das pentose-fosfato. O piruvato ¢ convertido a acetil-CoA por descarboxilagdo
oxidativa, catalisada pela enzima (PFOR). Essa reagdo, chamada de reagdo fosforoclastica
(KIM e GADD, 2008) gera ferredoxina reduzida, que age como doador de elétrons para reduzir
NAD" a NADH (LI et al., 2014).

Durante a fase acidogénica, o acetil-CoA formado ¢ convertido a acetato em duas

etapas. Na primeira reacdo, catalisada pela enzima fosfato-acetil-transferase, obtém-se acetil-
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fosfato e CoA. O acetil-fosfato formado ¢, entdo, convertido a acetato pela acetato-quinase
(RANJAN e MOHOLKAR, 2012; TIGUNOVA et al., 2013).

Mas o acetil-CoA também pode ser convertido a butiril-CoA por uma rota analoga a de
biossintese de acidos graxos (LI et al., 2014). Nesse caso, a molécula de acetil-CoA
primeiramente sofre um tipo de condensag¢@o denominado condensag@o de Claisen, em que duas
moléculas de acetil-CoA geram acetoacetil-CoA e CoA (LI et al., 2014). Essa condensagdo ¢ feita
pela enzima tiolase e, em C. acetobutylicum (BENNETT e RUDOLPH, 1995), o acetoacetil-CoA
¢ precursor dos produtos com quatro carbonos (GHESHLAGHI et al., 2009).

Conforme as conversdes se processam, ha acaimulo de acidos butirico e acético no
meio e os acidos podem permear a membrana celular.

Apos a fase acidogénica, o organismo faz a troca para a fase solventogénica, iniciada
imediatamente antes de o micro-organismo entrar na fase estaciondria do crescimento
(YADAV et al., 2014) e na qual os acidos acético e butirico formados durante a primeira fase
sdo reassimilados para a produgdo de solventes neutros — butanol, etanol e acetona (LEE et
al., 2008; GHESHLAGHI et al., 2009).

O mecanismo exato responsavel pelo shift da fase acidogénica para a solventogénica é
ainda desconhecido e foco de muitos estudos, principalmente porque a acidogénese tem alta
eficiéncia de conservagdo de energia, enquanto a solventogénese possui menor conservagao
de energia (KIM e GADD, 2008).

No entanto, como a mudanca para a fase solventogénica ocorre em pH reduzido, a
hipdtese mais aceita € a de que o shift seja uma resposta adaptativa da célula ao abaixamento de
pH do meio. Efetivamente, conforme ja mencionado, a producdo de solventes em espécie de
Clostridium esta associada a fase estacionaria de crescimento. Durante essa fase, muitas bactérias
exibem maior resisténcia a estresse, incluindo calor, pH acido, estresses oxidativos entre outros.
Portanto, ¢ possivel que a mudanca para a fase solventogénica esteja associada a uma protegao ao
estresse gerado pelo abaixamento de pH durante a fase acidogénica (KIM e GADD, 2008).

Além do pH e da concentragdo de acidos, muitos outros fatores sdo apontados em
diversos estudos como tendo interferéncia na producdo de solventes. Li et al. (2014) apontam
o pH, o estagio de crescimento da cultura e a quantidade de 4cidos nao-dissociados no meio
de fermentagdo como fatores decisivos no shift de uma fase para a outra.

Yadav et al. (2014) apontam fatores fisiologicos e nutricionais como sendo os mais
criticos para o crescimento celular e a producdo de butanol. Outros estudos corroboram a

importancia desses fatores.
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Dentro do contexto de fatores fisiologicos, Harris et al. (2002) ¢ Paredes et al. (2005)
mencionam o0s principais eventos que ocorrem na fase estaciondria em espécies
solventogénicas de Clostridium, a saber: formacdo de solventes, esporulagdo e acimulo de
granulose, um polimero com caracteristicas semelhantes ao glicogénio. Kim e Gadd (2008)
também apontam que a fase solventogénica estd relacionada a esporulacdo, mais uma
evidéncia de que a solventogénese estaria associada ao metabolismo secundério.

Evidéncias de que o processo de esporulacdo esta relacionado a produgdo de solventes foram
apontadas por outros autores, como no estudo de Gottschal ¢ Morris (1981) e de Bahl et al. (1982a).

O fator de transcricdo SpoOA, que inicia o processo de esporulagio em C.
acetobutylicum, seria também responsavel por ativar genes de transcrigdo de enzimas que atuam
durante a fase solventogénica (LEE et al., 2008; INUI et al., 2008 ¢ TIGUNOVA et al., 2013).

Assim, o resultado seria um balango entre a atuacdo do gene na ativagdo de genes para
a esporulacdo e a ativacdo de genes importantes na fase solventogénica, e os efeitos positivos
deste fator multifuncional sobre a formacdo de solventes dependeriam de fazé-lo atuar na
ativacdo dos genes da fase solventogénica, inibindo sua fungfo na ativagdo de genes da
esporulagdo (LEE et al., 2008).

Harris et al. (2002) estudaram a influéncia do SpoOA, avaliando o comportamento de
mutantes em relagdo a producdo de solventes. A delecdo do fator levou a obtencdo de
mutantes sem capacidade de producdo de enddsporos, mas ndo houve completa auséncia de
producdo de solventes, embora em alguns casos, esta tenha sido muito incipiente.

Segundo Bahl et al. (1986), o rendimento em butanol depende de uma mudanga no
fluxo de elétrons, visto que o butanol é o produto mais reduzido de C. acetobutylicum,
necessitando que mais elétrons permanecam disponiveis para os passos necessarios a reducao.
Segundo Datta e Zeikus (1985), quase 80% dos elétrons do carboidrato utilizado como
substrato terminam nos solventes, sendo que s6 o butanol representa mais de 50% desses
elétrons. Dentre os produtos ndo-solventogénicos, a maior fracao dos elétrons esta no Ho.

Os autores Datta e Zeikus (1985) sugerem que uma das formas de aumentar a
producdo de solventes seria através da reducdo da producdo de H,, que levaria a um aumento
do pool de nucleotideos reduzidos (NADH), e, consequentemente, a um aumento dos
produtos gerados na fase solventogénica, que necessitam de NADH. A enzima hidrogenase de
Clostridium ¢é extremamente sensivel a CO, sendo esta uma das estratégias utilizadas para a
inibicdo da enzima hidrogenase e redu¢do da concentragdo de H, no meio. A limitagdo de

ferro também reduz a atividade da enzima hidrogenase (GHESHLAGHI et al., 2009).
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I1.5.2.1 Pontos de regulacio da fermentacao ABE

Além de questdes como condigdes do meio e de cultivo — pH, temperatura e as
proprias linhagens envolvidas no processo — a natureza da fermentacdo depende, em grande
parte, da atividade relativa das enzimas (GHESHLAGHI et al., 2009). Essa atividade relativa
esta intimamente ligada aos processos de regulacdo que ocorrem ao longo de toda a via, mas
principalmente nos pontos de ramificagdo, que podem levar a diferentes caminhos
metabolicos. A relagdo entre as enzimas envolvidas nas reagdes de uma via ramificada
determina que caminho serd majoritariamente priorizado dentro da via, podendo levar a
obtencao de diferentes produtos.

A compreensdo da regulacdo da via ¢ essencial, ndo apenas porque permite fazer
modificagdes genéticas, mas porque ajuda na escolha das condi¢des de cultivo, que irdo
influenciar tanto o produto obtido quanto a relagdo entre os produtos obtidos. A seguir, sdo
listados os principais pontos de regulacdo da via, que t€ém sempre destaque nos estudos de

fermentagdo ABE.

Piruvato a acetil-CoA

Piruvato ¢ um intermediario-chave no metabolismo de Clostridium (GHESHLAGHI et
al., 2009) e o acetil-CoA é um dos primeiros pontos de ramificacdo da rota principal
envolvida na fermentagdo ABE (TIGUNOVA et al., 2013).

Dentro desse contexto, um dos primeiros pontos de regulacao ¢ a reacdo que converte
piruvato a acetil-CoA, que, consequentemente, esta ligada a atividade da enzima PFOR,
responsavel por catalisar a reagdo. A ferredoxina reduzida, produzida durante a reagdo de
descarboxilagdo do acetil-CoA a piruvato, tem papel essencial, podendo doar elétrons tanto
para produzir H, quanto para produzir NADH (GHESHLAGHI et al., 2009).

A ferredoxina reduzida tem maior potencial de oxidagdo do que o NADH (LI et al.,
2014). Assim, a ferredoxina reduzida age como doador de elétrons tanto para NAD',
produzindo NADH, através da enzima ferredoxina-NAD (P)-redutase (GHESHLAGHI et al.,
2009), quanto para a enzima hidrogenase, que reduz H", liberando H, (LI et al., 2014).

Como o potencial de reducdo da ferredoxina ¢ similar ao potencial de redugdo da

. ~ ~ -+ o . . . .
semirreacdo de redu¢do de H™ a H,, a atividade da enzima hidrogenase para oxidar a
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ferredoxina reduzida depende da pressdo parcial de hidrogénio. Consequentemente, a propria
reacdo fosforoclastica depende da pressao parcial de H, (KIM e GADD, 2008).

Os potenciais das semirreagdes de reducdo mencionadas estao na Figura 9.

2H*H, EY =041V
Fd{oxidized)/Fd(reduced) Y =—041V
NAD"/NADH +H™ E?=_032V
Acetyl-CoA + COfpyruvate  EY = —0.42V

Figura 9. Potenciais das semirreacoes de reducio da
fase acidogénica (KIM e GADD, 2008).

Quando a pressdo parcial de hidrogénio ¢ baixa, a enzima hidrogenase oxida a
ferredoxina reduzida, produzindo H,. Nessa condi¢cdo, a razdo ferredoxina oxidada e
ferredoxina reduzida ¢ alta, e a oxidacdo do NADH produzido na via glicolitica ¢ acoplada a
reducdo de ferredoxina. Sob estas condi¢des, 0 NADH ¢ oxidado por essas reacdes e o acetil-
CoA ndo ¢ necessario como aceptor de elétrons, sendo convertido a acetil-fosfato, que depois
¢ convertido a acetato com a produ¢do de ATP (KIM e GADD, 2008). Essa competicio das
enzimas ¢ importante também no rendimento de solventes e a relagdo entre as atividades das

enzimas ¢ importante na mudanca da fase acidogénica para a solventogénica.
Producio de lactato a partir de piruvato

Lactato também pode ser formado a partir de piruvato, através da enzima lactato
desidrogenase e com regeneragdo do NAD" produzido na via glicolitica (TIGUNOVA et al.,
2013). Embora a maior parte das espécies sacaroliticas de Clostridium possua essa enzima,
lactato normalmente ndo ¢ o principal produto de fermentagdo, exceto sob condigdes de
estresse, como limitagdo de ferro, de sulfato ou gaseificagdio de CO em pH neutro.
Consequentemente, a produgdo de lactato ndo ocorre a menos que a conversao de piruvato a
acetil-CoA esteja parcialmente bloqueada (GHESHLAGHI et al., 2009). Esses resultados
estdo de acordo com os resultados encontrados por Bahl et al. (1986).

No trabalho realizado pelos autores, quando houve limitacdo de ferro, o lactato foi o
produto predominante de fermentacdo e ndo o butirato. O ferro ¢ um mineral importante, visto
que a conversdo de piruvato a acetil-CoA ¢ feita por uma enzima ferredoxina-oxirredutase

(TIGUNOVA et al., 2013; LEE et al., 2008).
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Butiril-CoA e a producao de butirato ou butanol

Butiril-CoA ¢ o ultimo ponto de ramifica¢do da rota principal (GHESHLAGHI et al.,
2009) e sua conversao a butirato ou a butanol depende da fase acidogénica ou solventogénica
(TIGUNOVA et al., 2013). A atividade das enzimas envolvidas na rota de acetil-CoA a
butiril-CoA ¢ importante tanto na produgdo de butirato quanto de butanol. De acordo com Li
et al. (2014), a formagao subsequente de butirato s6 ocorre quando ha niveis suficientemente
altos das enzimas fosfato-butil-transferase e butil-quinase (RANJAN e MOHOLKAR, 2012),

responsaveis pela conversao de butiril-CoA a butirato.

I1.6 Outras fermentacoes anaerobias importantes

I1.6.1 Producao de etanol (KIM e GADD, 2008)

Diversos anaerobios, incluindo espécies de Clostridium como C. thermocellum podem
fermentar diferentes tipos de carboidratos a etanol via acetil-CoA. E importante ressaltar,
entretanto que, diferentemente de outras espécies conhecidas que produzem etanol, espécies
sacaroliticas de Clostridium ndo possuem a enzima piruvato descarboxilase. Assim, a
producdo de etanol ndo se da de forma linear, mas por uma rota ramificada em que primeiro o
piruvato ¢ convertido a acetil-CoA. Enquanto na rota linear os Unicos subprodutos sao CO, e

agua, na rota ramificada s@o formados diversos subprodutos, incluindo lactato, acetato e Hy.

11.6.2 Fermentacio de aminoacidos (KIM e GADD, 2008)

Além de carboidratos e acidos organicos, muitas espécies de Clostridium e outras
bactérias anaerobias fermentam compostos nitrogenados, como aminodcidos e dacidos
nucleicos. Sdo as espécies classificadas como proteoliticas, conforme ja mencionado.
Espécies como C. acidiurici, C. cylindrosporum e C. purinolyticum fermentam bases purinas
a acetato, CO, e amonia, enquanto espécies como C. glycolicum e C. oroticum fermentam
bases pirimidinicas.

Os aminodcidos podem ser fermentados individualmente ou ainda em uma mistura. O
ultimo caso, conhecido como reagao de Stickland costuma ser mais eficiente porque um aminoécido

¢ oxidado com producdo de ATP enquanto outro € utilizado como aceptor de elétrons.
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Muitas vezes, a fermentacdo de aminoacidos relaciona-se a outros tipos de
fermentag@o ja mencionados — por exemplo, Clostridium propionicum realiza a desaminagdo
da alanina a piruvato, que €, entdo, fermentado a propionato e acetato pela via do acrilato. A
espécie C. tetanomorphum realiza a quebra do aminoacido glutamato a acetato e piruvato € o
piruvato €, entdo, metabolizado a acetato e butirato como nas espécies sacaroliticas de
Clostridium em geral.

Da mesma forma, lisina é fermentada a acetato e butirato pelas espécies C. sticklandii
e C. subterminale. A lisina ¢ primeiramente convertida a um intermediario, antes de ser
quebrada a acetoacetato e 3-aminobutiril-CoA. O acetatoacetato ¢ convertido a acetato, com

sintese de ATP e o 3-aminobutiril-CoA ¢ reduzido a butirato.

I1.7 Importancia do isolamento de novos micro-organismos

Montoya et al. (2000) apontam que o isolamento ¢ importante para a sele¢do de micro-
organismos que se adequem as necessidades dos novos processos fermentativos, que tém
buscado o uso de matérias-primas de baixo custo, usualmente compostas de carboidratos
complexos, como celulose e hemicelulose, cuja hidrélise ainda € um desafio.

Nesse sentido, o isolamento se torna importante ndo s6 para obtencdo de micro-
organismos com maior tolerancia aos produtos, mas também em micro-organismos capazes
de utilizar matérias-primas de baixo custo.

Segundo Montoya et al. (2000), o isolamento pode permitir justamente a obtengdo de
micro-organismos capazes de produzir enzimas ou pools enzimaticos que permitam a
conversao direta desses carboidratos complexos, reduzindo a necessidade de pré-tratamentos,
etapas que encarecem o processo € que, por vezes, demandam alta energia e utilizam
compostos toxicos e agressivos ao meio ambiente. No estudo de Gapes (2000) sobre o
mercado da fermentagdo de n-butanol por Clostridium, ele sugere que a chave para tornar o
processo viavel ndo estd no aumento do rendimento, mas sim na reducdo dos custos de
produgdo, dominado, sobretudo, pelos custos com substrato.

Por isso, atualmente, para a fermentacdo com bactérias anaerdbias, tem se dado maior
atencdo ao uso de matérias-primas fibrosas, contendo celulose e hemicelulose, matérias-
primas amilaceas e também frutas e vegetais, contendo frutose, glicose e xilose (RANJAN e

MOHOLKAR, 2012).
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Outra possibilidade que vem se tornando bastante atrativa ¢ o uso de glicerol como
substrato de processos fermentativos, pois o incentivo ao uso de biodiesel tem gerado glicerol
em grandes quantidades como subproduto, fazendo com que o preco do glicerol bruto
despencasse nos ultimos anos (YADAV et al., 2014, LIN et al., 2015). Assim, segundo
Yazdani e Gonzalez (2007), o desenvolvimento de processos para obtencdo de produtos de
maior valor agregado ao butanol ndo ¢ apenas uma necessidade, mas uma oportunidade dentro
do contexto de biorrefinaria. Ainda segundo os autores, a conversdo bioldgica apresenta
muitas vantagens em relagdo aos processos quimicos.

Dentro desse contexto, TIGUNOVA et al. (2013) sugerem que um dos pontos-chave
no estudo de novos pré-tratamentos para matérias-primas ¢ o isolamento de novas espécies,
que possam utilizar substratos alternativos.

Portanto, o isolamento de novas espécies ou linhagens, capazes de utilizar substratos
oriundos de matérias-primas alternativas e, principalmente, de realizar a hidroélise dessas
matérias-primas, eliminando ou reduzindo a necessidade de pré-tratamentos tem sido vista
como alternativa promissora para tornar economicamente viaveis diversos processos de
fermentagdo, que ainda n3o sdo comercialmente competitivos com rotas quimicas

tradicionais.

III. MATERIAIS E METODOS

I11.1 Espécies ou linhagens avaliadas

Para este trabalho, foram utilizadas linhagens obtidas em estudos anteriores realizados
por Biscainho (2016). As etapas consistiram no isolamento de bactérias anaerdbias e em sua
caracterizacdo por microscopia, através da coloragdo de Gram e por alguns testes
bioquimicos. Apds o isolamento, os micro-organismos foram propagados pela técnica de
repique e submetidos a testes fermentativos para avaliar seu potencial biotecnoldgico,
fornecendo dados que direcionaram a escolha das linhagens utilizadas no atual trabalho.

O isolamento dos micro-organismos do solo de manguezal ndo foi feito com um meio
seletivo especifico para determinado género de micro-organismos. Utilizou-se apenas um
meio diferencial que permitiu a identificag@o e o isolamento de micro-organismos produtores

de acidos e todo o processo de selecao e isolamento foi realizado em anaerobiose.
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Inicialmente, foram escolhidos meios de fermentagdo para avaliar a capacidade de
producdo de solventes pelos isolados. A producdo de solventes ¢ realizada principalmente por
espécies do género Clostridium através da fermentacdo ABE e durante o processo sdo gerados
também acidos orgénicos, como acido butirico e acido acético, além de acido latico.

Nos estudos anteriores, os isolados ndo mostraram producdo significativa de solventes,
mas mostraram producdo significativa de acido latico. Isso, entretanto, ndo descartou a
possibilidade de que esses micro-organismos fossem produtores de solventes, conforme
discussoes apresentadas detalhadamente em Biscainho (2016).

O isolado 7, por sua vez, mostrou-se particularmente interessante, por ter apresentado um
comportamento diferente dos outros, com a obtencdo de um produto previamente nao
identificado, mas que indicios mostravam tratar-se de um acido organico.

Conforme mencionado, na identificagdo preliminar deste trabalho o isolado 7 foi
identificado como pertencente ao género Propionibacterium e, de fato, identificou-se, nos
cromatogramas obtidos por HPLC, produgdo de acido propidnico. A hipotese da produgdo de

acido propiodnico a partir do lactato produzido ja havia sido levantada também no estudo anterior.

I11.2 Equipamentos

Abaixo estdo os equipamentos utilizados durante a realizacdo dos experimentos e

métodos analiticos, incluindo experimentos anteriores:

1) Autoclave vertical Prismatec® modelo CS-75;

2) Bancada de fluxo laminar equipada com luz UV — BioFlux® modelo 90A;
3) Banho-maria Novatecnica® modelo NT247;

4) Centrifuga eppendorf® modelo Centrifuge 5804R;

5) Capela de exaustao de gases Quimis modelo Q216-11;

6) Cromatdgrafo Liquido de alto desempenho Shimadzu® modelo Prominence LC-20AD
acoplado a detector de indice refrativo modelo RID-10A

7) Espectrofotdometro BEL® modelo SP 2000UV;

8) Estufa bacteriologica Solab® modelo SL-101;

9) Jarra de anaerobiose Permution® modelo JA0401;

10) Incubadora-shaker Novatecnica® modelo NT715;

11) Microscopio 6tico Nikon® modelo Eclipse E200 a camera refrigerada Evolution VF;
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12) pHmetro de bancada digital Digimed® modelo DM-22;
13) Shaker Biomixer® modelo TS-2000A;
14) Vortex IKA® modelo MS3 digital

II1.3 Esterilizacao e manobras assépticas

Para esterilizacdo, solucdes salinas, meios de cultivo e meios para os testes
bioquimicos foram autoclavados a 0,5 atm por 20 minutos, com exce¢do da ureia, utilizada no
teste bioquimico da enzima urease, que foi esterilizada pelo método da filtragdo com
membrana micropore 0,22 pum.

Placas, outras vidrarias e quaisquer instrumentos para manuseio dos meios estéreis
e/ou micro-organismos foram autoclavados a 1 atm por 20 minutos.

Laminas de microscopia utilizadas estavam conservadas em solucdo de etanol 70% e
foram deixadas sob luz UV no interior do fluxo laminar por 30 minutos antes do uso.

Todo o manuseio dos micro-organismos e instrumentos estéreis foi realizado
obedecendo aos padrdes de assepsia, dentro da bancada de fluxo laminar, apds incidéncia de

luz UV por 30 minutos.

111.4 Métodos analiticos

Os métodos analiticos descritos referem-se aos métodos utilizados tanto no estudo

anterior quanto no presente trabalho.

Quantificaciao do crescimento celular

As concentragoes de células no inéculo ¢ de cada amostra da fermentacdo foram
obtidas através de leituras de absorbancia em espectrofotdometro a 600 nm (ODgg). O valor de
absorbancia foi convertido a concentragdo através do fator de conversdo que relaciona a
absorbancia a 600 nm e a concentragdo de células, obtido pela curva de peso seco.

Curvas de peso seco foram obtidas para cada isolado, de acordo com protocolo
descrito em Biscainho (2016). As curvas de peso seco para cada isolado s@o mostradas na

Figura 10.
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Figura 10. Curvas de peso seco para quantificacido do crescimento celular para cada um dos isolados.

Descrevendo brevemente, as células crescidas em meio RCM foram centrifugadas e
submetidas a diluigdes sucessivas em solucao salina NaCl 0,9%. A correspondéncia da
concentracdo com a absorbancia foi feita a partir da concentragdo de células na suspensao-
mae, posteriormente correlacionada com cada diluigdo. Para obtencdo da concentragdo da
suspensdo-mae, membranas hidrofilicas de acetato de celulose Millipore® de didmetro de

poro 0,220 um foram pesadas em balancga de precisdo analitica e 20 mL da suspensdo-mae
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foram filtrados. Apods a filtragdo, a membrana foi colocada para secar em lampada de
infravermelho por 30 minutos. Depois, fez-se novamente a pesagem em balanca analitica para

determinagdo da massa de células contida no volume filtrado por diferenga.

Leituras de pH e absorbancia

No presente trabalho, todas as leituras foram realizadas em duplicata. O pH do meio
de cultivo livre de células foi determinado utilizando-se um pHmetro de bancada na
temperatura ambiente (25°C).

As leituras de absorbancia foram feitas em espectrometro a 600 nm e correlacionadas
com a concentragdo de células pelas curvas de peso seco.

Parte do conteido do meio ap6s a fermentagdo foi guardado em eppendorfs de 2 mL
conservados em freezer a -20°C para posterior analise por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (High Performance Liquid Cromatography — HPLC).

Determinacio dos produtos obtidos ap6s a fermentacgéo

O meio de cada amostra da fermentagdo foi analisado em sistema de HPLC
Shimadzu®, com as seguintes condigoes: coluna de exclusdo i6nica Aminex HPX-87H 300
mm X 7,8 mm; fase movel (acido sulfurico 0,005 M), com vazao de 0,8 mL/min; pressao de
55 kgf/cm?; temperatura de 60°C e tempo de corrida de 30 minutos. O refratdmetro acoplado
ao sistema informa a area de cada pico observado no cromatograma obtido.

Em todos os casos, juntamente com as amostras, foram feitas corridas dos seguintes
padroes: acido latico, butanol, acido butirico, etanol, acido acético e glicose, bem como do
meio de fermentacdo. Especificamente para as amostras de fermentacdo do isolado 7, foram
utilizados também os padroes de acido propionico e de succinato e, para as amostras dos
meios de fermentacdo contendo glicerol como fonte de carbono, um padrio de glicerol
também foi utilizado.

A identificagdo dos produtos obtidos nas amostras analisadas foi feita através da
comparagdo dos tempos de retencao de tais produtos com os tempos de retengdo dos padroes e
de picos tipicos observados no meio de fermentagdo. Apds a identificagdo, o valor das areas

dos picos conhecidos, isto é, cujo tempo de retencdo corresponde a algum dos compostos
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escolhidos, foi convertido a valores de concentracdo, através de um fator de conversdo obtido
pelas curvas de calibragdo (curvas padrao) levantadas para cada padrao.

Para obtengdo de tais curvas, foram feitas corridas de cada padrdo, em diferentes
concentragdes, obtendo-se uma correlagdo entre a area do pico obtido no cromatograma e a

concentracao.

I11.5 Experimentos prévios (Biscainho, 2016)

IIL.5.1 Selecao e isolamento

A amostra utilizada para isolamento consistia em sedimento de manguezal coletado

na Restinga da Marambaia no dia 03/02/2015 nas seguintes coordenadas geograficas:
Latitude: S 23,057495°
Longitude: W 43,565003°

O procedimento de isolamento esta descrito com detalhes em Biscainho (2016). Tanto
para sele¢do quanto para isolamento, foi utilizado um meio diferencial contendo o indicador
de pH vermelho de fenol (ARAUJO et al., 2013), cujo objetivo era identificar coldnias
produtoras de acidos, potencialmente de interesse. Em ambos os casos, as colonias foram
incubadas em placas por 5 dias a 37°C em jarra de anaerobiose.

Imediatamente apds o isolamento, cada um dos isolados obtidos foi submetido ao
método de coloracdo de Gram e observado por microscopia 6tica. Nessa etapa, a coloragdo de
Gram foi feita com o objetivo maior de garantir a pureza das culturas isoladas, dada a possivel
dificuldade de isolamento pela obtengao de colonias espalhadas.

A coloragdo de Gram foi repetida posteriormente apds a propagacdo das bactérias,
para garantir que a propagacao havia sido feita de forma correta e sem contaminacdo, pois
estas seriam utilizadas como in6culo propriamente dito na etapa de fermentagdo e também
para realizacdo dos testes bioquimicos e fisiologicos.

Ap6s a realizagdo da Coloragdo de Gram, cada isolado foi conservado em duplicata, em

eppendorfs contendo 1 mL de solugdo de glicerol 20% v/v estéril e guardados em freezer a -20°C.
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I11.5.2 Propagacio dos isolados

Ap6s o isolamento, foi necessario realizar a propagacao dos isolados, antes da etapa de
fermentagdo. Para propagagdo dos isolados, foi utilizado o meio Reinforced Clostridial
Medium (RCM), amplamente referido na literatura como meio apropriado para crescimento
de espécies de Clostridium, mas também para crescimento de outras espécies anaerdbias. O
método utilizado foi o repique em que, para cada isolado, foi feito in6culo em frascos de
penicilina de 50 mL contendo meio RCM estéril, purgado com nitrogénio, com tampa de
borracha e lacre de aluminio. Para isso, os eppendorfs contendo os isolados foram abertos
dentro da camara de anaerobiose. No interior da cdmara, cerca de 1 mL do meio foi
transferido para cada eppendorf e levemente agitado para homogeneiza¢do do inoculo. O
volume contido no eppendorf foi, entdo, dividido em quantidades aproximadamente iguais por
alguns frascos contendo o meio RCM. Depois de crescidos por cerca de 18 horas em shaker a
37°C e 150 rpm, os frascos foram mantidos sob refrigeragdo a 4°C para uso durante as
analises.

Sempre que necessario, o repique era refeito, de forma a manter sempre um niimero de
frascos suficiente para os experimentos a serem realizados. Para os novos repiques,
usualmente cerca de 5 mL de cultura crescida em meio RCM era transferida para novo frasco

contendo 50 mL de meio RCM estéril e purgado com nitrogénio.

I11.5.3 Testes bioquimicos

Testes bioquimicos e fisiologicos s@o testes utilizados para caracterizar e identificar
espécies bacterianas através da constatagdo da presenga ou auséncia de certas enzimas
bacterianas. Varios testes bioquimicos sdo descritos na literatura, incluindo fermentagao de
carboidratos € outros compostos, redu¢ao de nitrato, producdo de indol e de sulfeto de
hidrogénio e hidrolise de gelatina e de ureia. O resultado final observado se baseia no balango
entre reacdes opostas. (CLARKE e COWAN, 1952).

Em muitos casos, esses testes sdo utilizados na literatura para auxiliar na identificacao
de determinada espécie de um género. Ainda assim, esses testes s3o uma ferramenta util para
auxiliar no suporte de identificacdo das bactérias isoladas, juntamente com a técnica da
Coloragdo de Gram. Além disso, ainda que ndo sejam totalmente conclusivos, auxiliam na

elucidacao de caracteristicas importantes das bactérias isoladas que, posteriormente, podem
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servir como base para produ¢do de insumos de interesse e para entender o metabolismo de tais
bactérias.

Dentre os muitos testes bioquimicos existentes, foram selecionados os seguintes: Teste
da Enzima Catalase, Teste da Hidrolise da Gelatina, Teste Sulfeto-Indol-Motilidade, Teste
Triple-Sugar Iron (TSI), Teste da Enzima Urease e Teste da Reducdo do Nitrato. Os
protocolos utilizados em cada um destes testes estdo descritos com mais detalhes em

Biscainho (2016). A seguir, ¢ descrito brevemente o que cada teste visa a identificar.

Teste da enzima catalase

O objetivo deste teste ¢ verificar a presenca da enzima catalase, responsavel por
neutralizar os efeitos toxicos do perdxido de hidrogénio, liberado por algumas bactérias como
produto final do catabolismo de carboidratos. A enzima atua na decomposicao do peroxido de
hidrogénio em agua e oxigénio (Equagdo 1), reacdo caracterizada pela rapida e intensa
liberacdo de bolhas (UK Standards for Microbiology — Catalase Test):

2H,0, - 2H,0+ O, (D

Teste da hidrélise da gelatina

O objetivo do teste ¢ verificar a produgdo de gelatinases, um grupo de enzimas
extracelulares, produzidas e secretadas por alguns micro-organismos para a hidrolise da
gelatina. Esse teste auxilia na identificacdo de bactérias de varios géneros (HARLEY e
PRESCOTT, 2002).

A gelatina ¢ uma mistura de polipeptideos, derivados do colageno. Quando
hidrolisados pela gelatinase, tem-se como resultado uma mistura de aminoacidos, que podem
ser assimilados pelas células para uso em seu metabolismo.

A gelatina normalmente sofre liquefagdo acima de 28°C, mas apenas quando
hidrolisada, perde sua capacidade de gelificacdo. Assim, para verificagdo da hidrolise, apos
incubagao, os tubos devem ser colocados em refrigerador ou banho de gelo. Se a gelatina tiver
sofrido hidrolise, o meio ndo mais permanecera solido apos resfriado. Entretanto, caso o
aspecto liquido observado seja apenas devido a liquefacdo pela temperatura de incubagao, ela

gelificara novamente (HARLEY e PRESCOTT, 2002).
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Teste Sulfeto-Indol-Motilidade (SIM Motility)

Este teste se baseia na utilizacdo do mesmo meio para avaliar trés caracteristicas do
micro-organismo: capacidade de producdo de H,S, motilidade e produgdao de indol, pela
presenca da enzima triptofanase (LEBOFF e PIERCE, 2010).

O H,S liberado pode ser devido a presenca da enzima cisteina-desulfurase, que
catalisa a reagcdo de formacdo de piruvato, liberando H,S, ou, ainda, proveniente da redugdo
de compostos sulfurados inorgéanicos. Algumas bactérias reduzem o tiossulfato a sulfito, pela
acdo da enzima tiossulfato-redutase, liberando H,S (HARLEY ¢ PRESCOTT, 2002).

Como o H,S ¢ incolor, o componente sulfato ferroso amoniacal ¢ utilizado como
indicador da presenca desse gas: o H,S combina-se com os ions ferrosos, formando um
precipitado de coloragdo escura. A auséncia de precipitado indica que ndo houve liberacao de
H,S (HARLEY e PRESCOTT, 2002).

A motilidade, por sua vez, ¢ um aspecto fisiologico, detectavel devido a caracteristica
semissolida do meio. A inoculacdo ¢ feita com auxilio de uma agulha, em uma linha vertical.
Se a motilidade for negativa, o crescimento ficara restrito a linha de inoculagdo. Caso
contrario, os micro-organismos moveis migram pela linha do inéculo e difundem-se no meio
causando turbidez (Anvisa - Descricdo dos Meios de Cultura Empregados nos Exames
Microbiologicos), observando-se crescimento além da linha de inoculacdo. No caso de
producdo de H,S, se houver motilidade, a cor escura ¢ observada além da linha de inoculagao;
caso contrario, ela é observada apenas ao longo dessa linha de inoculagio (HARLEY e
PRESCOTT, 2002).

Ja produgdo do indol se d4 quando o micro-organismo possui a enzima triptofanase. O
indol ¢é produzido através da desaminacdo e hidrolise do triptofano. A deteccdo da produgao
de indol pode ser feita pela adicdo dos Reativos de Ehrlich ou de Kovac. Ambos contém p-
dimetilaminobenzaldeido que, reagindo com o indol, produz um composto azo de coloragédo
avermelhada (UK Standards for Microbiology Investigations — Indole test). Assim, a detecgao
do indol se da pela formacdo de um anel de coloracdo vermelha, enquanto sua auséncia

caracteriza-se pela formag@o de um anel amarelado.
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Teste Triplo-Acucar-Ferro (Triple-Sugar Iron -TSI)

O objetivo deste teste € identificar bactérias conforme a capacidade de fermentacdo de
carboidratos — glicose, lactose e sacarose e na producao de gas, usualmente CO,, e de H,S. O
indicador vermelho de fenol € incorporado ao meio para identificacdo da produgao de acidos a
partir da fermentagdo de carboidratos. Da mesma forma que no teste SIM, ha adicdo de
tiossulfato e o sulfato ferroso € utilizado como indicador (LEBOFF e PIERCE, 2010).

Se ndo houver mudanca de coloragdo, o micro-organismo nao foi capaz de consumir
nenhum dos trés carboidratos presentes. Quando o micro-organismo consome apenas glicose,
inicialmente, 0 meio se torna totalmente amarelo. Entretanto, como a glicose estd em baixa
concentracdo, ela sera totalmente consumida em cerca de 12 horas. Conforme a glicose for
usada, os micro-organismos irdo quebrar aminoacidos, liberando amoénia e outros compostos
alcalinos que aumentam o pH. Esse processo leva aproximadamente 18 horas e geralmente
fica limitado a regido inclinada (LEBOFF e PIERCE, 2010).

Quando tanto a superficie inclinada quanto o fundo do tubo se tornam amarelos,
significa que o micro-organismo foi capaz de consumir, além da glicose, também lactose e/ou
sacarose, levando a um maior acimulo de acidos devido a maior concentracdo desses
acucares no meio (LEBOFF e PIERCE, 2010).

A formacdo de outros gases ¢ detectada por fissuras no agar. Se a liberacao de gas for
intensa, o meio pode ser inclusive empurrado para cima no tubo. Quando ha producao de H,S,
significa que a base ¢ sempre acida. (HARLEY e PRESCOTT, 2002; LEBOFF e PIERCE,
2010). A Tabela 1 resume as possibilidades de resultados e facilita o entendimento dos
resultados.

Tabela 1. Possiveis resultados e interpretacdes do teste TSI (elaborado pelo autor).

Interpretagdo dos resultados do Teste TSI

Interpretagdo
Fermentagdo de glicose Fermentagdo de lactose e/ou sacarose Liberagio de H,S

Aspecto do tubo

Fundo alcalino e rampa alcalina sem precipitado preto - - -
Fundo alcalino e rampa alcalina com precipitado preto - - +
Fundo 4cido e rampa alcalina sem precipitado preto
Fundo 4cido e rampa alcalina com precipitado preto
Fundo 4cido e rampa acida sem precipitado preto
Fundo 4cido e rampa acida com precipitado preto

- +

+ + 4+ +
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Teste da enzima urease

r

O objetivo deste teste é verificar a presenca da enzima urease, através da capacidade do
micro-organismo de realizar a hidrélise da ureia, produzindo duas moléculas de amoénia e

didxido de carbono, conforme a reacdo mostrada na Equacao II:

(NH,),CO + H,0 » 2 NH; + CO, (1D)

A detec¢io da produgdo de amoénia ¢é feita utilizando-se um indicador de pH,
usualmente o vermelho de fenol. Se ocorrer a hidrélise da ureia, com liberacdo de aménia, o
meio torna-se alcalino e o indicador adquire coloracdo rosa. (UK Standards for Microbiology
Investigations — Urease test).

Ha dois meios que podem ser utilizados para a detec¢do da urease: o Christensen’s
urea agar, e o Stuart’s urea broth. Este ultimo ¢ altamente tamponado e requer grandes
quantidades de amonia para provocar alteragdo de cor (UK Standard for Microbiology
Investgations — Urease Test). O meio de Christensen’s ¢ mais sensivel a detecgdo de ureia do
que o meio de Stuart, por ser menos tamponado, além de conter glicose e peptona.

Além disso, ha possibilidade, ainda, de avaliar a rapidez com que os micro-organismos
hidrolisam a ureia bem como a produg¢do de urease. Os micro-organismos chamados positivos
rapidos produzem reagdes fortemente positivas em menos de 6 horas, com mudanca de cor em
todo o tubo. Nos positivos tardios, geralmente a mudanca de cor ¢ observada apenas na rampa
apos 6 horas de incubagdo, podendo se espalhar pelo tubo em periodos mais longos de
incubacdo. Qualquer mudanca de cor, ainda que fraca, indica resultado positivo (ASM
Microbe Library — Urease Test Protocol). A Tabela 2 resume os possiveis resultados

observados em meio de Christensen.

Tabela 2. Interpretacio do teste de urease (adaptado de LEBOFF e PIERCE, 2010).

Interpretagdo dos resultados do Teste da Urease
24 horas 24 horas a 5 dias Interpretagao
Meio totalmente rosa Hidrélise rapida e alta producgdo de urease
Meio parcialmente rosa Tubo parcialmente ou totalmente rosa Hidrdlise lenta e fraca produgdo de urease
Meio amarelo ou alaranjado Tubo parcialmente ou totalmente rosa Hidrdlise lenta e fraca produgao de urease
Meio amarelo ou alaranjado Meio amarelo ou alaranjado Sem hidrdlise de ureia - urease negativo
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Teste de reducao de nitrato

O teste baseia-se em identificar a presenca da enzima nitrato redutase, responsavel
pela reacdo de redugdo do nitrato a nitrito € que indica a capacidade do micro-organismo
utilizar nitrato como aceptor de elétrons na respiracdo anaerdbia. Essa reagdo ocorre em uma
unica etapa. Posteriormente, em um processo de vérias etapas conhecido como desnitrificagdo
(LEBOFF e PIERCE, 2010), o nitrito formado pode ser, ainda, subsequentemente reduzido a
diversos compostos nitrogenados (NO,", N,O, N,, NH3) (ASM MicrobeLibrary).

Ao contrario de muitos meios diferenciais, ndo ha indicadores envolvidos. As
mudangas de coloragdo sdo resultado de reagdes entre produtos do metabolismo e reagentes
adicionados ao final do tempo de incubac¢ao (LEBOFF e PIERCE, 2010).

A detecgao se baseia no uso de uma solucdo acida de acido sulfanilico e a-naftilamina.
Se houver nitrito no meio, o nitrito ird formar acido nitroso que, a0 combinar-se com o acido
sulfanilico, forma um composto azo que, por sua vez, reage com a a-naftilamina, formando
um composto de coloracdo avermelhada. Essa reacdo esta representada na Figura 11.
Portanto, se o meio adquire coloragdo vermelha apos a adigdo desses reagentes, ¢ um

resultado positivo para a reducdo do nitrato (LEBOFF e PIERCE, 2010).

Da redugéo do NOs

NO2 - naftilamina
H,0 A~ -~
” ~ T N
o . ]
N4, HNO; N N N A
l S S " “
/:’_\_\. H,O ’/_f"'--‘ " H,O _ f\\\ — Py PN
> . ~ “ L. =
N N N
SOH SOH SOH N,
Acido sulfanilico Acido sulfanilico p-sulfobenzeno-azo- a- naftilamina
diazotado

Figura 11. Reacdo do NO, em meio acido com acido sulfanilico e com a-naftilamina,
formando um composto azo de coloracio avermelhada (adaptado de LEBOFF e PIERCE, 2010).

A auséncia de colorag@o vermelha pode ter trés interpretacdes: (1) o micro-organismo
foi incapaz de reduzir o nitrato; (2) o nitrato foi reduzido diretamente a outros compostos
nitrogenados que nao o nitrito ou; (3) o nitrito formado foi subsequentemente reduzido a
outros compostos, como amdnia ou nitrogénio molecular (ASM MicrobeLibrary).

Como visualmente ndo ¢ possivel detectar a diferenca entre os dois casos, outro teste

se faz necessario. Adiciona-se uma pequena quantidade de zinco em pd, capaz de catalisar a
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rea¢do de nitrato a nitrito e, se o tubo adquirir coloracdo vermelha, isso indica que havia
nitrato ndo reduzido remanescente no meio. Portanto, nessa etapa, a coloracdo vermelha
significa que o micro-organismo nao foi capaz de reduzir o nitrato; portanto, o resultado ¢
negativo. Por outro lado, se 0 meio permanecer incolor apos a adi¢do de zinco, o micro-
organismo foi capaz de reduzir o nitrato, mas este ou o nitrito formado foram reduzidos a
outros compostos nitrogenados (LEBOFF e PIERCE, 2010). A Tabela 3 resume os possiveis

resultados encontrados apo6s a realizagao dos dois testes.

Tabela 3. Possiveis resultados e interpretacdes do teste de reducio de nitrato
(elaborada pelo autor).

Interpretagao dos resultados do Teste da Redugdo de nitrato

Coloragdo apos adigao de acido Coloragdo apos adicao N .
Reducdo de nitrato

sulfanilico e a-naftilamina de zinco em pé
Vermelho -
Incolor Incolor
Incolor Vermelho -

------ ndo é necessaria adigdo de zinco

I11.5.4 Fermentac¢ao

Uma grande variedade de produtos pode ser sintetizada por bactérias anaerdbias. O
objetivo era avaliar o potencial biotecnologico das espécies isoladas na produgdo de insumos
industriais em geral. Entretanto, industrialmente, a producdo de solventes por espécies de
Clostridium ¢ uma rota bastante relevante. Como havia possibilidade de que as espécies
isoladas pertencessem ao género Clostridium, o meio foi escolhido pensando-se numa
possivel producdo de solventes, através da fermentacdo ABE. Entretanto, como o meio
escolhido contém glicose como carboidrato e outros suplementos contendo nitrogénio, fésforo
e potassio, demandas comuns a muitas espécies bacterianas, eventualmente, ele possibilitaria
também a producao de outros insumos.

A composi¢do do meio utilizado para fermentagdo foi descrito por Yadav et al. (2014),
substituindo-se a fonte de carbono de glicerol para glicose. O meio tem a seguinte
composicio: Glicose (10 g.L ™), Peptona (10 g.L™"), Extrato de levedura (5 g.L"), K;HPO, (3
g L"), Na,CO; (1 gL™), CaCl, (0.2 gL', MgClL.6H,0 (0,2 g.L™"), NasS (0,02 gL e
(NH4)2S04 (5 g.L).

Os ensaios foram destrutivos, realizados em triplicata, e os frascos foram deixados sob

agitagcdo em shaker a 150 rpm e 37°C por 48 horas.
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I11.6 Experimentos conduzidos no presente trabalho

Os experimentos realizados no presente trabalho tiveram como objetivo elucidar
alguns aspectos do estudo anterior. O primeiro experimento foi a adi¢do de ferro ao meio de
fermentagdo utilizado, para verificar se os micro-organismos isolados possuem capacidade de
producdo de solventes, e apenas houve um desvio de rota metabolica ou se esses micro-
organismos ndo sao produtores de solventes.

Concomitantemente, foi realizada uma identificacdo preliminar dos micro-organismos,
essencial para compreender seu comportamento quando submetidos a fermentacdo em
diferentes meios, bem como avaliar se as condi¢des de temperatura e pH escolhidas foram as
mais adequadas para a fermentacao.

Nos estudos anteriores, foram obtidos oito isolados que, por ndo terem sido
identificados, foram referidos provisoriamente com ntimeros de 1 a 8. Todos os isolados, com
excecdo do isolado 7, tiveram perfis bastante semelhantes de obtencdo de produtos: apos 48
horas de fermentacdo, observaram-se concentracdes significativas de 4cido latico e
quantidades de glicose remanescente no meio relativamente altas. Ndo foram observados
picos detectaveis correspondentes aos tempos de retengdo de butanol, butirato, acetato e
acetona. Dentre esses isolados, destacou-se o isolado 1, que, apos 48 horas de fermentag@o,
havia produzido acido latico na concentragdo de 7,5 + 0,23 g/L.

O isolado 7, por sua vez, apresentou, apés 48 horas, um pico significativo em um
tempo de retencao de aproximadamente 12,5 minutos. Além disso, a concentragdo de acido
latico foi inferior aquela produzida pelos outros isolados e ndo havia concentracdes
significativas de glicose ao final das 48 horas de fermentacao.

Assim sendo, os isolados 1 e 7 foram os escolhidos para estudos mais aprofundados.
Para esses isolados, o primeiro experimento foi a retirada de amostras intermedidrias ao longo
da fermentagdo, para avaliar o perfil de obtencdo dos produtos e de consumo de substratos e

também acompanhar as fases do crescimento celular.

I11.6.1 Identificacdo preliminar dos isolados

Para a realizagdo do presente estudo, os micro-organismos utilizados foram as oito
cepas selvagens isoladas anteriormente € que ainda ndo haviam sido identificadas. Identificagdo

dos isolados
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No presente trabalho, os oito isolados foram levados para identifica¢@o preliminar, que
teve como objetivo elucidar algumas hipdteses levantadas em estudos prévios (BISCAINHO,
2016). O procedimento para identificacdo foi conduzido no Laboratério de Anaerdbios, sob
orientacdo do Professor Leandro Lobo, no Centro de Ciéncias da Saide da UFRJ. Antes da
identificacdo propriamente dita, colonias de cada isolado, conservados em meio liquido RCM,
foram transferidas para meio RCM solido e crescidas em placa em cadmara de anaerobiose por 5
dias a 37°C.

Para verificar se o0s micro-organismos eram anaerobios estritos ou anaerébios
facultativos (ou aerotolerantes), colonias foram também crescidas em placas em aerobiose,
nas mesmas condi¢des de temperatura e tempo de incubagao.

A identificacdo foi realizada por espectroscopia de massas de ionizagao e dessor¢ao a
laser assistida por matriz e tempo de voo (Matrix-assisted laser desorption/ionization Time off
light mass spectroscopy — MALDI-TOF MS).

Para isso, colonias de cada isolado foram passadas, em duplicata, em palito estéril, em
uma microplaca metalica, seguindo-se a adi¢do de 1 pL de 4cido metanoico 0,1% m/v e de 1
pL de &cido a-ciano-4-hidroxicindmico, que funciona como matriz. Apos secar a temperatura
ambiente, o material foi analisado € comparado a um banco de dados. As colonias foram
identificadas como pertencentes a uma determinada espécie quando o score, isto ¢, o grau de
compatibilidade ao comparar a colénia com uma colonia conhecida do banco de dados era
maior que 2,0.

Foi escolhido um método rapido e de facil execucdo, porém, cujos resultados ndo sdo
necessariamente os mais acurados, sendo esta a razdo pela qual tal identificagdo foi

considerada preliminar.

111.6.2 Obtencao do inéculo

A partir dos frascos de penicilina contendo as células preservadas em liquido RCM a
4°C, inoculava-se, de forma estéril com uma agulha, um volume que fornecia a concentragdo
de células desejada no inoculo inicial da fermentacdo. Tal concentragdo era calculada a partir

da correlagdo entre absorbancia (ODgg) € as curvas de peso seco previamente obtidas.
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I11.6.3 Avaliacdo do potencial fermentativo dos isolados 1, 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 8 em meios

contendo ferro

Nos estudos anteriores, algumas hipoteses haviam sido levantadas quanto a auséncia
de producdo de solventes pelos micro-organismos isolados. O meio utilizado para
fermentacdo ndo continha ferro e, visto que, em micro-organimos produtores de solventes
pela fermentagdo ABE, uma das enzimas responsavel pela transicdo da fase acidogénica para
a fase solventogénica ¢ uma ferredoxina e, portanto, dependente de ferro, uma das hipdteses
foi a de que a falta de ferro no meio poderia ter sido responsavel pela auséncia de producao de
solventes.

Para verificar essa questdo, primeiramente foi realizada uma fermentacdo semelhante
aquela descrita no item II1.5.4, referente ao estudo anterior. O meio de fermentacdo foi o
mesmo, sendo acrescido de 0,1% m/v de Fe,(SO)4.7 H,O. Essa concentracdo de ferro foi
obtida a partir dos estudos de Al-Shorgani et al. (2016), que produziram solventes em um
meio contendo esse componente nessa concentragao.

Posteriormente, além do meio proposto por Yadav et al. (2014), como a concentragdo
de ferro havia sido obtida do estudo dos autores Al-Shorgani et al. (2016), o meio TYA
proposto pelos mesmos foi também utilizado para verificar os produtos obtidos. Os autores
utilizaram, em seu estudo, diferentes relagdes triptona/extrato de levedura e utilizaram tanto
acetato de sodio quanto acetato de amonio, bem como diferentes concentragdes de glicose. No
presente estudo, a concentragdo de glicose utilizada foi de 10 g.L™', visto que o objetivo era
fazer uma comparagdo com o meio utilizado previamente, de forma que resolveu-se utilizar a
fonte de carbono na mesma concentragdo. Além disso, optou-se pelo acetato de sodio.

Os autores propuseram, ainda, condigoes de pH e temperatura diferentes daquelas
utilizadas anteriormente, sendo o pH inicial ajustado para 6,5 ¢ a temperatura de fermentacao de
30°C. No entanto, como o objetivo era a compara¢do com o meio utilizado nos experimentos
anteriores, as condigdes de temperatura de 37°C, pH inicial ajustado para 7,0 foram mantidas.

Em ambos os casos, os ensaios foram realizados de forma destrutiva em frascos de
penicilina de 50 mL de meio de fermentacdo e colocados em shaker a 150 rpm. Foram feitas
leituras em triplicata de pH e absorbancia antes e depois de 48 horas de fermentacao.

Para facilitar a comparagdo entre os diferentes meios utilizados, as composicdes dos

trés meios foram resumidas na Tabela 4 a seguir.
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Tabela 4. Composicoes dos trés meios de fermentacio utilizados

Meio Yadav et al. (2014)

Meio Yadav et al. (2014)
acrescido de ferro

Meio TYA
(Al-Shorgani et al, 2016)

Glicose (10 g.L'l)

Peptona (10g.L-1)

Extrato de levedura (5g. L'l)
K,HPO, (3g.L™")
Na,CO5(1g.L™")

CaCl, (0,2g.L™)

Glicose (10 g.L'l)

Peptona (10g.L-1)

Extrato de levedura (5 g.L'l)
K,HPO, (3g.L™")
Na,COs(1g.L™)

CaCl, (0,2g.L™")

Glicose (10 g.L'l)

Triptona (6 g.L-1)

Extrato de levedura (2 g.L'l)
Acetato de sédio (3 g.L'l)
Fe,S0,. 7H,0 (0,001 g.L™)
MgS0, (0,3 g.L™)

MgCl,.6H,0 (0,2 g.L™)
Na,S (0,02 gL
(NH,),50,4 (5g.L%)
Fe,SO,. 7H,0 (0,1% m/v)

MgCl,.6H,0 (0,2 g.L™")
Na,S (0,02 gL
(NH,),50, (5g.L™")

Os cromatogramas obtidos no estudo anterior mostraram comportamento bastante similar
entres todos esses isolados. Portanto, dado o objetivo de avaliar a capacidade biotecnologica dos
isolados de forma mais aprofundada, e sendo o isolado 1 o que havia apresentado maior producao
de acido latico, esse isolado foi escolhido para fermentagdo com leituras periddicas, assumindo-se
que ele representaria o comportamento cinético dos outros isolados.

Assim, para os isolados 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 8 as leituras foram realizadas apenas no tempo
inicial e apds 48 horas de fermentagdo, mas para o isolado 1 foram feitas leituras periddicas, que
permitiriam obter perfil de crescimento e de obtencdo de produtos, auxiliando na avaliacdo de
algumas hipoteses anteriormente levantadas.

A fermentagdo também foi realizada de forma destrutiva, em frascos de penicilina de 20
mL, contendo os diferentes meios de fermentacdo estéreis, previamente purgados com nitrogénio
e com tampa de borracha e lacre de aluminio. Dada a grande quantidade de amostras, por tratar-se
de um ensaio destrutivo, cada leitura foi realizada em duplicata.

A cada leitura, foram feitas medidas de pH e absorbéancia (ODgg). Inicialmente, foram
feitas leituras a cada trés horas, até 48 horas de fermentagdo. Porém, de acordo com o
comportamento dos isolados, quando a fase exponencial do crescimento ocorreu muito
rapidamente, foi necessario realizar leituras intermediarias. Como os ensaios eram destrutivos,
tomou-se o cuidado de inocular sempre a mesma concentragdo inicial de células em cada frasco,
de forma a minimizar interferéncias que possivel diferenca na concentragdo de inodculo poderia

causar, dificultando as analises.
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I11.6.4 Experimentos com os isolado 7

111.6.4.1 Identificacao do composto desconhecido detectado no cromatograma

Antes mesmo da identificacdo preliminar dos micro-organismos, ja havia sido
levantada a possibilidade, a partir dos resultados dos estudos prévios e com base em alguns
estudos da literatura, de que o produto ainda nao identificado visualizado no cromatograma do
isolado 7 ap6s 48 horas de fermentacdo fosse acido propidnico. Assim, o primeiro passo antes
de trabalhar com o isolado 7 foi confirmar essa hipotese. Para isso, um padrdo de acido
propidnico foi preparado e uma amostra da fermentagdo foi novamente analisada por HPLC,

nas condi¢oes descritas na Sec¢ao I11.7.1

111.6.4.2 Levantamento de perfis cinéticos em diferentes meios de fermentacao

Assim como para os outros isolados, as fermentacdes foram realizadas em trés meios
diferentes: meio proposto por Yadav et al. (2014) (utilizado no estudo anterior), meio Yadav
et al. (2014) adicionado de 0,1% de FeSO4.7 H,O e meio TYA proposto pelos autores Al-
Shorgani et al. (2016).

A fermentagdo também foi realizada de forma destrutiva, em frascos de penicilina de
20 mL, contendo os diferentes meios de fermentacdo estéreis, previamente purgados com
nitrogénio e com tampa de borracha e lacre de aluminio. Dada a grande quantidade de
amostras, por tratar-se de um ensaio destrutivo, cada leitura foi realizada em duplicata.

A cada leitura, foram feitas medidas de pH e absorbancia (ODgg). Inicialmente, foram
feitas leituras a cada trés horas, até 48 horas de fermentacdo. Porém, de acordo com o
comportamento dos isolados, quando a fase exponencial do crescimento ocorreu muito
rapidamente, foi necessario realizar leituras intermedidrias. Como os ensaios eram destrutivos,
tomou-se o cuidado de inocular sempre a mesma concentragdo inicial de células em cada
frasco, de forma a minimizar interferéncias que possivel diferenca na concentragdo de indculo
poderia causar, dificultando as analises.

As condi¢des foram as mesmas utilizadas anteriormente: pH inicial ajustado para 7,0;

temperatura de 37°C e agitagdo em shaker de 150 rpm.
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111.6.4.3 Meios especificos para a producio de acido propionico

Para esse isolado, a identificacdo preliminar realizada por espectroscopia de massas,
bem como a andlise dos produtos obtidos anteriormente sugeriram a producdo de acido
propionico. Posteriormente, a producdo de acido propionico foi confirmada. Assim sendo,
além dos trés meios utilizados anteriormente, buscaram-se na literatura algumas referéncias
de meios de cultivo para a produgdo de acido propidnico, inclusive utilizando glicerol como

fonte de carbono.

Levantamento de curva cinética em meios contendo glicose, glicerol e em co-
fermentacio glicose/glicerol

No estudo de Liu et al. (2011), os autores realizam uma comparagao de trés meios. A
base dos trés meios (meio TY) era a mesma: Triptona (5 g.L'l), Extrato de levedura (1 g.L'l),
KH,PO4 (2,5 g.L'l) e KbHPO, (1,5 g.L'l), diferindo apenas na fonte de carbono. A esse meio
base, foram adicionados 40 g.L' de glicerol (meio TYG), 40 g.L"' de dextrose (meio TYD) e
mistura de glicerol/glicose na propor¢éo 4:1 (meio TYM).

Os mesmos meios propostos pelos autores foram utilizados para avaliar a producdo de
acido propionico pelo isolado 7.

As condigoes de pH e temperatura propostos pelos autores também diferia daquelas
utilizadas anteriormente, sendo o pH inicial ajustado para 6,5 e a temperatura de fermentagao
de 30°C. Assim, o isolado 7 foi mantido, em cada um dos meios, sob essas condi¢des em
shaker a 150 rpm. Os ensaios realizados também foram destrutivos, realizados em frascos de
penicilina de 20 mL em duplicata. Da mesma forma que anteriormente, foram feitas leituras

periodicas para avaliar os perfis de crescimento celular e produg@o de insumos.

II1.7 Estudos anteriores

A seguir, sao mostrados os principais resultados obtidos por Biscainho (2016) e que
serdo relevantes para efeitos de discussdo e comparagdo com os resultados obtidos no presente

trabalho.
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II1.7.1 Resultados da microscopia por Coloracao de Gram

Fotos de microscopia com a técnica da colora¢do de Gram de cada um dos isolados

estdo mostradas na Figura 12.
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Figura 12. Morfologia microscoépica dos isolados.
Técnica da Coloracio de Gram (aumento de 1000x).

Todos os isolados sdo bactérias Gram-positivas. Principalmente para os isolados 1, 2, 3, 4,
5, 6 ¢ 8, que eram muito pequenos, foi dificil avaliar se eram cocos ou coco-bacilos. O isolado 7

era um pouco maior e tinha forma mais alongada, similar a de um bastonete.
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I11.7.2 Testes bioquimicos

A Tabela 5 a seguir resume os resultados encontrados em Biscainho (2016) nos testes
bioquimicos anteriormente realizados. Os sinais de + indicam resultado positivo e os sinais de -,
resultados negativos. Esses resultados podem corresponder a presenca de uma enzima (no caso da
catalase, da urease e das gelatinases) ou ainda se o micro-organismo liberou ou consumiu

determinada substancia no meio (consumo de carboidratos e liberagdo de H,S e/ou outros gases).

Tabela 5. Medidas de pH e respectivos desvios-padrdes do meio de
fermentacio para cada isolado antes e depois da fermentacao (resultado de estudo anterior).

Testes Isolado 1 Isolado 2 Isolado3 Isolado4 Isolado5 Isolado 6 Isolado7 Isolado 8

Catalase - - - - - - - -
Hidrolise da gelatina | t (24 horas) + (48 horas) + (24 horas) + (48 horas) + (72 horas) + (72 horas) ~ (14 dias) + (48 horas)

Liberaciao de H,S - - - - - - - -
Motilidade + + + + + + + -
Indol - - - - - - - -
Fermentacio da glicose + + + + + + + +
Fermentagao da lactose + + + + + + + -
Fermentac¢io da sacarose + + + + + + + -
Liberacio de gases - - - - - - - -
Enzima urease - - + + - - + -

Reduciio do nitrato Red-ugf?lo a Redyc,jéo a Red.ugféo a Red-uc,jéo a Red}lgféo a Red-u(,jéo a

nitrito nitrito nitrito nitrito - - nitrito nitrito

Dentre os resultados, destacam-se a capacidade de utilizar nitrato, que pode estar
relacionada ao ambiente de que foram isoladas. Segundo Leboff e Pierce (2010), o nitrato, por
ser bastante soltvel ¢ lixiviado de solos e fundamentalmente reside nos oceanos. Esses micro-
organismos foram isolados de solos de manguezais, que sofrem grande influéncia das marés e
em que os nutrientes tendem a ficar retidos pela deposi¢c@o de sedimentos. Portanto, é possivel
que alguns deles tenham, ao longo da evolugdo, desenvolvido a capacidade de reduzir o
nitrato a nitrito no processo de desnitrificagdo, em que o nitrato funciona como aceptor de
elétrons na respiracdo anaerdbia. Esse processo ¢ essencial para a manutengdo do nitrogénio

disponivel nos solos.

II1.7.3 Fermentac¢ao

As tabelas a seguir resumem os resultados da fermentagdo, realizada no meio proposto
pelos autores Yadav et al. (2014), descrito anteriormente. Para cada isolado, foram feitas

leituras de pH e absorbancia no tempo t=0 e ap6s 48 horas de fermentacdo. Os produtos foram
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quantificados e identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia e a concentrag@o

calculada a partir das curvas de calibracdo obtidas para cada um dos compostos identificados.

Vale ressaltar que o cromatograma do isolado 7 apresentava um pico consideravel no

tempo de retencdo de aproximadamente 12,6 minutos, mas como o composto ndo havia sido

identificado, suas concentragdes e fatores de rendimento ndo puderam ser calculados.

O pH do meio de fermentacdo para cada isolado antes e depois da fermentagdo esta

indicado na Tabela 6. Como o pH foi medido em triplicata, os desvios padrdes também estao

indicados na tabela.

As concentragdes de células

Tabela 6. Medidas de pH e respectivos desvios-padroes do meio de
fermentacio para cada isolado antes e depois da fermentaciio no meio proposto por Yadav et al. (2014)
(resultado de estudo anterior).

t=0 t=48h
Isolado1 | 7,80+0,02 4,97 £0,09
Isolado2 | 7,64+0,01 4,15+0,03
Isolado3 | 7,67+0,03 4,47 £0,01
Isolado 4 | 7,77+0,01 4,52 +0,05
Isolado5 | 7,75+0,01 4,15+0,03
Isolado 6 | 7,92+0,02 4,76 £0,03
Isolado7 | 7,12+0,20 4,15+0,03
Isolado 8 | 7,74+0,02 5,07 £0,26

fermentagdo estdo na Tabela 7.

de cada isolado no inéculo e ap6és 48 horas de

Tabela 7. Concentracio de células para cada isolado antes e depois da fermentacio no meio

proposto por Yadav et al. (2014) a 37°C e 150 rpm (resultado de estudo anterior).

Xo (g,L'l) Xas (g.L-1) AX (g.L'l) A[Glicose] (g.L'l) A[L-lactato] (g.L'l) A[Etanol] (g.L'l]
Isolado 1| 0,070+ 0,003 1,406 + 0,014 1,336 2,24+0,09 7,55+0,23 0,15+0,01
Isolado 2| 0,081+ 0,003 0,443 + 0,009 0,362 2,52+0,20 579+0,41 --——----
Isolado 3| 0,057 +0,0005 0,253+ 0,001 0,196 3,57+0,28 4,08 +0,15 0,13+0,01
Isolado 4| 0,084+ 0,001 0,492+ 0,017 0,408 3,79+0,14 4,91+0,38 0,11+0,01
Isolado 5| 0,067 £ 0,006 1,482 £ 0,056 1,415 4,34+0,25 3,39+0,23 0,16 £0,01
Isolado 6| 0,105+ 0,002 0,921+ 0,003 0,816 1,71+0,06 6,90+ 0,15 0,14 +£ 0,002
Isolado 7| 0,075+ 0,002 1,440+0,01 1,365  -eeeeee- 1,02+0,05 0,31+ 0,01
Isolado 8| 0,204 + 0,006 2,387 + 0,032 2,183 4,50+0,11 3,09+0,13 0,18 + 0,002

[Glicose]o 10 g.L'1
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Conforme se pode observar, todos os isolados, com exce¢do do isolado 7, tiveram
perfis bastante semelhantes de produtos: a produgdo de acido latico foi relevante e ndo foram
observados picos detectaveis correspondentes aos tempos de retencdo de butanol, butirato,
acetato e acetona. Em todos, observaram-se ainda picos correspondentes a glicose, e, em
alguns, a concentracdo de glicose remanescente ao final do processo foi bastante relevante,
indicando que a glicose nao foi totalmente consumida durante a fermentacao.

Como mencionado previamente, solos de manguezais sdo fontes de isolamento de
espécies acetogénicas. Apesar de ndo terem sido observadas concentragdes significativas de
acetato, algumas dessas espécies tém capacidade de desviar a rota quando as condicdes se
tornam menos anoxicas. Nas condi¢des do processo, se houver bactérias acetogé€nicas
presentes, € até mais provavel que ocorra o desvio de rota do que a producdo de acetato,
porque as condi¢des ndo sdo andxicas.

Embora tenha sido realizada purga com nitrogénio, a distribuicdo do nitrogénio no
meio ndo ¢ totalmente homogénea, de forma que o meio ainda possui certa quantidade de
oxigénio dissolvido, mesmo apo6s a purga. Dependendo da tolerdncia ao oxigénio apresentada
pela linhagem, essa quantidade de oxigénio pode ser suficiente para que haja desvio de rota.

Na espécie C. glycolicum, utilizada como exemplo, o desvio de rota da produgdo de
acido acético se da justamente para uma rota em que sao produzidos lactato e etanol, produtos
observados nos cromatogramas de quase todos os isolados, embora o etanol quase sempre
tenha sido detectado em baixas quantidades quando comparado ao lactato.

Entretanto, os resultados observados nao descartam a possibilidade de que as espécies
isoladas sejam solventogénicas. Nesse caso, uma explicagdo bastante plausivel ¢ que a
auséncia de ferro no meio tenha dificultado a conversdo de piruvato a acetil-CoA. Conforme
foi mencionado por diversos estudos, o ferro ¢ um mineral importante no meio de
fermentacgdo, visto que a enzima PFOR, que realiza a conversao de piruvato a acetil-CoA ¢
uma proteina com centro-ferro-enxofre.

Com a rota da acetil-CoA ocorrendo de forma incipiente, a producdo de acidos e de
solventes fica comprometida, pois a acetil-CoA ¢ precursora tanto da producdo de acidos, na
fase acidogénica, quanto da producdo de solventes, na fase solventogénica. Além disso, os
proprios acidos que deixaram de ser produzidos, também ndo puderam ser convertidos a
solventes na fase solventogénica.

Embora em espécies solventogénicas o lactato ndo seja o principal produto de

fermentagédo, conforme mencionado por Gheshlaghi et al. (2009), a partir dos resultados de Bahl
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et al. (1986), sob condi¢des de estresse, incluindo a falta de ferro, o lactato pode ser o principal
produto de fermentacao.

Para os autores Tigunova et al. (2013), altas concentragdes de acido latico (superiores
a 2 g/L) sao um dos fatores que determinam o shift da fase acidogénica para a fase
solventogénica. Em todos esses isolados, as concentracdoes de lactato produzidas foram
superiores a 2 g/L, acima da concentragdo de lactato necessaria indicada por Tigunova et al.
(2013) para o shift de uma fase para a outra, corroborando a hipotese de que outro(s) fator(es)

contribuiram para o que shift ndo ocorresse.

I11.7.4 Conclusoes e hipdteses

As caracteristicas macroscopicas de crescimento das coldnias durante as etapas de
selecdo e isolamento, e as caracteristicas morfologicas observadas na Coloragdo de Gram
foram condizentes com bactérias Gram-positivas anaerdbias, mas ndo foram conclusivas
quanto ao gé€nero bacteriano aos quais os isolados pertencem.

Os resultados obtidos mostraram producdes significativas de acido latico pela maior
parte dos isolados, apesar de o meio e as condicdes utilizadas terem sido escolhidas pensando,
inicialmente, na produgao de solventes pela fermentacdo ABE.

Nao ¢ possivel afirmar que as espécies pertengam ao género Clostridium, e a alta
producdo de acido latico, principalmente pelo isolado 1, fizeram com que fosse levantada a
hipotese de que algumas das bactérias isoladas, principalmente o isolado 1, podem pertencer a
géneros como Lactobacillus.

Considerando-se que as espécies isoladas pertencam ao género Clostridium, duas
possibilidades principais foram levantadas: (1) as espécies sdo acetogénicas € ocorreram
desvios de rotas causados por condigdes Oxicas; (2) as espécies sao solventogénicas e, nesse
caso, a falta de ions ferro no meio de fermentagao desviou a rota de piruvato a acetil-CoA
para a rota de piruvato a acido latico, limitando a produgdo de outros acidos e solventes.

O isolado 7, que teve o perfil mais discrepante dos outros isolados, apresentou
menores produgdes de acido latico e um pico significativo, correspondente a um produto
ainda ndo identificado no tempo de retencdo de 13,2 minutos. Ha indicios de que esse pico
corresponda a um composto acido. Entretanto, ainda ndo se sabe se esse produto foi obtido
pela direta fermentacao da glicose, sendo produzido juntamente com lactato; ou se houve

consumo de lactato formado depois que a glicose foi totalmente consumida.
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Todas as hipoteses foram levantadas com base em estudos prévios, embora nem todas
elas sejam sustentadas por evidéncias 6bvias encontradas na literatura. Além disso, embora a
producdo de acido latico ocorra na fermentacdo ABE e seja colocada como necessaria para a
producdo de solventes, ndo ¢ possivel afirmar que os isolados que tiveram maior
produtividade em acido latico teriam maiores produtividades em termos de solventes.

Por isso, para confirmar as hipodteses e avaliar os isolados verdadeiramente potenciais
para producdo de insumos industriais, fizeram-se necessarios outros estudos, realizados no
presente trabalho, que irdo contribuir tanto para a compreensdo dos resultados anteriores

quanto para melhorias no processo.

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1 Identificacao preliminar

Na Tabela 8 sdo mostrados os resultados da identificagdo preliminar no equipamento
Maldi, incluindo a espécie compativel , de acordo com o banco de espécies utilizado para

comparagdo e o Score value (grau de compatibilidade entre o isolado e a espécie em questio.

Tabela 8. Resultados da identificacdo micro-organismos no equipamento Maldi-TOF.

P . Crescimento em
Espécie compativel Score Value

aerobiose
Isolado 1| Enterococcus faecium 2,074 +
Isolado 2 | Enterococcus faecium 2,289 +
Isolado 3 | Enterococcus faecium 2,263 +
Isolado 4 | Enterococcus faecium 2,272 +
Isolado 5| Enterococcus faecium 2,041 +
Isolado 6 | Enterococcus faecium 2,367 +
Isolado 7 |Propionibacterium acnes 2,009 +
Isolado 8 | Enterococcus faecium 2,219 +

Segundo essa identificagdo, todos os isolados pertenceriam a mesma espécie,
identificada como Enterococcus faecium, com excegdo do isolado 7, que pertenceria ao
género Propionibacterium. Todos os isolados cresceram também em aerobiose, conforme

informado pelo Professor Leandro Lobo, responsavel pelas analises.
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A identificagdo do isolado 7 foi condizente com o comportamento observado
anteriormente e levou a investigacdo da producdo de 4cido propidnico, confirmada
posteriormente.

Além disso, bactérias propidnicas sdo geralmente Gram-positivas, t€m forma de
bastonetes e sdao anaerobias facultativas (CASTRO, 2014). As caracteristicas observadas ao
microscopio para essas bactérias sdo coerentes com as caracteristicas morfologicas comuns em
bactérias propidnicas. Além disso, como todos os isolados cresceram na presenga de oxigénio, €
provavel que sejam anaerobios facultativos ou, no minimo, aerotolerantes, embora todos eles
tenham mostrado resultados negativos no teste de catalase realizado no estudo anterior.

Tanto as observagdes ao microscOpio quanto o comportamento na fermentagdo dos
isolados sugerem que, de fato, todos os isolados, com excecdo do 7, devem pertencer a0 mesmo
género.

No entanto, a identificagdo dos outros isolados como Enterococcus faecium gerou algum
questionamento, visto que este ¢ um género que ndo apresenta produgdo significativa de nenhum
insumo de interesse industrial, sendo principalmente contaminante animal ¢ humano. Por outro
lado, nos estudos anteriores, todos os isolados apresentaram producao de acido latico significativa,
em especial o isolado 1, além de outros produtos em menor quantidade, como etanol.

Essa analise tem como principal vantagem sua rapidez e facilidade de realiza¢do. No
entanto, como os isolados foram obtidos de amostras ambientais € ndo clinicas € o banco de dados
com os quais as colonias foram comparadas corresponde a bactérias clinicas e de microbiologia
médica, essa identificag@o ndo € conclusiva, servindo apenas como referéncia preliminar.

E possivel que os isolados ndo correspondessem a nenhuma das espécies do banco de
dados, de forma que foram aproximadas para as espécies mais semelhantes. A técnica de maior

confiabilidade para a identificagcdo das espécies ¢ 0 DNA 16s, que devera ser feita posteriormente.

IV.2 Avaliacdo do potencial fermentativo dos isolados 1, 2,3,4,5,6 ¢ 8 em

meio contendo ferro

O isolado 1 sera apresentado ao final desta se¢@o por ter sido escolhido para avaliar o
perfil cinético representativo dos isolados 1, 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 8, que tiveram comportamentos

semelhantes.
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IV.2.1 Avaliacao do potencial fermentativo dos isolados 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 8 em meio

contendo ferro

IV.2.1.1 Crescimento celular e pH

A Tabela 9, de fim comparativo, resume as concentragdes celulares no tempo t =0 e
apos 48 horas de fermentagdo para os isolados em questdo nos trés diferentes meios. Os
resultados do meio referido como Yadav et al. (2014) haviam sido obtidos nos estudos
anteriores e foram repetidos na tabela para facilitar a comparagdo. O meio denominado na
tabela como meio Yadav et al. (2014) com ferro ¢é referido ao longo do texto como “meio
modificado com ferro”.

Para cada meio, foram destacados em negrito os isolados que tiveram maior
crescimento celular, isto €, aqueles que apresentaram tanto a maior concentracdo final de
células ao final de 48 horas de fermentacdo quanto a maior diferenca entre a concentragdo

final e inicial de células naquele meio.

Tabela 9. Concentracgio de células para os isolados 2, 3, 4, 5, 6 e 8 antes e depois da fermentacgio
nos trés meios de fermentacio diferentes, a 37°C e 150 rpm.

Meio Yadav et al . Meio Yadav et al . com ferro Meio TYA
Xo(g.L?) X (8L BX (8LY)  Xp(gl)  Xeglgl?)  BX (L) Xo(g.L™") Xeg (gLY)  BX (gL
Isolado 2| 0,081 +0,003 0,443 + 0,009 0,362 0,065 + 0,010 0,574 + 0,03 0,509 0,132 £ 0,006 0,354 +0,02 0,222
Isolado 3 | 0,057 + 0,0005 0,253 + 0,001 0,196 0,046 + 0,002 0,383 + 0,001 0,337 0,077 £ 0,004 0,26 + 0,001 0,183
Isolado 4 | 0,084 +0,001 0,492 + 0,017 0,408 0,194 +£0,01 0,697 £ 0,01 0,503 0,246 £ 0,001 0,556 + 0,01 0,310
Isolado 5| 0,067 + 0,006 1,482+ 0,056 1,415 0,329 +0,01 2,315+ 0,001 2,022 0,658+0,02 1,478+0,01 0,821
Isolado 6 | 0,105+ 0,002 0,921 + 0,003 0,816 0,372 £ 0,005 1,121 + 0,06 0,749 0,441 + 0,01 0,99 + 0,03 0,549
Isolado 8 | 0,204 + 0,006 2,387 + 0,032 2,183 0,309 + 0,04 2,217 + 0,0005 1,908 0,508 £+ 0,004 1,65+0,09 1,142

E possivel observar que, tanto no meio utilizado no estudo anterior quanto no meio
TYA, o isolado que apresentou maior crescimento foi o 8. J4 no meio modificado contendo
ferro, o isolado que apresentou maior crescimento foi o 5. Entretanto, ao se compararem os
isolados 5 e 8, percebe-se que a concentragdo final de células (2,315 vs. 2,217 gL' e 0 AX
(2,022 vs. 1,908 g.L™") sio relativamente proximos entre si.

Um aspecto que merece destaque ¢ o fato de que, para todos os isolados, tanto a
concentracdo final de células quanto o AX foram inferiores no meio TYA, independentemente
da concentracdo inicial de células ter sido maior nesse meio. Isso fica particularmente
evidente para o isolado 5, para o qual a concentracdo inicial de células na fermentagdo no
meio TYA (0,658 g.L™") foi quase o dobro daquela utilizada no meio modificado com ferro

(0,329 g.L'l). Ainda assim, a concentracdo final de células foi bastante inferior nesse meio
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(1,478 gL' vs. 2,315 g L"), 0 que sugere que a concentragio inicial de células ndo foi um
fator determinante em relagdo ao crescimento celular.

Vale ressaltar, ainda, que esse meio possui o componente Fe;SO4.7H,0O na mesma
concentracdo que o meio modificado com ferro, o que leva a crer que a presenga de ferro nao
¢ determinante no crescimento celular para esses isolados. Por outro lado, em sua
composicdo, esse meio possui menor quantidade de sais e extrato de levedura (fonte de
nitrogénio) em menor concentragdo, sugerindo que a falta desses nutrientes pode ter limitado
a producdo de biomassa.

Comparando-se o meio original ¢ o meio modificado com ferro, para todos os
isolados, observam-se diferencas pequenas entre as concentracdes finais de células, sendo
estas de mesma ordem de grandeza, também independentemente da concentracdo inicial de
células ter sido diferente, o que corrobora a hipdtese de que a concentragdo inicial de células
no meio fermentativo ndo ¢ determinante no crescimento celular. Como a tnica diferenca de
composicao entre os meios € a presenga de Fe;SO4.7H,0, isso também sustenta a ideia de que
esse nutriente ndo teria participagdo relevante na producdo de biomassa. Vale observar ainda
que os ensaios foram feitos em momentos diferentes e, apesar de terem sido feitos sob as
mesmas condigdes de temperatura e agitacao, pequenas diferengas podem ocorrer por fatores
externos.

Na Tabela 10, sdo mostrados os pH’s, medidos no inicio da fermentacdo, no meio
contendo o inoculo e ao final de 48 horas de fermentacdo, para cada um dos isolados nos trés

diferentes meios de fermentagdo. Também é mostrada a queda de pH (ApH) observada.

Tabela 10. Medidas de pH e respectivos desvios-padrio para os isolados 2, 3,4, 5, 6 e 8 antes e depois da
fermentacio nos trés diferentes meios, a 37°C e 150 rpm.

Meio Yadav et al. Meio Yadav et al . com ferro Meio TYA

PHinicial PHiinal ApH PHinicial PHeinal ApH PHinicial PHfinal ApH
Isolado 2 7,80 + 0,02 4,97 +0,09 2,8 6,9 + 0,02 4,1+0,05 2,8 6,8 + 0,05 4,1+0,05 2,7
Isolado 3 7,64 £0,01 4,15+ 0,03 3,5 7,0+ 0,02 4,1+0,00 2,9 6,9 +0,02 4,2 £0,09 2,7
Isolado 4 7,67 £ 0,03 4,47 +0,01 3,2 6,9 + 0,05 4,0+0,02 2,9 7,1+0,02 4,2 £ 0,00 2,9
Isolado 5 7,77 £0,01 4,52 + 0,05 33 6,9+ 0,03 4,1+0,00 2,8 7,0+ 0,05 4,0 +0,02 3,0
Isolado 6 7,75 0,01 4,15+ 0,03 3,6 6,7 £0,07 4,1+0,04 2,6 6,9 + 0,00 4,2 £0,05 2,7
Isolado 8 7,92 £ 0,02 4,76 + 0,03 3,2 6,7 £ 0,08 4,0+0,03 2,7 6,8 + 0,02 4,3+0,02 2,5

Observa-se que, para todos os isolados, o pH final foi proximo nos trés meios de
fermentag@o, sendo também proxima a diferenga de pH entre o inicio e o fim da fermentagao.
Isso sugere que nos trés meios continua sendo observada a produgdo de acidos organicos. E

importante lembrar que 4cidos organicos sdo acidos fracos, o que faz com sejam necessarias
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maiores concentracdes para que haja quedas mais significativas no pH. Portanto, embora a
concentragdo final de acidos organicos produzidos durante a fermentacdo ndo seja a mesma
nos trés meios de fermentagdo para os isolados, essas diferengas ndo acarretaram diferencas

entre a queda de pH nos diferentes meios de fermentacao.

IV.2.1.2 Concentragdes de produtos

A Tabela 11 a seguir compara os produtos obtidos pelos isolados 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 8 em
cada um dos meios e suas respectivas concentracdes. As concentracdes dos produtos referem-
se ao que foi efetivamente produzido no meio de fermentacao, isto ¢, corresponde a diferenca
da concentragdo do produto ao final de 48 horas de fermentacdo e a concentracdo de produto
inicial. A concentragdo de produto inicial deve-se ao que eventualmente foi produzido no pré-
in6culo, ja que, para o in6culo, as células ndo sdo centrifugadas, carregando um pouco de
meio do pré-indculo para o meio de fermentacdo. Para facilitar a interpretagdo, foi
considerada ja a diferenca entre a concentragdo de produto final e aquela medida no inicio da
fermentagdo (t=0). A concentracdo de glicose, por sua vez, corresponde aquela remanescente
no meio ao final de 48 horas de fermentagao.

Para cada meio, foram destacados em negrito os isolados que tiveram maior concentragao

de dado produto ou maior concentragdo de glicose ndo-consumida ao final do processo.

Tabela 11. Concentracio de produtos sintetizados durante a fermentacio e concentracio de
glicose remanescente no meio ao final de 48 horas de fermentacio para os isolados 2, 3,4, 5, 6 e 8 nos trés
diferentes meios, todas a 37°C e 150 rpm.

Meio Yadav et al . Meio Yadav et al . com ferro Meio TYA
A[Glicose]  A[L-lactato] A[Etanol] A[Glicose] A[L-lactato] A[Ac acético] A[Glicose] A[L-lactato] A[Ac acético]
(gL) (gL (g-L") (gL") (gL") (gL (gL (g-L") (gL")
Isolado 2 | 2,52 +0,20 579041 - 1,05+0,10 5,52+0,92 0,23+0,02 464+091 4,70%0,5 1,18 £ 0,32
Isolado3 | 3,57+0,28 4,08+0,15 0,13+0,01 1,53+0,21 7,28+1,16 0,36+0,07 4,71+0,40 5,12+0,32 1,15+0,11
Isolado4 | 3,79+0,14 4,91+0,38 0,11+0,01 1,11+0,42 6,40+0,30 0,37+0,03 3,59%0,92 3,99%0,70 1,09 £ 0,15
Isolado 5 | 4,34+0,25 3,39+0,23 0,16+0,01 197+0,06 7,40%0,17 0,41+0,05 358+0,19 4,16+0,13 0,78 +0,12
Isolado6 | 1,71+0,06 6,90% 0,15 0,14 +0,002 0,15+0,08 8,87 +0,12 080+0,09 3,32+084 5,63+0,33 1,24 + 0,57
Isolado 8 | 4,50+ 0,11 3,09+0,13 0,18+0,002 2,13+0,16 7,96%1,70 0,65+0,04 3,87+0,46 4,46+0,30 1,01 £0,28
[Glicose]o 10 g.L'1

Conforme observado nos estudos anteriores de Biscainho (2016), esses isolados tém
comportamentos bastante semelhantes entre si. Comparando-se o comportamento dos isolados
nos trés meios de fermentagdo, isso fica ainda mais evidente, visto que, no meio original,

todos os isolados produziram quantidades significativas de acido latico e concentracdes baixas
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de etanol. J& no meio modificado com ferro e no TYA, nenhum deles produziu etanol em
quantidades detectaveis, mas houve producao de acido acético.

E interessante observar, ainda que, embora as quantidades de produtos e de glicose
remanescente no meio tenham mudado nos trés meios de fermentacdo, comparando-se os
diferentes isolados, algumas caracteristicas se mantém para os trés diferentes meios, como o
fato do isolado 6 foi o que produziu acido latico em maior concentragao.

Uma caracteristica que chama a atengdo ¢ a auséncia de etanol e a presenga de acido
acético nos novos meios utilizados para fermentagdo. Em fermentagdes heterolaticas, tanto o
etanol quanto o acido acético gerados, tém origem a partir do mesmo intermediario, a acetil-
fosfato (KIM e GADD, 2008).

Ambos o0s meios contém ions de ferro, que estavam ausentes no meio original. Isso
leva a crer que eles podem ter alguma interferéncia durante o metabolismo desses isolados e
ndo necessariamente tal interferéncia se da nas reacdes de produgdo de acido latico e acido
acético propriamente ditas, visto que a producdo de etanol a partir de acetil-fosfato ocorre
com consumo de NADH, enquanto a sintese de acido acético a partir de acetil-fosfato néo
(KIM e GADD, 2008), de forma que a estratégia de produzir acido acético ou etanol poderia
estar relacionada & manutencdo do balango redox.

Em todos os casos, observa-se, ainda, que a concentragdo de acido acético foi maior
do que a concentragdo de etanol no meio original.

Comparando-se as concentragdes de acido acético para cada isolado nos meios
modificado com ferro ¢ TYA (Tabela 11), observam-se concentragdes maiores de acido
acético para o meio TYA. O meio TYA possui acetato em sua composicdo. Nesse caso,
entretanto, como o valor considerado é o que foi efetivamente produzido, isto ¢, descontando-
se os valores das concentragcdes no tempo inicial da fermentacdo, esse € o valor minimo de
acetato que pode ter sido produzido.

Considerando-se que o meio TYA foi aquele para o qual os isolados apresentaram menor
crescimento celular, possivelmente por ser um meio com menor quantidade de nutrientes, cuja
produgdo acaba sendo maior quando ha reducdo de nutrientes, limitando o crescimento.

As menores concentragdes de glicose ndo-consumida no meio s3o observadas no meio
modificado com ferro, em que as concentra¢des de acido latico de cada isolado, de forma geral,
foram maiores. Para alguns isolados, como os 5 € 8, a concentragdo de acido latico foi duas vezes
maior nesse meio do que no original. O menor consumo de glicose foi observado no meio TYA.

Vale ressaltar que, qualitativamente, os isolados t€ém comportamentos bastante

semelhantes entre si, sendo possivel observar um padrao qualitativo do que ocorre em termos
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de concentragdo de dado produto comparando-se os diferentes meios. No entanto,
quantitativamente, ndo ha uma correlagdo explicita entre o que acontece com as concentragdes
dos produtos ou de glicose remanescente para os diferentes isolados nos diferentes meios.
Naturalmente, para cada um deles, as taxas de reacdes podem ser diferentes sob uma mesma
condicdo ambiental.

Por ultimo, é importante lembrar que a adi¢do de um componente contendo ferro no
meio foi feita com o objetivo de verificar se a auséncia desse elemento havia sido responsavel
pela ndo-producdo de solventes. Entretanto, observa-se que, mesmo com a presenca de ferro,
tanto no meio original modificado quanto no meio TYA, ndo houve producao de solventes em
quantidades detectaveis, mantendo-se, entretanto, a producdo de acido latico expressiva.
Como a composi¢do do meio TYA foi retirada do estudo de Al-Shorgani et al. (2016), em que
os autores obtiveram producao significativa de solventes, ¢ improvavel que a concentracdo de
ferro tenha sido insuficiente para a producao de solventes, refutando, portanto, a hipotese de
que essas bactérias tenham capacidade expressiva de producdo de solventes. Nos trés meios,
observam-se altas concentracdes de acido latico, o que sugere que este é, de fato, o produto
final da fermentacdo dessas bactérias e ndo apenas oriundo de um desvio de rota metabolica
da producdo de solventes causada pela auséncia de ferro.

Como a producgao de acido latico ¢ alta, é possivel que essas bactérias sejam bactérias
laticas. O 4cido latico ¢ um produto comum da fermentacdo de bactérias facultativas e
anaerobias estritas (KIM e GADD, 2008). De forma geral, as bactérias produtoras de
solventes, majoritariamente do género Clostridium, sdo colocadas como anaerdbias estritas ou
aerotolerantes, mas a identificagdo preliminar mostrou que todos os isolados cresceram na
presenca de oxigénio, mais uma sugestido de que essas bactérias podem ser bactérias laticas.

Nos trés meios, o acido latico ¢ o produto principal da fermentacdo, mas sdo
observados etanol no meio original e acetato nos dois meios testados no presente trabalho.
Bactérias laticas heterofermentativas produzem, além de lactato, etanol e acetato a partir de
glicose (KIM E GADD, 2008).

Outro fato interessante, também apontado pelos autores Kim e Gadd (2008), ¢ que
bactérias laticas necessitam de meios mais complexos e alguns fatores de crescimento como
aminoacidos e acidos nucleicos, ndo apresentando crescimento muito elevado em meios
contendo apenas fonte de carbono e sais minerais. De fato, observa-se coeréncia entre essa
afirmacao e o fato de que o crescimento desses isolados foi inferior no meio TYA, com menor
quantidade de nutrientes minerais, auséncia de peptona e extrato de levedura em menor

concentracao.
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IV.2.1.3 Fatores de rendimento

A Tabela 12 resume os diferentes fatores de rendimento para cada isolado nos trés
meios de fermentacdo. Em negrito, estdo destacados os maiores valores de fatores de
rendimento encontrados em cada um dos meios de fermentagao para cada isolado.

A tentativa de encontrar um padrdo ou uma correlacdo entre os rendimentos em
células, lactato e etanol, através da comparacdo entre isolados diferentes ndo seria adequada.
Naturalmente, cada um deles pode ter comportamentos diferentes, mesmo sob uma mesma
condicdo ambiental. A ideia € comparar os fatores de rendimento para cada isolado nos trés
meios diferentes, bem como semelhangas e/ou diferengas qualitativas entre os isolados em

cada um dos diferentes meios.

Tabela 12. Fatores de rendimento de células em relagio ao substrato consumido (Yys, gcél-gglic_l),
de L-lactato em relaciao ao substrato consumido (Yacatorss g,ac.ggm'l) e de L-lactato em relagdo ao
crescimento celular (Y,ctatox, glac.gcél'l) para os isolados 2, 3, 4, 5, 6 e 8 nos trés meios de fermentag¢io, a 37°C e
150 rpm.

Meio Yadav et al. (2014)
Yx/s (8C€1/8S) Yicays (8P/8S) Yacayx (8 P/gX)

Isolado 2 0,048 0,774 15,99
Isolado 3 0,030 0,635 20,82
Isolado 4 0,066 0,791 12,03
Isolado 5 0,250 0,599 2,40
Isolado 6 0,098 0,832 8,46
Isolado 8 0,397 0,562 1,42
Meio Yadav et al. com ferro
Yx/s (8 Cél/8S) Yicays (8P/8S) Yacayx (8P/gX)
Isolado 2 0,617 0,617 10,85
Isolado 3 0,040 0,860 21,62
Isolado 4 0,057 0,720 12,71
Isolado 5 0,252 0,922 3,66
Isolado 6 0,076 0,901 11,84
Isolado 8 0,242 1,011 4,17
Meio TYA
Yx/s (8 Cél/8S) Yicays (8P/8S) Yacayx (8P/gX)
Isolado 2 0,041 0,877 21,14
Isolado 3 0,035 0,968 27,92
Isolado 4 0,048 0,622 12,88
Isolado 5 0,128 0,648 5,07
Isolado 6 0,082 0,843 10,26
Isolado 8 0,186 0,728 3,91
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Em relagdo ao rendimento de células em relacdo ao substrato consumido, os isolados 5
e 8 foram os que tiveram maior Yy nos trés meios de fermentacdo, sugerindo que eles
tendem a direcionar maior quantidade de substrato para a formagdo de biomassa do que os
outros isolados. E importante lembrar, entretanto, que néio cabe aqui a comparagio de valores,
pois os rendimentos tedricos podem ser diferentes para cada isolado.

Comparando-se cada isolado nos trés meios de fermentagdo, observa-se que, de forma
geral, os rendimentos tiveram a mesma ordem de grandeza em cada um deles.

Anteriormente, foi discutido que o crescimento foi menor no meio TYA. Portanto, o
fato de os fatores de rendimento ndo diferirem muito entre si sugere que a relacdo entre o
substrato consumido para producdo de biomassa nao difere muito nos trés meios. Isso ¢
também coerente com o fato de que, embora o meio TYA tenha sido o que possibilitou menor
crescimento dos isolados, foi também aquele no qual se observou maior concentracdo de
glicose remanescente no meio, sendo tal concentragdo, para alguns isolados,
significativamente maior que nos outros meios.

Para exemplificar, o AX para o isolado 2 foi quase o dobro no meio modificado com
ferro em relagdo do meio TYA, mas a concentragdo de glicose consumida no meio TYA,
([glicose]op — [glicose]remanescente), POT sua vez, foi quase a metade daquela consumida naquele
modificado com ferro. Assim, embora o AX tenha sido menor, o AS também o foi, em
proporcao similar, fazendo com que a ordem de grandeza do Yx/s ndo se alterasse em relagéo
aos outros meios. Isso também sugere que, no meio TYA a maior parte do substrato
consumido ¢ direcionado para a produ¢do de produtos e ndo de biomassa.

Tratando do fator de rendimento de lactato em relacdo ao substrato consumido,
observa-se que, de forma geral, comparando-se os diferentes isolados em cada meio de
fermentacdo, a ordem de grandeza do fator de rendimento de lactato em relagao ao substrato
consumido ¢ a mesma.

Para o isolado 8, observa-se que 0 Yiactators € significativamente maior no meio
modificado com ferro em relagdo ao meio original. De fato, a concentracdo de L-lactato
produzida por esse isolado no meio modificado com ferro foi mais que o dobro daquela
produzida no meio original e a quantidade de glicose consumida foi maior, porém nao chegou
a ser o dobro. No meio original, o isolado 8 foi o que apresentou menor crescimento, mas nao
no meio modificado com ferro (Tabela 9). Isso indica que pode ter havido maior
direcionamento do substrato consumido para a formagdo de &acido latico do que para a

producdo de biomassa nesse meio em relagdo ao original.
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Por fim, em relacdo ao fator de rendimento de L-lactato em rela¢do a biomassa, nos
trés meios de fermentacdo, observa-se que o isolado 3 € o que apresenta maior fator de
rendimento de acido latico em relagdo a biomassa, sugerindo um possivel direcionamento
maior do substrato para a producdo de acido latico do que para a produgdo de biomassa,
quando comparado aos outros isolados. Da mesma forma, os isolados 5 e 8 foram os que
apresentaram, nos trés meios, os menores valores de Y.cutox, Sustentando a hipotese feita
anteriormente de que eles possuem maior tendéncia a direcionar o substrato consumido para a
producdo de biomassa do que para a producdo de acido latico, em comparagdo com 0s outros
isolados.

De maneira geral, para cada isolado, o rendimento de &cido latico em células foi
superior no meio TYA em relagdo aos outros meios de fermentagdo. Isso indica que nesse
meio tende a haver maior direcionamento do substrato consumido para a producdo de acido
latico do que para a produgdo de células, quando comparado aos outros meios. No caso do
1solado 8, o rendimento de acido latico em células no meio modificado com ferro foi bastante
superior aquele observado no meio original, reforcando a hipotese de que no meio TYA ha
maior direcionamento do substrato consumido para a produ¢do de acido latico do que para a
producao de biomassa. Nesse isolado, tanto no meio TYA quanto no meio modificado com
ferro, os valores de rendimento de acido latico em relagdo & biomassa sdo superiores ao
observado no meio original, o que € coerente com os valores de rendimento de lactato em
relacdo ao substrato consumido, que também sdo superiores nesses dois meios.

Para o isolado 2, a diferenga dos fatores de rendimento comparando-se os trés meios
também ¢ relativamente significativa, indicando que houve maior direcionamento do substrato
consumido para produgdo de acido latico do que para a producdo de biomassa no meio TYA
do que nos outros meios.

Em relacdo ao acetato, como o meio TYA possui acetato em sua composi¢ao € o
acetato pode ter sido consumido e utilizado, inclusive, como fonte de carbono, ndo ha muito
interesse em comparar os fatores de rendimento do acetato nesses meios, pois ndo se sabe,

para o meio TYA, quanto de acetato foi efetivamente produzido durante a fermentagao.
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IV.2.1.4 Produtividade volumétrica

Na Tabela 13 a seguir sdo mostrados os valores de produtividade volumétrica
calculada ao final de 48 horas de fermentagdo para os isolados em cada um dos meios de

fermentacgdo. Foi calculada a produtividade volumétrica de células e dos produtos observados.

Tabela 13. Produtividade volumétrica, expressa em mg.L™".h™" em células e produtos para os
isolados 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 8 nos diferentes meios de fermentacio, a 37°C e 150 rpm.

Meio Yadav et al .

Células (mg.L’l.h'l) L -lactato (mg.L‘l.h'l) Etanol (mg.L'l.h’l)

Isolado 2 7,54 120,63 -
Isolado 3 4,08 85,00 2,71
Isolado 4 8,50 102,29 2,29
Isolado 5 29,48 70,63 3,33
Isolado 6 17,00 143,75 2,92
Isolado 8 45,48 64,38 3,75

Meio Yadav et al. com ferro

Células (mg.L'l.h'l) L -lactato (mg.L'l.h'l) Acetato (mg.L'l.h'l)

Isolado 2 10,60 115,00 4,79

Isolado 3 7,02 151,67 7,50

Isolado 4 10,49 133,33 7,71

Isolado 5 42,12 154,17 8,54

Isolado 6 15,61 184,79 16,67

Isolado 8 39,75 165,83 13,54
Meio TYA

Células (mg.L’l.h'l) L -lactato (mg.L‘l.h'l)

Isolado 2 4,63 97,92
Isolado 3 3,82 106,67
Isolado 4 6,45 83,13
Isolado 5 17,09 86,67
Isolado 6 11,43 117,29
Isolado 8 23,79 92,92

Assim como observado para os outros parametros, comparando-se os isolados em cada
um dos meios de fermentagdo, observa-se um padrao. Nos trés meios, o isolado 6 foi o que
apresentou maior produtividade volumétrica de acido latico. Para o meio TYA, ndo faz muito
sentido falar em produtividade volumétrica de acido acético, visto que, conforme ja discutido,
devido a presenca de acetato na composi¢do inicial do meio, ndo € possivel saber quanto de
acetato foi efetivamente produzido durante a fermentagao.

O isolado 8 apresentou maior produtividade em células no meio original ¢ no meio

TYA, enquanto no meio modificado com ferro o isolado que apresentou maior produtividade
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em células foi o isolado 5. Isso ¢ coerente com o que se observa em termos de concentracao de
biomassa produzida durante a fermentacdo, conforme discutido dos resultados da Tabela 9.

Para os isolados 2, 3, 4 e 6, as produtividades de células foram as mais baixas, mas as
produtividades em 4cido latico ficaram entre as mais altas nos trés meios de fermentagdo. Se
voltarmos a Tabela 12, que mostra os fatores de rendimentos em células em relagdo ao
substrato consumido veremos que a ordem de grandeza de Yx/s para esses isolados ¢é bastante
inferior aquela observada para os isolados 5 e 8 nos trés meios de fermentagdo. Assim, tanto o
parametro produtividade em células, quanto fator de rendimento em células indicam que mais

substrato € revertido a producdo de produtos do que para a geracdo de biomassa.

IV.2.2 Avaliacio dos perfis cinéticos utilizando o isolado 1

I1V.2.2.1 Meio Yadav et al. (2014)

Primeiramente, foi repetida a fermentagdo com o isolado 1 no mesmo meio de
fermentagdo utilizado no estudo anterior, a fim de analisar os perfis dos produtos, de
crescimento celular e de consumo de substrato.

As Figura 13a e 13b mostram a concentragao de células, a concentragdo de glicose e o

pH ao longo das 48 horas de fermentacgao.
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Figura 13. (A) Perfil de biomassa, glicose e pH ao longo de 48 horas de fermentac¢do para o isolado 1 no
meio proposto por Yadav et al. (2014). (B) Perfil de produtos ao longo de 48 horas de fermentacéo para o
isolado 1 no meio proposto por Yadav et al. (2014).
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Observa-se auséncia de fase lag, isto ¢, as células ja iniciam a fermentagdo na fase
exponencial. A fase exponencial de crescimento ocorreu entre o tempo zero e aproximadamente 9
horas de fermentacdo. A partir dai, o micro-organismo atingiu a fase estacionaria de crescimento.

O pH caiu rapidamente durante a fase exponencial do crescimento. Posteriormente, os
valores de pH ficaram constantes, entre 4,0 e 4,2.

De todo o substrato consumido ao longo da fermentacdo, a maior parte foi consumida
durante a fase exponencial do crescimento (3,95 + 0,28 g.L ™' e 1,28 + 0,12 g.L"' durante a fase
estacionaria).

Em relacdo aos produtos, os resultados observados sdo coerentes com os estudos
anteriores. O acido latico foi o produto principal dessa fermentagdo. Observa-se uma
concentragio inicial de acido latico expressiva (5,15 + 0,28 g.L'") ja no inicio da fermentagdo,
devido a parte do meio de cultivo ter sido carreada juntamente com o inoculo. Ao final da
fermentago, a concentragdo de 4cido latico no meio era de 11,59 + 0,05 g.L™". Isso significa que a
concentragdo de acido latico efetivamente produzida durante as 48 horas de fermentagdo foi de
6,44 g.L'l + 0,33. Houve uma variagdo de 14,7% da concentrag@o de acido latico em relagdo ao
experimento conduzido anteriormente (7,55 + 0,23 g.L™). Entretanto, é preciso lembrar que os
experimentos foram conduzidos em momentos diferentes e a ordem de grandeza das
concentragdes € a mesma.

Verifica-se também a presenca de etanol em menores concentragdes, que também havia
sido detectado apds 48 horas de fermentagao no estudo anterior.

A concentracao de acido latico também continuou aumentando ligeiramente mesmo apos
as células terem atingido a fase estacionaria do crescimento, o que também pode indicar uma
cinética semi-associada, o que pode ser corroborado com a continuidade de consumo de glicose
durante a fase estacionaria.

A maior concentragdo de acido latico foi obtida durante a fase estacionaria da fermentagao
(4,35 £ 0,07 g.L'l, enquanto na fase exponencial foram 2,10 + 0,30 g.L'l). As concentracoes de
acido latico entre 36 e 48 horas de fermentacao, entretanto, foram bastante proximas (11,05 + 0,76
vs. 11,59 + 0,05 g.L™"), sugerindo que, ap6s esse tempo, as concentragdes de 4cido latico atingiram
um platd. As concentracdes de glicose também tornaram-se praticamente constantes.

Apesar da diferenga de concentragdo observada entre o acido latico produzido durante a
fase estacionaria e durante a fase exponencial, observa-se que o pH se manteve praticamente
constante durante a fase estacionaria. A variacdo de concentragdo, embora menor, ocorreu de

forma muito mais rapida durante a fase exponencial, sendo mais lenta na fase estacionaria.
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1V.2.2.2 Meio modificado com ferro (meio Yadav et al. (2014) com adicéio de ferro)

Conforme proposto anteriormente, a segunda avaliacdo fermentativa conduzida com o
isolado 1 consistiu em utilizar o meio avaliado em estudos prévios com adicdo de
Fe;S04.7H,0, mantendo todas as outras condigdes. Da mesma forma que para o meio
original, no presente trabalho foram avaliados os perfis de pH, de consumo de substrato, de
concentragdo de biomassa e de produtos. Os perfis de pH, de concentra¢do de biomassa, de

consumo de glicose e de formagao de produtos foram reunidos na Figura 14.
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Figura 14. (A) Perfis de pH, consumo de substrato e de concentracio de biomassa ao longo de 48 horas de
fermentacio para o isolado 1 no meio proposto por Yadav et al. (2014) com adicéo de ferro. (B) Perfis de
concentra¢io de produtos ao longo de 48 horas de fermentacio para o isolado 1 no meio proposto por
Yadav et al. (2014) com adicéo de ferro.

Os perfis cinéticos de consumo de substrato, crescimento microbiano e de pH ao longo
da fermentacdo sdo bastante semelhantes ao que se observa para o meio original. Nao ha fase
lag. Ocorre reducdo do pH durante a fase exponencial de crescimento, mas ele atinge valores
constantes apos esse periodo.

O consumo de substrato continuou ocorrendo mesmo apo6s as células atingirem a fase
estacionaria. Diferentemente do que se observou no meio sem ferro, entretanto, foi durante a
fase estacionaria que ocorreu a maior parte do consumo de glicose (2,49 + 0,25 g.L ' e 1,71 +
0,33 g.L"! consumidos durante a fase exponencial).

O objetivo da adigdo de ferro ao meio de fermentagdo previamente utilizado foi
verificar se isso causaria alguma mudanga nos produtos observados, principalmente, se
possibilitaria a produgdo de solventes, como acetona, etanol e n-butanol. Esses solventes,
entretanto, ndo foram identificados como produtos dessa fermentagdo. O &cido latico
continuou sendo o principal produto da fermentagdo. Entretanto, ndo se observa producdo de

etanol em concentragdes detectaveis, verificando-se, porém, a de acido acético.
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Essa mudanca de produtos também havia sido observada para os outros isolados quando
a fermentacao foi realizada em meio contendo ferro. Assim, da mesma forma que discutido para
os outros isolados, isso pode estar relacionado a manutencao do balanco redox da célula.

Para o acido latico, observa-se um aumento linear da concentragdo com o tempo
durante a fase exponencial de crescimento, mas, assim como no meio sem ferro, continuou
havendo aumento da concentracdo de acido latico, mesmo apds as células atingirem a fase
estacionaria do crescimento. O perfil do 4cido acético ¢ bastante semelhante ao do acido

latico, sugerindo que sdo produzidos juntos.

IV.2.2.3 Meio TYA

O outro meio de fermentacdo proposto para avaliar o isolado 1 foi o meio TYA, cuja
referéncia foi tirada do trabalho de Al-Shorgani et al. (2016). Assim, também foram
levantados os perfis de crescimento microbiano, pH, consumo de substrato e produtos para a
fermentacdo nesse novo meio. Perfis de pH, de concentragdo de biomassa, de consumo de

glicose e de produtos ao longo da fermentagdo podem ser observados no Figura 15.
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Figura 15. (A) Perfis de pH, consumo de substrato e de concentracio de biomassa ao longo de 48 horas de
fermentacio para o isolado 1 no TYA proposto por Al-Shorgani et al. (2016). (B) Perfis de produtos ao
longo de 48 horas de fermentacéo para o isolado 1 no TYA proposto por Al-Shorgani et al. (2016).

Também como nos outros dois meios, ndo ¢ observada fase lag de crescimento e
ocorre reducdo do pH durante a fase exponencial de crescimento, que se torna constante
quando as células estdo em fase estacionaria. As células atingem a fase estacionaria

rapidamente, por volta de 5 horas de fermentacao.
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Uma diferenca relevante observada em relacdo ao consumo de substrato é que a
glicose praticamente atingiu um platd de concentracdo quando as células atingiram a fase
estaciondaria de crescimento, sem continuar sendo consumida.

Assim como no caso anterior, ndo foram detectadas concentragdes de etanol. O acido
latico continua como produto principal da fermentacdo, havendo concentragdes de acido
acético em menores concentragoes.

O perfil de acido latico ¢ um pouco diferente dos casos anteriores. A concentragdo aumenta
linearmente com o tempo durante a fase exponencial do crescimento, até cerca de 5 horas de
fermentagdo. Apds esse periodo de tempo, as concentragdes de acido latico atingem um plato.

Como havia acetato no meio e este pode ter sido consumido, ndo se sabe exatamente

quanto de acido acético foi efetivamente produzido durante a fermentagao.

IV.2.2.4 Comparacio entre os trés meios

IV.2.2.4.1 Crescimento microbiano

Na Figura 16 sdo mostrados os perfis de biomassa obtido nos trés meios de

fermentagdo, com os respectivos desvios-padrio das leituras em duplicata.
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Figura 16. Comparacio das concentracdes de biomassa ao longo de 48 horas de fermentacio para o
isolado 1 nos trés diferentes meios de fermentacio.

Observa-se que o perfil de crescimento microbiano é bastante semelhantes para os trés

meios. Em primeiro lugar, ha auséncia de fase lag, e a fase exponencial ¢ rapida.
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Em termos quantitativos, observa-se que a fase exponencial ocorre de forma muito
mais rapida no meio modificado com ferro e no meio TYA. Nesses meios, as células atingem
a fase estacionaria em torno de 4 horas de fermentacdo, enquanto no meio original, a fase
estacionaria € atingida apenas em cerca de 9 horas de fermentacao.

Isso fica evidente quando se comparam as taxas especificas de crescimento
microbiano () nos trés meios diferentes. A Tabela 14 compara alguns parametros
relacionados ao crescimento exponencial nos trés meios, onde Py refere-se a produtividade
volumétrica em células. O fator de rendimento em células em relagdo ao substrato consumido
foi calculado considerando-se todo o substrato consumido ao final de 48 horas de fermentagao
em cada caso. No meio original ¢ no meio modificado com adi¢cdo de ferro, continuou
havendo consumo de substrato mesmo apods as células atingirem o estado estaciondrio, mas o
célculo considerando todo o substrato consumido pode dar uma ideia da quantidade de

substrato mobilizada para a produgdo de biomassa.

Tabela 14. Parametros e variaveis relacionados a biomassa nos trés meios de fermentac¢ao: taxa
especifica de crescimento, concentracgio final de células, conentracio de células produzidas durante a
fermentacio, fator de rendimento de células em relagdo ao substrato consumido e produtividade
volumétrica em células.

Meio Yadav et al .

Meio Yadav et al . Meio TYA
com ferro
u(h™) 0,25 0,53 0,47
Xas 2,01+0,02 1,56 + 0,01 1,46 £ 0,02
AX 1,62 + 0,03 1,31 +0,01 1,29 + 0,02
Yys (g cél/g S) 0,39 0,28 0,46
P, (mg cél.L™.h™) 33,75 27,29 26,88

Observa-se que os valores das taxas especificas de crescimento sdo proximos no meio
modificado com ferro e no meio TYA e esses valores sdo quase o dobro do valor observado no
meio original. De fato, no meio original, o micro-organismo leva quase o dobro do tempo para
atingir a fase estacionaria. Analisando-se as reacdes de producdo de acido acético a partir de
acetil-fosfato em bactérias heterolaticas, verifica-se que ela esta associada a produgdo de ATP
(KIM e GADD, 2008). A maior producao de ATP associada a produgdo de acido acético em
bactérias solventogénicas, por exemplo, ¢ apontada como favorecendo condicdes de crescimento
mais acelerado (LI et al., 2014). O mesmo raciocinio poderia explicar porque a taxa especifica de

crescimento ¢ maior nos meios em que ocorre a producdo de acido acético, lembrando que
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maiores taxas especificas de crescimento ndo estdo, necessariamente, relacionadas a maior
produgdo de biomassa. No entanto, como no meio TYA acetato ¢ adicionado ao meio, acetato
pode ter sido consumido. Logo, ndo é possivel saber a quantidade de acetato efetivamente
produzida durante a fermentacdo, de forma que essa € apenas uma hipotese.

Em termos de concentragdes celulares, a ordem de grandeza das concentracdes
celulares apos 48 horas de fermentacdo ¢ a mesma nos trés meios e a diferenca entre a
concentragdo final e inicial de células é proxima nos trés meios. De fato, a produtividade
volumétrica em células ndo foi muito diferente nos trés meios, sendo ligeiramente maior no
meio original, conforme esperado.

Comparando-se os valores de rendimento de células em relacdo ao substrato
consumido nos meios original ¢ no meio modificado com ferro, observa-se que esse valor,
neste ultimo meio, ¢ inferior aquele observado no meio original, sugerindo que no meio
original maior quantidade de glicose foi mobilizada para a producdo de biomassa durante a
fase exponencial. No entanto, o maior fator de rendimento em células foi observado no meio
TYA, o que sugere que a maior parte do substrato foi direcionada para a producdo de
biomassa nesse meio.

Diferentemente do que foi discutido para os isolados 2, 3, 4, 5, 6 e 8, para os quais a
concentracdo de células produzidas ao longo da fermenta¢ao no meio TY A foi menor que nos
outros meios, para o isolado 1, o AX foi apenas ligeiramente menor nos meios contendo ferro,
isto €, tanto o meio TYA quanto o meio original modificado com ferro. Mas a diferenca
principal observada foi em relagdo ao tempo que os micro-organismos levaram para atingir a
fase exponencial do crescimento e, consequentemente, na taxa especifica de crescimento.
Assim, a menor quantidade de nutrientes disponiveis no meio TYA ndo pareceu interferir na

producdo de biomassa.
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1V.2.2.4.2 Consumo de substrato

Os perfis de glicose para os trés meios de fermentago estdo na Figura 17.
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Figura 17. Comparaciao do consumo de substrato ao longo de 48 horas de fermentacio para o isolado 1
nos trés diferentes meios de fermentacio.

Alguns pontos merecem destaque ao comparar o consumo de glicose pelo isolado 1 nos trés
meios de fermentacdo. Em primeiro lugar, assim como havia sido observado para os outros
isolados, 0 meio TYA foi 0 meio em que se observou a maior quantidade de glicose ndo-consumida.
Além disso, ¢ interessante notar que esse foi o tnico meio em que ndo houve consumo de glicose
significativo depois que as células atingiram a fase estacionaria do crescimento.

Embora a concentragdo total de glicose consumida em cada um dos meios de
fermentagdo tenha sido diferente, é possivel fazer uma comparacdo, em cada meio, do quanto
do consumo total de substrato nas 48 horas de fermentagdo foi consumido em cada fase do
crescimento celular.

Por exemplo, no meio modificado com ferro, a maior parte do consumo de substrato
em relagdo a todo o substrato consumido ocorreu durante a fase estacionaria, enquanto no
meio original a maior parte desse consumo ocorreu durante a fase exponencial. Embora tenha
havido, em ambos os casos, producdo de acido latico tanto na fase exponencial do
crescimento quanto na fase estacionaria, isso € condizente com a discussdo anterior de que no
meio modificado com ferro hé indicios de maior mobilizacdo do substrato consumido para a
produgdo de lactato do que para a producdo de biomassa, em comparagdo com 0 meio
original. Em ambos os meios, a maior parte do total de lactato produzido em 48 horas de

fermentagdo foi produzido durante a fase estacionaria do crescimento.
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No meio TYA, praticamente todo o substrato consumido ¢ consumido durante a fase
exponencial. Mas €, também, nesta fase que o 4cido latico ¢ produzido, ndo havendo aumento
significativo da concentracdo de acido latico quando as células atingem a fase estacionaria do
crescimento. Assim, pela analise do perfil de substrato, torna-se mais dificil avaliar para que
finalidade ele esta sendo direcionado. No entanto, o fato de a concentracdo celular produzida
ser muito proxima daquela observada para os outros meios e a concentragdo de lactato ser
inferior, sugere maior direcionamento do substrato para a producdo de células. De fato, o fator

de rendimento de lactato em termos do crescimento celular foi o menor de todos.

1V.2.2.4.3 Concentracao de produtos

Na Figura 18 sdo mostrados os perfis de L-lactato nos trés meios de fermentagao, com

os respectivos desvios-padrao das leituras em duplicata.
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Figura 18. Comparagio das concentracdes de L-lactato ao longo de 48 horas de fermentacio para o
isolado 1 nos trés diferentes meios de fermentacio.

78



Na Tabela 15 sdo mostrados parametros e variaveis referentes ao lactato.

Tabela 15. Parametros e variaveis relacionados ao lactato nos trés meios de fermentacio:
concentracgido de lactato produzida durante a fermentacio e fatores de rendimento de lactato em relacio
ao substrato consumido e em relagdo a biomassa.

Meio Yadav et al.

Meio Yadav et al . Meio TYA
com ferro
A[L-lactato] (g/L) 6,44 + 0,33 6,02 + 0,45 4,80 + 0,41
Yjactato/s (8 lactato/g S) 1,53 1,30 1,70
Yiactato/x (8 lactato/g X) 3,93 4,60 3,72

O meio TYA foi o meio para o qual a concentragao de lactato produzida durante a
fermentacdo foi menor. O maior valor de rendimento de acido latico em relacdo a biomassa
foi encontrado para o meio modificado com ferro, sugerindo que mais substrato foi utilizado
na producdo de lactato do que na producdo de biomassa e condizente com o fato de o maior
consumo de substrato foi observado durante a fase estacionaria do crescimento.

Nos trés meios, o fator de rendimento Yiueios foi relativamente proximo. Embora a
concentracdo de acido latico tenha sido cerca de 2,0 g.L™ inferior aquela observada nos outros
dois meios, o consumo de substrato também foi inferior, de forma que o valor de Yictators
acabou sendo o mais alto dos trés meios. O ponto mais relevante ¢ que o meio modificado
com ferro foi o que mostrou maior consumo de substrato para a producdo de L-lactato, o
produto de interesse.

Como o meio TYA possui acetato, que pode ter sido consumido, ndo se sabe
efetivamente quanto de acetato foi produzido. Assim, da mesma forma que para os outros

isolados, ndo faz muito sentido apresentar resultados comparativos entre os meios.

IV.2.3 Conclusées parciais

Nao houve producdo de solventes por nenhum dos isolados, mesmo quando a
fermentagdo foi realizada em meio contendo ferro, o que indica que esses isolados ndo sdo
espécies solventogénicas. A producdo de acido latico ndo se deu por um desvio da rota
metabolica pela auséncia de ferro no meio. O acido latico foi o produto principal da

fermentagdo, obtido em altas concentracdes nos trés meios utilizados. Aliado a isso, a
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presenga de etanol e de acido acético, produtos comumente observados em fermentacgdes
heterolaticas, sugere que esses isolados sejam bactérias laticas.

A hipotese de bactérias acetogénicas, em que o desvio da rota metabolica teria sido
causado por condigdes Oxicas também ndo se confirma. No meio original, de fato, foram
detectados os produtos lactato e etanol, comumente observados nessas condigdes em bactérias
acetogénicas que possuem a capacidade de desviar a rota metabodlica como mecanismo
adaptativo a saturagdo de O,.

Entretanto, para os outros meios, apesar de ter sido observada a producdo de acetato,
acido latico continuou sendo produzido em altas concentragdes ¢ ndo se observou a produgio
de etanol. Nesse caso, o desvio da rota metabdlica ¢ uma resposta a presenca de oxigénio no
meio e nao a uma condi¢cdo do meio de cultivo. Assim, como a criacdo do ambiente anaerdbio
foi realizada da mesma forma nos trés casos, se fosse essa a causa da produgdo de acido latico
e etanol, os mesmos produtos deveriam ter sido observados nos trés meios de fermentagao.
Portanto, esses isolados ndo sdo espécies acetogénicas tradicionais, isto ¢, aquelas, que
conforme discutido na revisdo bibliografica, produzem acido acético pela via da acetil-CoA,
embora tenham a capacidade de produzir acetato.

Fazendo-se uma breve comparagao entre os trés meios para todos os isolados, pode-se
dizer que, de forma geral, as concentragdes de lactato produzidas ao longo da fermentagao,
bem como as produtividades volumétricas de lactato foram maiores para o meio modificado
com ferro. No meio TYA, por outro lado, observaram-se maiores concentracdes de acido
acético, assim como maiores produtividades volumétricas. Apesar disso, ndo se sabe
exatamente o quanto de acido acético foi efetivamente produzido na fermentagdo, ja que o
meio ja continha acetato.

De forma geral, o fator de rendimento de lactato em relacdo a biomassa no meio
modificado com ferro também foi um pouco maior, sugerindo maior direcionamento do
substrato consumido para produg¢ao de acido latico.

Assim, admitindo-se que o produto de maior interesse seja o acido latico, o meio
modificado com ferro mostra-se mais apropriado, embora ele seja um meio com mais
nutrientes do que o meio TYA, o que ¢ uma desvantagem.

O meio TYA, embora tenha uma quantidade bem inferior de componentes, o que
tornaria o processo menos oneroso, nao se mostrou adequado porque, além de concentragoes
inferiores de 4acido latico produzidas, houve, também, grande quantidade de glicose
remanescente no meio, além de mostrar, pelos parametros calculados, uma maior tendéncia a

direcionar o substrato para a produgdo de biomassa. Conforme ja discutido, bactérias laticas
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sdo apontadas por alguns autores como exigentes nutricionalmente. Dessa forma, pode ser
inevitavel o uso de meios com maiores quantidades de nutrientes para conseguir o produto
desejado de forma mais satisfatoria e com a menor concentragdo de subprodutos possivel.
Assim, embora a menor quantidade de nutrientes pareca ndo ter causado efeitos na
producdo de biomassa, a auséncia de algum dos componentes presentes no meio original e no

meio modificado com ferro pode ter sido responséavel pela menor produgao de acido latico.

IV.3 Avaliaciao do potencial fermentativo do isolado 7

IV.3.1 Meio Yadav et al. (2014)

Assim como para o isolado 1, o primeiro experimento para o isolado 7 consistiu em
repetir a fermentagdo no meio utilizado no estudo prévio, retirando-se amostras
intermedidrias, que permitiram avaliar os perfis cinéticos de produtos, biomassa, pH e
substrato. Agora, o produto que ndo havia sido identificado anteriormente foi identificado
como acido propidnico. Os primeiros perfis avaliados foram os de pH, de concentragdo de

biomassa, de consumo de glicose e de formagdo de produtos. Esses perfis estdo reunidos na

Figura 19.
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Figura 19. (A) Perfis de biomassa, glicose e pH ao longo de 48 horas de fermentacio para o isolado 7 no
meio proposto por Yadav et al. (2014). (B) Perfil de produtos ao longo de 48 horas de fermentag¢io para o
isolado 7 no meio proposto por Yadav et al. (2014).
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Observa-se a existéncia de uma fase lag relativamente longa, de cerca de 9 horas,
diferentemente do que foi observado para o isolado 1, em que as células ja estavam em fase
exponencial do crescimento no inicio da fermentagdo. Durante a fase lag, observa-se que
praticamente nao ha consumo de substrato € o pH também nao se altera, sugerindo que, durante
esta fase, além da auséncia de crescimento celular, também ha auséncia de producao de produtos.

Ha uma primeira fase exponencial do crescimento, bastante rapida, que ocorre entre 10 e
12 horas de fermentag@o. Depois, observa-se a existéncia de uma segunda fase lag, por volta de 15
horas de fermentagdo, evidenciada pela existéncia de uma segunda fase exponencial entre 18 e 30
horas, seguida de uma fase estacionaria.

O perfil de pH ao longo da fermentagdo acompanha o perfil de biomassa. Observa-se que,
durante a primeira fase exponencial, o pH decresce rapidamente. Durante a fase lag, o pH
permanece constante e, na segunda fase exponencial o pH aumenta ligeiramente, até atingir um
plato na fase estacionaria do crescimento.

As caracteristicas do perfil de pH sugerem que, apos a segunda fase lag, passou a haver
consumo de algum produto acido produzido durante o processo. Entretanto, o aumento de pH nao
foi tdo acentuado e o valor final de pH atingido ainda estava dentro de faixas acidas, indicando
que ou o produto &cido ndo foi totalmente consumido ou outro produto acido foi produzido a
partir deste consumo.

O perfil de pH, junto com a existéncia de uma fase lag ap6s a primeira fase exponencial de
crescimento, sugerem a ocorréncia do fenomeno de diauxia, isto €, que as células estavam
adaptando-se a um novo substrato. O aumento do pH e o fato de as células terem apresentado uma
segunda fase exponencial de crescimento sugerem que o novo substrato foi utilizado tanto para a
produgdo de um novo produto quanto para a produgdo de biomassa.

A diauxia ¢ um fenémeno que pode ocorrer por duas razdes. Primeiramente, pode haver no
meio de fermentagdo, dois substratos, sendo um deles preferencial, de forma que eles ndo sdo
consumidos juntos. Quando o substrato inicial se esgota, as células entram em fase lag para
adaptacdo ao segundo substrato, passando, entdo, a utiliza-lo, e entrando em nova fase exponencial.
Mas a diauxia também pode ocorrer quando a célula tem capacidade de consumir algum produto
gerado durante o processo fermentativo. Nesse caso, geralmente quando a concentragdo de substrato
inicial se torna baixa, o produto passa a ser utilizado como novo substrato.

Nesse caso, apenas a glicose ¢ utilizada como fonte de carbono, ndo havendo, a principio,
nenhum outro composto que pudesse ser utilizado como fonte de carbono pelo micro-organismo.

Além disso, como o pH aumentou, isso sugere que o composto consumido na segunda fase
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exponencial era um acido. Tudo isso evidencia que nesse caso a diauxia ocorreu a partir do
consumo de um produto gerado durante a fermentacdo, provavelmente um écido organico.

Apesar de ter sido observada a diauxia, pelo grafico, percebe-se que o substrato inicial,
que era a glicose, nao havia ainda sido esgotado do meio e este continuou sendo consumido,
depois durante a segunda fase exponencial. Essa questio sera discutida a seguir, quando tratarmos
dos perfis de produtos ao longo da fermentacdo, que podem ser observados na Figura 23.

Os produtos observados nessa fermentagdo foram acido latico, acido propidnico e, em
menores concentragdes, acido acético, etanol e succinato, sendo o acido propidnico o produto
principal observado ao final da fermentacdo. Até 9 horas de fermentacdo, quando as células
estavam em fase lag do crescimento, ndo houve aumento significativo das concentragdes de
nenhum dos produtos.

Pela Figura 19, verifica-se que o acido propionico tem perfil associado ao crescimento,
pois o perfil de concentracdo do &cido propidnico ao longo de toda a fermentagdo acompanha o
perfil de crescimento microbiano. Quando as células estdo em fase de crescimento exponencial,
ocorre aumento linear da concentracdo de acido propionico com o tempo. Quando as células
entram em sua segunda fase lag, as concentragdes de acido propionico se mantém praticamente
constantes. Durante a primeira fase de crescimento exponencial, o acido latico também tem sua
concentragdo aumentando linearmente com o tempo. Por outro lado, a glicose estd sendo
consumida, sugerindo que o &cido propionico nesta fase estd sendo produzido a partir da glicose.

Quando a concentragdo de células atinge o primeiro platd (em cerca de 12 horas de
fermentagdo), observa-se que comeca a haver consumo de acido latico. Com cerca de 21
horas de fermentagdo, as células entram na nova fase exponencial. Quando isso ocorre, a
concentragdo de acido propidnico volta a aumentar linearmente com o tempo. Quando a
concentracdo de acido latico se torna baixa (em torno de 0,80 g.L'l), as células atingem nova
fase estaciondria e a concentragdo de acido propionico fica praticamente constante.

Nota-se que, quando o acido latico comecou a ser consumido, a glicose no meio ainda
ndo estava totalmente esgotada, e ela continuou a ser consumida concomitantemente ao
consumo de lactato. Entretanto, pelo fato de ter se apresentado o fendmeno da diauxia, ¢é
sugerido que o lactato passou a ser consumido para produgdo de acido propidnico e que as
células também passaram a utilizar parte do acido latico produzido para o crescimento,

necessitando de uma nova fase lag para adaptar-se ao novo substrato.
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Alguns fatos merecem destaque, pois permitem tirar algumas conclusdes importantes:

A maior producdo de biomassa ocorreu na primeira fase exponencial do
crescimento (1,36 + 0,06 g.L!, enquanto apos a segunda fase lag foram 0,82 +
0,20 g.L'™");

O maior consumo de glicose também ocorreu durante a primeira fase
exponencial do crescimento (1,80 + 0,28 g.L'!, sendo 1,28 gL' + 0,29 gL
consumidos ap6s o fim da primeira fase exponencial do crescimento);

A maior produgdo de acido propidnico ocorreu apos o fim da primeira fase

exponencial do crescimento (6,10 £ 0,09 g.L'lvs. 11,77 £ 0,11 g.L'l).

Algumas conclusdes relevantes podem ser tiradas a partir dessas observagoes:

A glicose seria o substrato preferencial para a produg@o de biomassa;

Na primeira fase exponencial da fermentacdo, tudo indica que a maior parte da
glicose consumida foi revertida para a producdo de biomassa, ndo para a
producdo de acido propidnico;

O acido latico, que passou a ser consumido na segunda fase exponencial,
quando houve maior producdo de acido propidnico, seria o substrato
preferencial para a produgdo de acido propidnico;

Os indicios sdo de que o 4acido latico consumido foi praticamente todo usado
para a producdo de 4cido propidnico na segunda fase exponencial da
fermentacao;

A glicose, que continuou sendo consumida mesmo apo6s a segunda fase lag,
teria sido consumida principalmente para a geracdo de biomassa. O menor

consumo de glicose nesse periodo explica a menor produgdo de biomassa.

Os fendmenos observados sdo coerentes com algumas hipoteses que haviam sido

levantadas no estudo anterior, com exce¢do da presenca de acido acético, que ndo havia sido

detectado anteriormente.

Durante os estudos prévios, alguns fatos haviam chamado atencdo, destacando-se a

baixa concentragdo de acido latico ao final de 48 horas de fermentagdo, comparativamente aos
outros isolados, a presenca de um pico significativo ndo identificado no cromatograma e a
auséncia de glicose remanescente no meio em quantidades significativas, principalmente porque

nos outros isolados a concentracdo de glicose remanescente no meio era relativamente alta.
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Uma das hipoteses sugeridas para explicar isso foi a de que o acido latico havia sido,
inicialmente, produzido a partir da glicose e, quando a concentragdo de glicose se tornou
baixa, o acido latico passou a ser consumido para dar origem ao composto que ainda nao
havia sido identificado. Apesar de o composto ndo ter sido identificado, havia indicios de que
era um acido, pois, apesar da concentragdo de acido latico ter sido bem inferior a observada
para os outros isolados, o pH ao final de 48 horas de fermentagdo foi proximo.

Assim, a hipotese parece ser confirmada pelos novos resultados, mas nao foram
encontradas referéncias na literatura de bactérias propionicas que também produzissem acido
latico. Segundo Mandigan et al. (2012), o lactato ¢ o substrato preferencial da fermentagao
propidnica, sendo majoritariamente utilizado na natureza pelo fato de as bactérias propidnicas
viverem em associacdo com bactérias laticas, cujo produto principal da fermentagdo € o acido
latico. A presenca do etanol também ¢ um ponto interessante. J4 nos estudos prévios, o
isolado 7 havia sido o que tinha mostrado maiores quantidades de etanol produzidas, em
comparagdo com os outros isolados. O etanol, no entanto, ndo ¢ um produto tipico da
fermentagdo propidnica, apesar de ser um produto comumente produzido junto com o acido
latico em fermentacdes heterolaticas.

A contaminag¢do com bactérias laticas ¢ pouco provavel. Em primeiro lugar, indicios
de contaminagdo nao foram observados durante a identificacdo dos micro-organismos, que
exige culturas puras e colonias bem isoladas. Além disso, uma possivel contaminagdo teria
que estar presente desde o inicio, dado que os resultados foram condizentes com os estudos
anteriores. A observagdo ao microscopio pela técnica da Coloragdo de Gram também ndo
mostrou contaminagao.

Assim, a existéncia de um metabolismo de produgdo de acido latico é evidenciada
pelos resultados, bem como a existéncia de uma rota metabolica de producdo de acido
propidnico a partir de glicose e de acido latico, que, ao que tudo indica, assemelha-se a rota
succinato-propionato existente na maior parte das bactérias propidnicas. A existéncia das duas
rotas juntas, entretanto, ainda ndo foi referida.

Embora pudesse ser esperado que o lactato comegasse a ser consumido apenas quando
a concentracdo de glicose se tornasse muito baixa, conforme discutido na Secdo 11.4.1, os
autores Kim e Gadd (2008) afirmam que, na maior parte dos micro-organismos que produzem
propionato, lactato € o substrato preferencial em detrimento dos carboidratos.

Assim, possivelmente, quando o dacido latico atingiu concentragdes relativamente
elevadas no meio, as células passaram a adaptar-se para consumi-lo, mesmo que ainda

houvesse alguma concentragdo de glicose no meio. Ainda assim, como as células ja estavam
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adaptadas para o consumo de glicose, a glicose continuou sendo consumida.

De fato,

conforme discutido anteriormente, na rota succinato-propionato, o piruvato pode ser oriundo

tanto da glicolise quanto da oxidagdo do lactato, ndo havendo nada, a principio, que impega

ambos os mecanismos de ocorrerem concomitantemente, estando ambos os substratos

disponiveis no meio.

A presenca do acido acético € coerente com a ocorréncia da fermentacdo propidnica,

pois, conforme discutido na Secdo 11.4.1, na fermentacdo de carboidratos e lactato a acido

propidnico, ocorre também a producdo de acetato. Observa-se que o perfil de concentragdo de

acetato assemelha-se ao perfil de concentragdo de acido propidnico, sugerindo que ambos os

produtos sao produzidos juntos. Outro fator que sugere a ocorréncia da fermentagao

propidnica pela via succinato-propionato € a presenga de succinato.

I1V.3.2 Meio modificado com ferro (meio Yadav et al. (2014) com adicio de ferro)

A capacidade fermentativa do isolado 7 também foi avaliada no meio utilizado nos

estudos prévios com adi¢do de Fe,SO4.7H,0, mantidas todas as outras condigdes. Na Figura

20 abaixo sdo mostradas as concentra¢des de biomassa e de glicose, bem como a variagdo de

pH, ao longo da fermentagao.
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Figura 20. (A) Perfis de pH, consumo de substrato e de concentracio de biomassa ao longo de 48 horas de
fermentacio para o isolado 7 no meio proposto por Yadav et al. (2014) com adicio de ferro. (B) Perfis de
concentracio de produtos ao longo de 48 horas de fermentacio para o isolado 7 no meio proposto por

Yadav et al. (2014) com adigio de ferro.

Esse perfil ¢ bastante diferente daquele obtido para o meio originalmente utilizado

para fermentacdo. Em primeiro lugar, observa-se auséncia de fase lag, as células ja iniciam a

fermentacdo em fase exponencial. Essa fase exponencial se da de forma bem rapida, e com

cerca de 4 horas de fermentacdo as cé€lulas ja entram em fase estacionaria.
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Nao hé indicios de diauxia ¢ o pH decai durante a fase exponencial de crescimento,
porém, depois, mantém-se constante até o final da fermentacdo. O substrato ¢ consumido
rapidamente durante a fase exponencial da fermentagdo; porém, suas concentracdes
permanecem praticamente constantes apos as células atingirem o estado estacionario.

Novamente, t€ém-se como produtos identificados ao longo da fermentacdo, o acido
latico, o acido propidnico e, em menores concentragdes, acido acético, etanol e succinato,
sugerindo que o micro-organismo possui a capacidade de produgdo tanto de acido latico
quanto de acido propidnico.

Assim como os perfis de pH, de biomassa ¢ de consumo de substrato, o perfil de
produtos também difere daquele observado para o meio anterior. Nao houve consumo do
acido latico produzido durante a fermentagdo, o que ja havia sido sugerido pelo grafico
anterior, tanto pela auséncia do fendmeno de diauxia quanto pela auséncia de aumento de pH.
Tanto o acido latico quanto o acido propidnico, assim como os outros produtos, tiveram
aumento na concentragdo durante a fase exponencial do crescimento. Porém, depois, suas

concentragdes permaneceram constantes.

IV.3.3 Meio TYA

Por ultimo, foi conduzida ainda a fermentagdo pelo isolado 7 no meio TY A proposto
pelos autores Al-Shorgani et al. (2016). Os perfis de crescimento microbiano, pH, de

consumo de substrato e de produtos levantados nesse meio de fermentacgdo estdo no Figura 21.
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Figura 21. (A) Perfis de pH, consumo de substrato e de concentracio de biomassa ao longo de 48 horas de
fermentaciio para o isolado 7 no meio TYA proposto por Al-Shorgani et al. (2016). (B) Perfis de produtos
ao longo de 48 horas de fermentacgdo para o isolado 7 no meio TYA proposto por Al-Shorgani et al. (2016).
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Os perfis sdo bastante semelhantes aqueles observados para o meio modificado pela
adi¢do de ferro. Novamente, ndo houve fase lag e as células atingiram a fase estacionaria de
crescimento apos cerca de 5 horas de fermentacdo. Observa-se queda de pH e consumo de
substrato significativos apenas durante a fase exponencial do crescimento. Também ndo
houve indicios de diauxia durante esse tempo de fermentacao.

Os produtos da fermentacdo foram os mesmos observados anteriormente. Etanol e
succinato foram detectados em concentragdes muito baixas ao longo de toda a fermentacdo e
ndo foram representados no grafico.

O perfil dos produtos assemelha-se aquele do meio modificado com ferro. Ndo houve
consumo do lactato produzido durante a fermentacdo e os produtos foram produzidos
majoritariamente durante a fase exponencial do crescimento, mantendo-se em concentragoes

aproximadamente constantes quando as células atingiram a fase estacionaria.

IV.3.4 Comparacio entre os trés meios

Para esse isolado, tanto os parametros relacionados ao crescimento celular quanto os
relacionados ao lactato e ao acido propidnico foram organizados na mesma tabela, para
facilitar a comparacao.

A Figura 22 mostra os perfis de biomassa nos trés meios de fermentacao, a Figura 23a
os perfis de concentracdo de acido propidnico e a Figura 23b as concentragcdes de L-lactato.
Na Tabela 16 estdo os fatores de rendimento e concentragdes.
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Figura 22. Comparacao das concentracdes de biomassa ao longo de 48 horas de fermentacio para o
isolado 7 nos trés diferentes meios de fermentacio.
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Pelos resultados representados no grafico de concentragdo de biomassa ao longo de 48
horas de fermentacdo para os trés meios, percebe-se que no meio com adi¢do de ferro € no
meio TYA os perfis sdo semelhantes. Embora a concentragdo de células produzida seja
ligeiramente maior no meio modificado com ferro do que no meio TYA, as taxas especificas
de crescimento durante a fase exponencial sdo bem proximas e a produtividade volumétrica
de células ndo difere muito em ambos os meios (Tabela 16).

No meio original, a ordem de grandeza da taxa especifica de crescimento na segunda
fase exponencial foi bastante inferior aquela observada na primeira fase exponencial,
conforme mostrado na Tabela 16. Além disso, a maior parte das células foi produzida durante
a primeira fase exponencial. Isso sugere que, nesse meio, a glicose €, possivelmente, o
substrato preferencial para o crescimento, sendo a maior parte da glicose consumida revertida

para a geragdo de biomassa.
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Figura 23. (A) Comparacio das concentracdes de acido propionico ao longo de 48 horas de fermentacio
para o isolado 7 nos trés diferentes meios de fermentacio. (B) Comparacio das concentragoes de L-lactato
ao longo de 48 horas de fermentaciio para o isolado 7 nos trés diferentes meios de fermentacio.

Apesar de o acido latico ser, também, um produto de interesse industrial, o acido
propidnico seria o produto de maior interesse nessa fermentagdo. O meio que permitiu obter
concentracdes mais elevadas de acido propidnico foi o meio original, principalmente por ter
sido 0 meio em que o micro-organismo foi capaz de consumir o acido latico produzido.

Sendo o acido latico apontado como o substrato preferencial para a fermentagdo
propibnica, era esperado que as concentracdes de acido propidnico fossem maiores nessa
situacdo. Assim, apesar de as evidéncias indicarem que, nesse meio, a maior parte da glicose
foi direcionada para o crescimento celular, foi o meio mais adequado para a geracdo do

produto de interesse.
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Alguma caracteristica dos meios modificado com ferro ¢ TYA impediu que o lactato
produzido durante a fermentacdo fosse consumido para a geragdo de acido propidnico. Assim,
as concentragdes de acido propidnico produzidas foram bem inferiores aquela do meio
original, pois a glicose foi a tnica fonte de producdo desse acido.

Para a rota succinato-propionato, descrita na Se¢do 11.4.1.2, a inica etapa que diferencia
o uso do lactato na producdo de acido propionico em relagdo ao uso de carboidratos é a
conversao de lactato a piruvato pela enzima piruvato desidrogenase. Nao foram encontradas na
literatura evidéncias de inibigdo dessa enzima lactato desidrogenase por ferro. Entretanto, nédo
hé indicios de outro fator que poderia ter impedido o uso do lactato como substrato. No meio
original, o lactato comegou a ser consumido quando sua concentragdo atingiu valores proximos
a 6,0 g.L"". Nos outros meios, a concentragdo de lactato chegou a valores proximos a esse antes
das 48 horas de fermentagdo e mesmo assim, o lactato continuou sendo produzido.

Na Figura 24 sdo mostradas as concentracdes de etanol (Figura 24a), acido acético
(Figura 24b) e succinato (Figura 24c), respectivamente, nos meios original e modificado com
ferro. No meio TYA, os trés produtos foram detectados em quantidades muito pequenas e ndo

foram representados.
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Figura 24. (A) Comparacio das concentragdes de etanol ao longo de 48 horas de fermentaciio para o
isolado 7 nos meios original e modificado com ferro. (B) Comparacio das concentracdes de acido acético
ao longo de 48 horas de fermentacio para o isolado 7 nos meios original e modificado com ferro. (C)
Comparacio das concentracdes de succinato ao longo de 48 horas de fermentacio para o isolado 7 nos
meios original e modificado com ferro.
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No meio original, as concentragdes de acido acético, succinato e etanol foram sempre
superiores em relagdo ao que se observa no meio modificado com ferro. Principalmente no
caso do acido acético e succinato, que sdo produzidos durante a fermentagdo propidnica, as
maiores concentragcdes sao compreensiveis, pois o acido propidonico também foi produzido em
concentracdo bem maior nesse meio.

O meio TYA, em que as concentracdes desses trés produtos foram bem pequenas, foi

aquele no qual a concentragdo de acido propidnico produzida foi menor.

Tabela 16. Parimetros e variaveis relacionados a producio de biomassa e aos produtos principais
a fermentacio para o isolado 7 nos trés meios.

Meio Yadav et al .

Meio Yadav et al . Meio TYA
com ferro
=0,957
n(h?) Ha 0,42 0,42
W, =0,03
Xasg 2,51+0,19 1,53 £ 0,004 1,28 + 0,01
AX,g 2,18+0,24 1,25 + 0,06 1,07 £ 0,01
Yys (g cél/g S) 0,73 0,35 0,20
P, (mg cél.L™.h™) 45,42 26,04 22,29
A[Acido propiénico] (g/L) 17,87 + 0,08 5,83 £0,30 4,07 £ 0,63
Ypropionato/S (s proPionatO/g S) 571 1,62 0,75
Ypropionato/X (g propionato/g X) 8,20 4,66 3,80
0,73 £ 0,05
AfL-lactato] (g/L) ! s 7,81 £ 0,09 3,90+0,11
(concentragao final)
Yiactatoss (8 lactato/g S) 3,06 2,17 0,72
Yactato/x (8 lactato/g X) 4,20 6,25 3,64

Os fatores de rendimento apresentados na tabela acima foram calculados considerando-
se apenas a glicose como substrato. No meio original, os resultados anteriores indicaram que a
maior parte da glicose consumida foi direcionada para a geragdo de biomassa. O fator de
rendimento em células foi calculado considerando-se o total de biomassa produzida e a
quantidade total de glicose consumida. J4 os fatores de rendimento de 4cido latico em relagdo ao
substrato consumido e em relacdo a biomassa foram calculados considerando-se apenas o
periodo em que houve producado de lactato e o respectivo consumo de glicose, desconsiderando-
se um possivel consumo de glicose para formagdo de lactato a partir do momento em que este

passou a ser consumido.
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O fator de rendimento de acido propidnico em relacdo ao substrato apresentado na
tabela foi calculado considerando-se o total de acido propidnico produzido e o total de
substrato consumido. Sendo assim, esse fator de rendimento Y yropionators calculado para o meio
original ndo € um bom pardmetro de comparacdo, visto que ele considera que o acido
propidnico teria sido obtido a partir de glicose durante toda a fermentagdo. Como a
concentracdo de acido propidnico foi bem mais elevada nesse meio, o valor do fator de
rendimento é, naturalmente, alto. Entretanto, como ja foi discutido, os indicios s@o de que o
acido propionico € produzido principalmente a partir do lactato, durante a segunda fase
exponencial do crescimento.

As principais comparagdes que podem ser estabelecidas observando-se os parametros
calculados para cada um dos meios sao discutidas a seguir.

O fator de rendimento em células para o meio original ¢ o dobro daquele observado
nos outros meios. Conforme havia sido concluido anteriormente, nesse meio, o consumo de
glicose esta relacionado principalmente a produgdo de biomassa. Como a glicose continuou
sendo consumida apos a segunda fase lag, a concentragdo de biomassa produzida foi maior
nesse meio, assim como a produtividade em células. Considerando apenas a concentracdo de
células produzidas durante a primeira fase exponencial e a glicose consumida no mesmo
periodo, o fator Yx;s encontrado ¢ de 0,75, que continua sendo praticamente o dobro daquele
encontrado para os outros dois meios. A alta produtividade em células nesse meio quando
comparado aos outros dois, também corrobora a hipotese de que o consumo da glicose foi
quase que exclusivamente revertido para a producado de células.

Apesar de o rendimento em células em relacdo a glicose consumida ter sido maior no
meio original e haver indicios de que a glicose consumida foi, majoritariamente, consumida
para o crescimento celular, a concentracdo de acido propidnico nesse meio foi bastante
elevada e muito superior a dos outros meios. Nos outros meios, como nao houve consumo de
lactato, o acido propionico foi produzido exclusivamente a partir da glicose, o que fez com
que ele fosse gerado em menores concentragdes.

Comparando-se o fator de rendimento de 4cido propidnico em relagdo a biomassa no
meio original com aqueles dos outros meios, percebe-se que, apesar das concentragdes mais
altas de biomassa produzidas nesse meio, seu valor foi bem mais alto que o dos outros meios,
sugerindo que, de fato, o acido latico consumido foi quase que totalmente revertido para a
producao de acido propidnico e que foi o consumo de acido latico que permitiu a diferenga de

quantidade de acido propidnico produzida em relagdo aos outros meios.
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Além disso, considerando-se apenas o acido propidnico produzido durante a fase
exponencial do crescimento (6,10 + 0,09 g.L™") e a concentracio de biomassa correspondente
durante esta fase para o célculo do fator Y ropionatox, 0 Valor encontrado é de 4,48. Embora seja
ainda maior do que aquele encontrado para os outros meios, a diferenca de valor € menor.

Esses fatos sustentam que o acido latico € o substrato preferencial para a producao de
acido propidnico, sendo praticamente todo o acido latico consumido para a producao de acido
propidnico. Também explica porque continuou havendo um pequeno consumo de glicose,
mesmo apos a segunda fase lag e porque o crescimento foi bem mais lento e a produgdo de
biomassa bem menor.

Estabelecendo-se uma comparacdo entre os rendimentos de acido propidnico em
relagdo a biomassa para o meio modificado com ferro e o meio TYA, observa-se que seu
valor foi um pouco mais elevado no meio modificado com ferro, o que poderia, a principio,
sugerir que o meio TYA ¢ pior para a produgdo de acido propidnico por ter mais substrato
sendo direcionado para a producdo de biomassa. No entanto, como ha dois produtos em
concentragdes elevadas gerados na fermentacdo, ¢ preciso fazer uma analise mais detalhada
comparando-se os dois produtos.

Embora os fatores Y propionato's € Ypropionato’x S€jam maiores no meio modificado com
ferro em relacdo ao meio TYA, a concentracdo de acido latico no meio modificado com ferro
foi quase o dobro daquela observada no meio TYA. Além disso, a diferenca entre os fatores
de rendimento Ysctators € Ylactatorx €M ambos 0s meios ¢ mais significativa do que a diferenca
entre Ypropionato/S € Ypropionato/X-

Os maiores valores dos fatores de rendimento de lactato em relagdo ao substrato e em
relacdo a biomassa no meio modificado com ferro sugerem que mais substrato esta sendo
direcionado para a produgdo de acido latico nesse meio.

Se o acido propionico for o produto de interesse, a alta producdo de acido latico pode
ser um ponto negativo, dificultando a separacdo. No meio TYA, etanol e succinato foram
produzidos em concentragdes muito pequenas, em comparagdo com aquelas observadas no
meio com adi¢do de ferro.

Além disso, apesar de o meio TYA ter proporcionado menor produgdo de acido
propionico, a diferenca de concentracdo de 4cido propidnico em ambos ndo foi tdo
discrepante.

Em razdo disso, e dado que o meio TYA ¢ um meio com menos nutrientes, em
compara¢gdo com o meio modificado com ferro, ele poderia ser mais adequado para a

producdo de acido propidnico.
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IV.3.5 Conclusdes parciais

O comportamento desse isolado foi bastante diferente em relagdo ao dos outros
isolados, conforme ja havia sido observado nos experimentos anteriores. Além da produgao
de acido propionico, que ndo foi observada nos outros, continuou havendo producdo de
etanol, mesmo nos meios contendo ferro. Além disso, os resultados dos experimentos
anteriores ja sugeriam que, no meio original, poderia ter havido consumo de lactato pelo
micro-organismo. Nao foi, entretanto, detectada producdo significativa de solventes.

De forma geral, tem-se que o meio original, que foi o que permitiu concentragdes bem
mais elevadas de acido propidnico ¢ o mais adequado para a obtengdo desse produto. Embora
o acido latico também seja produzido durante a fermentagao € 0 Yictato/s S€ja mais alto quando
comparado ao dos outros dois meios, essa producdo de acido latico mostrou-se positiva, pois
o fato de o acido latico ter sido posteriormente consumido foi o fator responsavel pela grande
diferenca de concentragdo de acido propidnico observada nesse meio.

Como esses meios de fermentacdo nao sdo originalmente utilizados para a produgao de
acido propionico na literatura, e sim para a producdo de solventes, ndo hd valores de
referéncia para a concentracdo de acido propiénico nesses meios.

O é4cido propidnico ¢ um produto de interesse industrial, cuja producdo em grande
escala por fermentag¢do ndo ¢, ainda, competitiva economicamente com as rotas tradicionais.
Assim, sua producdo em alta concentracao ¢ bastante promissora. Apesar disso, muitos outros
experimentos teriam de ser conduzidos para estudar as variaveis que afetam o processo,

permitir a otimizagdo das condigdes de produgdo e o scale-up.

1V.3.6 Avaliacio da influéncia do substrato na producio de acido propionico

Quando foi detectada a producao de acido propidnico pelo isolado 7, foram buscadas
referéncias na literatura de meios de fermentacdo comumente utilizados para a produgdo de
acido propidnico. Assim, conforme mencionado anteriormente foram utilizados os meios
propostos pelos autores Liu et al. (2011). A ideia de utilizar trés meios com diferentes fontes
de carbono foi avaliar o comportamento do micro-organismo em cada um deles e verificar sua
capacidade de utilizar o glicerol como fonte de carbono, o que seria algo bastante interessante

para trabalhos futuros.
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IV.3.6.1 Glicose como fonte de carbono

O primeiro meio de fermentacao testado foi aquele contendo glicose como unica fonte
de carbono. Na Figura 25 sdo mostrados os perfis de consumo de glicose e de concentragao de

biomassa ao longo da fermentacao.
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Figura 25. (A) Perfis de consumo de substrato e de concentracdo de biomassa ao longo de 48 horas de
fermentacio para o isolado 7 no meio proposto por Li et al. (2011) contendo apenas glicose. (B) Perfis de
produtos ao longo de 48 horas de fermentag¢io para o isolado 7 no meio proposto por Li et al. (2011)
contendo apenas glicose.

E observada uma pequena fase lag, de cerca de 1,5 hora. O micro-organismo atinge a
fase estacionaria do crescimento com cerca de 6 horas de fermentacdo. O consumo total de
glicose ¢ de 8,09 + 0,40 g.L'l, sendo que praticamente todo esse consumo ocorre durante a
fase exponencial da fermentacdo. Depois, a concentracdo de glicose permanece quase
constante. Na Figura 36 s3o mostrados os produtos obtidos durante as 48 horas de
fermentacao.

Considerando-se o A entre a concentragdo final e inicial de 4cido propidnico, o
principal produto dessa fermentagdo foi o acido latico e ndo o acido propidnico. No entanto,
vale observar que houve grande concentragdo inicial de acido propidnico, o que indica que
grande parte do acido propidnico foi produzida durante o pré-inodculo e essa fase nao foi
monitorada.

A produgdo de 4cido latico também teve producdo bem menor que nos meios testados
anteriormente. Também nao houve consumo de acido latico durante a fermentacao.

Nao foram detectadas concentragdes significativas de succinato, mas houve producdo

de acido acético.
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IV.3.6.2 Glicerol como fonte de carbono

O segundo meio testado foi 0 meio contendo glicerol como unica fonte de carbono. Os

perfis de concentragdo de biomassa e de consumo de glicerol estao na Figura 26.
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Figura 26. (A) Perfis de consumo de substrato e de concentragio de biomassa ao longo de 48 horas de
fermentacio para o isolado 7 no meio proposto por Li et al. (2011) contendo apenas glicerol. (B) Perfis de
produtos ao longo de 48 horas de fermentag¢io para o isolado 7 no meio proposto por Li et al. (2011)
contendo apenas glicerol.

Diferentemente do meio contendo apenas glicose, ndo ¢ observada fase lag. A fase
estacionaria do crescimento também foi atingida em cerca de 6 horas de fermentacdo. Foram
consumidos 13,48 + 0,46 g. L™ de glicerol, superior ao consumo de glicose no meio anterior.

Novamente, o principal produto da fermentacdo foi o acido propionico. Foram
detectados também, em menores concentragdes, acido acético e succinato. A producdo de
acido latico foi ainda menor do que no meio anterior e este também ndo foi consumido

durante a fermentacao.

IV.3.6.3 Co-fermentacio de glicose e glicerol

Por ultimo, assim como os autores Liu et al. (2011) avaliaram em seu trabalho o
comportamento da Propionibacterium acidipropionici em co-fermentagdo de glicose e
glicerol, o comportamento do isolado 7 em co-fermentacdo foi também avaliado, utilizando-se
a mesma razao glicerol/glicose proposta pelos autores. Na Figura 27, sdo mostrados os perfis

de concentragdo de células e de consumo de ambos os substratos durante a fermentacao.
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Figura 27. (A) Perfis de consumo de substrato e de concentracio de biomassa ao longo de 48 horas de
fermentacio para o isolado 7 no meio proposto por Li et al. (2011) em co-fermentagio glicerol/glicose na
razio 4:1. (B) Perfis de consumo de produtos ao longo de 48 horas de fermentacio para o isolado 7 no
meio proposto por Li et al. (2011) em co-fermentacio glicerol/glicose na razio 4:1.

Em termos de biomassa, ndo houve fase lag, e as células atingiram a fase exponencial
em cerca de 4 horas de fermentagéio.

Em relagdo ao consumo dos substratos, ambos os substratos foram consumidos
simultaneamente. Os autores Liu et al. (2011), em seus experimentos de co-fermentacdo
glicerol/glicose também encontraram que ambos foram consumidos praticamente de forma
simultanea.

Embora o consumo total de glicerol (10,35 + 1,11 gL™) tenha sido maior que o
consumo total de glicose (4,50 + 0,21 g.L™"), observa-se que a taxa de consumo de glicose foi
maior do que a taxa de consumo de glicerol durante a fase exponencial do crescimento.

Conforme foi discutido, por ter menor estado de oxidagdo em comparacdo com a
glicose, o glicerol tem mais tendéncia a gerar produtos reduzidos como o acido propionico.
Em compensacdo, menor tendéncia a gerar biomassa pela manutencdo do balango redox.
Nesse caso, havendo ambos os substratos, o mais provavel € que a glicose tenha sido utilizada
preferencialmente para a geracdo de biomassa.

Isso esta de acordo com o que sugerem os autores Liu et al. (2011). Eles dizem que,
durante a co-fermentagdo glicerol/glicose, a glicose ¢ utilizada tanto como doadora de
hidrogénio para gerar equivalentes reduzidos (NADH) quanto para gerar ATP para a
formagdo de biomassa, enquanto o glicerol foi majoritariamente utilizado para a produgéo de
acido propidnico.

O principal produto da fermentagio foi o acido propiénico. Acido acético e succinato
foram produzidos em menor concentragdo. Observa-se a presenga de acido latico, mas sua

producdo foi pequena.
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1V.3.6.4 Comparacgao entre os meios

A Figura 28 mostra os perfis de crescimento microbiano nos trés meios de
fermentagdo, enquanto na Figura 29 sdo mostradas as concentragdes de acido propionico ao
longo das 48 horas de fermentacdo nos trés diferentes meios.

Mais adiante, na Tabela 17, ¢ feita uma comparagdo entre os principais parametros
calculados no presente trabalho para os trés meios. Sdo colocados também valores de
referéncia da literatura, encontrados nos estudos de Liu et al. (2011), para efeitos de
comparacao.
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Figura 28. Comparacio das concentracdes de biomassa ao longo de 48 horas de fermentaciio para o
isolado 7 nos meios de fermentacdo contendo glicose, glicerol e glicerol/glicose na razio 4:1.

Pela figura acima, é possivel observar que a menor producdo de biomassa se deu no
meio contendo apenas glicerol como fonte de carbono. A maior concentragdo de células foi
obtida no meio contendo apenas glicose como fonte de carbono. No meio em que glicerol e
glicose foram utilizados, a producdo de biomassa foi intermediaria. Esses resultados estdo de
acordo com o que foi obtido no trabalho dos autores Liu et al. (2011) (Tabela 17).

Uma pequena fase lag foi observada apenas no meio contendo glicose como Unica
fonte de carbono. Esse fato ¢ curioso, visto que no meio do pré-indculo a glicose era a inica
fonte de carbono e, enquanto as células precisaram de uma adaptacdo ao meio contendo
apenas glicose, esse tempo de adaptacdo foi desprezivel nos meios contendo apenas glicerol e
contendo a mistura de glicose e glicerol.

Apesar disso, esses resultados sdo similares aqueles encontrados por Liu et al. (2011).
Os autores também haviam crescido as células da cultura de Propionibacterium
acidipropionici em meio contendo apenas glicose e, ainda assim, a maior fase lag (6 horas) foi
observada para o meio contendo apenas glicose.
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Na Tabela 17 apresentada a seguir, para a co-fermentacao glicerol/glicose, os fatores
de rendimento em relagdo ao consumo de substrato foram calculados considerando-se o total
de glicose e glicerol consumidos, o que faz sentido visto que ambos foram consumidos
simultaneamente, apesar de tudo indicar que a glicose consumida ¢ direcionada tanto para a
geracdo de ATP para formar biomassa quanto para a geracdo de produtos reduzidos, enquanto
o glicerol ¢, sobretudo, direcionado para a geragdo de acido propidnico.
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Figura 29. Comparagao das concentracdes de acido propionico ao longo de 48 horas de fermentacio para
o isolado 7 nos meios de fermentacio contendo glicose, glicerol e glicerol/glicose na razio 4:1.

Tabela 17. Parametros e variaveis relacionados a producio de biomassa e aos produtos principais
da fermentaciio para o isolado 7 nos meios contendo glicose, glicerol e glicerol/glicose na raziao 4:1. Para
efeitos de comparacio, sido apresentados também dados da literatura (LIU et al.; 2011)

Glicose Glicerol  Co-fermentacdo Glicose Glicerol Co-fermentacdo
u(hY 0,75 0,45 0,40 NI NI NI
Xag 1,41+0,32 1,06+0,11 1,26 £ 0,04 NI NI NI
X 1,18 +0,32 0,86 +0,12 1,00 + 0,04 6,8+0,19 3,3%0,12 4,9+0,13
Yys (g cél/g S) 0,15 0,06 0,07 NI NI NI
P, (mg cél.L™.h?) 24,58 17,92 20,83 NI NI NI
A[Acido propiénico] (g/L) 4,38+0,22 7,66 +0,96 17,02 + 0,64 11,5+0,45 18,1+0,65 21,9+0,72
Yoropionatoss (€ Propionato/g S) 0,54 0,57 1,15 0,303 + 0,012 0,475+0,017 0,572 +0,018
Ypropionato/x (8 Propionato/g X) 3,71 8,91 17,02 NI NI NI
Ppropionato (8:L2-h™) 0,091 0,160 0,355 0,068 0,108 0,152
Alacetato] (g/L) 0,61+0,09 0,28 +0,06 0,43 + 0,04 2,57+0,12 0,54 +0,09 0,87 + 0,08
Yacetato/s (g acetato/g S) 0,08 0,02 0,03 NI NI NI
propionato/acetato (mol.mol™) 5,82 22,17 32,08 3,63 27,1 20,4
A[succinato] (g/L) ND 0,06 + 0,02 0,13+0,03 0,55+0,03 1,10+0,05 1,19 £ 0,04
Youccinatoss (8 Succinato/gs) | - 0,004 0,01 NI NI NI

ND - ndo encontrado em concentragdes detectaveis no HPLC

NI- pardmetro ndo calculado/valor ndo informado pelos autores
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Estabelecendo-se uma comparagdo entre os parametros calculados no presente
trabalho para cada um dos trés meios, observa-se que a relagdo segue os resultados
encontrados pelos autores Liu et al. (2011) em seus experimentos.

Em primeiro lugar, a concentracdo de biomassa produzida foi menor no meio
contendo apenas glicerol como fonte de carbono. J& o maior valor de concentracdo de
biomassa foi encontrado no meio contendo apenas glicose. Na co-fermentacdo, o valor
encontrado foi um intermediario entre os dois. Os autores, em seu trabalho, ndo calcularam o
fator de rendimento de biomassa em relagdo ao substrato consumido nem a produtividade
volumétrica em células. Entretanto, no presente trabalho, encontrou-se que tanto o fator de
rendimento de substrato em células quanto a produtividade volumétrica foram maiores no
meio contendo somente a glicose como fonte de carbono.

No que diz respeito a taxa especifica de crescimento celular, os autores nao
informaram valores, apenas disseram que a taxa especifica de crescimento na co-fermentagao
glicerol/glicose foi maior quando comparada as fermentagdes contendo apenas glicerol ou
glicose. Neste trabalho, entretanto, o maior valor para a taxa especifica de crescimento foi
encontrado para o meio contendo apenas glicose e as taxas no meio contendo apenas glicerol
e na co-fermentacdo foram bem proximas.

Em relacdo a concentragdo de acido propidnico, assim como 0s autores encontraram
em seu estudo, a maior concentracdo de acido propidnico foi produzida na co-fermentagao e a
menor no meio em que somente a glicose foi utilizada como fonte de carbono. Assim, a maior
produtividade de acido propidnico também foi encontrada na co-fermentacao.

Estes resultados estdo de acordo com tudo o que foi discutido em relagéo a diferenga dos
graus de redutibilidade da glicose e do glicerol, que faz com que, no glicerol, embora haja mais
acido propidnico sendo gerado, a tendéncia ¢ de que haja certa inibi¢cdo da gera¢ao de biomassa,
pelo acamulo de NADH e decréscimo no pool de NAD" (ZHANG e YANG, 2009). Isso ocorre
porque a quantidade de NADH consumida na geracdo de ATP para formar biomassa ¢ menor
do que aquela consumida para gerar piruvato a partir de glicerol. No entanto, a quantidade de
NADH consumida no ciclo para a geragdo de acido propidnico ¢ a mesma.

A menor concentragdo de acido acético foi obtida no meio contendo apenas glicerol.
No entanto, a maior razdo molar acido propidnico/acido acético foi encontrada na co-
fermentagcdo. Esse resultado difere um pouco do encontrado na literatura. Os autores
encontraram a maior razao molar para o meio contendo somente glicerol.

No que diz respeito ao succinato, os resultados também foram condizentes com os

obtidos pelos autores. No presente trabalho, ndo foi detectada a presenga de succinato em
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quantidades significativas no meio contendo apenas glicose. A producdo de succinato foi
maior na co-fermentagdo do que no meio contendo apenas glicerol. Na rota metabdlica, ndo
ha indicios de que a excre¢do do succinato esteja relacionada com a manuteng¢do do balango
redox da célula, isto é, ndo ha NAD" ¢ NADH envolvidos. Assim, é natural esperar que
maiores producdes de acido propidnico proporcionem maior excrecao de acido succinico

Os resultados confirmam a conclusdo dos autores Liu et al. (2011) de que nem o
glicerol nem a glicose sdo as fontes 6timas para a produgdo de acido propidnico e para o
crescimento celular. Assim, a co-fermentagdo parece ser uma solugéo eficiente para aumentar
o rendimento de &cido propidnico. Quando comparada a fermentagdo de um unico substrato, a
fermentagdo permitiu ndo s6 a producdo de acido propidnico em concentragdes mais elevadas,
mas também o maior rendimento de acido propidnico em relagdo ao substrato consumido, o
que € um ponto positivo, porque indica que mais substrato esta sendo direcionado para a

producdo do produto de interesse.

IV.3.6.5 Conclusdes parciais

A auséncia de producdo de solventes em todos os meios testados para o isolado 7
descartam a hipdtese de que esse micro-organismo seja produtor de solvente. As
caracteristicas observadas na microscopia bem como o0s comportamentos metabolicos
sugeridos em cada um dos meios sdo compativeis com os de bactérias pertencentes ao género
Propionibacterium, embora ndo tenham sido encontradas referéncias a capacidade de produzir
acido latico, observada principalmente nos trés primeiros meios de fermentacdo testados,
assim como o fator responsavel por permitir o consumo de acido latico no primeiro meio de
fermentagdo testado também nao foi compreendido.

Os resultados da fermentagdo mostraram que esse isolado ¢ bastante promissor. As
concentragdes de acido propidnico obtidas foram bem altas em quase todos os meios de
fermentagcdo. Embora a maior concentracao de acido propidnico tenha sido produzida no meio
utilizado no experimento anterior (meio proposto por Yadav et al., 2014), o que foi atribuido
ao consumo de acido latico, os resultados nos meios de fermentacdo contendo glicerol como
fonte de carbono foram, também, bastante relevantes, principalmente quando comparadas a
resultados da literatura, cujos experimentos em batelada sdo, normalmente, conduzidos em

volumes maiores, usualmente biorreatores em escala de bancada.
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Além disso, a possibilidade do uso de glicerol ¢ uma grande vantagem, pois esta
totalmente alinhada com a atual tendéncia em utilizar matérias-primas de baixo custo,

normalmente co-produtos de outros processos industriais.

V. COMPARACAO COM A LITERATURA

Para avaliar a qualidade dos resultados obtidos e a representatividade das
concentragdes de acido propionico obtidas, estas concentragdes foram comparadas com
aquelas obtidas em diferentes estudos da literatura, para condigdes de processo variadas. A

Tabela 18 resume essa comparacao.
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Tabela 18. Comparacio entre as concentragdes de acido propionica obtidas no presente trabalho nos diferentes meios de fermentacio com resultados da

literatura para diferentes fontes de carbono e diferentes formas de conducao do processo

Concentragdo de acido

Trabalho Micro-organismo Fonte de carbono Forma de condugdo do processo 1 u(h'l) Tempo de fermentagdo (h)
propidnico (g.L”)
Presente trabalho Sob identificagdo Glicose (Yadav et al., 2014) Escala de bancada 17,87 0,957 48
Presente trabalho Sob identificagdo Glicose (Yadav et al, 2014 acrescido de ferro) Escala de bancada 5,83 0,42 48
Presente trabalho Sob identificagdo Glicose (Al-Shorgani et al., 2016) Escala de bancada 4,07 0,42 48
Presente trabalho Sob identificagdo Glicose (Liu etal., 2011) Escala de bancada 4,83 0,75 48
Presente trabalho Sob identificagdo Glicerol (Liu etal., 2011) Escala de bancada 7,66 0,45 48
Presente trabalho Sob identificagdo Glicerol/glicose 4:1 molar (Liu et al., 2011) Escala de bancada 17,02 0,4 48
Castro (2014) P. acidipropionici CIP 53614 xilose Batelada com células livres 18
Castro (2014) P. acidipropionici CIP 53615 xilose Batelada alimentada com células livres 38 0,21h"
Castro (2014) P. acidipropionici CIP 53616 xilose Batelada alimentada com células imobilizdas 26 (medido no pré-in6culo)
Castro (2014) P. acidipropionici CIP 53617 hidrolisado hemiceluldsico de bagago de sorgo Batelada sequencial com células imobiliizadas 31,3
Zhu et al. (2010) P. acidipropionici CGMCC 1.2230 Glicerol 20 g,L'l Batelada 15,72 120
Zhu et al. (2010) P. acidipropionici CGMCC 1.2231 Glicerol 50 g.L Batelada 28,53 Méximo de 0,18 em 150
Zhu et al. (2010) P. acidipropionici CGMCC 1.2232 Glicerol 70g.L™" Batelada 29,21 batelada 300
Zhu et al. (2010) P. acidipropionici CGMCC 1.2233 Glicerol 8{)g.L'1 Batelada 32,00 350
Batelada alimentada
Zhu et al. (2010, P. acidipropionici CGMCC 1.2234 i Lt 34,81 240
( ) prop ! Glicerol 20g.L (alimentagdo constante entre 48 e 96 h)
Batelada alimentada
Zhu et al. (2010, P. acidi jonici CGMCC 1.2235 i Lt 44,62 - 220
uetal ( ) adalproplonict Glicerol 30g.L (alimentagdo constante entre 72 e 120 h) Méximo de 0,05em
Batelada ali tad batelada alimentada
atelada alimentada
Zhu et al. (2010; P. acidif jionici CGMCC 1.2236 i Lt 35,51 200
uetal ( ) acidipropionici Glicerol 50 g.L (glicerol puro adicionado em 96 h)
Batelada ali tad
Zhu et al. (2010) P. acidipropionici CGMCC 1.2237 Glicerol 40g.L™ _ cateladaalimentada 43,50 250
(glicerol puro adicionado em 84 h)
Liu et al. (2011) P. acidipropionici CGMCC1.2225 Glicerol Batelada 18,1 NI 168
Liuetal. (2011) P. acidipropionici CGMCC1.2226 Glicose Batelada 11,5 NI 168
Liu et al. (2011) P. acidipropionici CGMCC1.2227 Glicerol/glicose 4:1 molar Batelada 21,9 NI 144
Liuetal. (2011) P. acidipropionici CGMCC1.2228 Glicerol/glicose 4:1 molar Batelada alimentada 29,2 NI 192
Zhang e Yang (2009) P. acidipropionici ATCC 4875 Glicerol Batelada (células livres) 19,3 0,05 >700
Zhang e Yang (2009) P. acidipropionici ATCC 4876 Glicerol Batelada em Fibrous bed-reactor (células imobilizadas) 197 0 e 130
Silva (2013) P.acidipropionici CCT-4843 Acido I4tico Batelada 14 NI 96

NI - ndo informado pelo autor
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Em todos os trabalhos referidos, as concentragdes de acido propidnico foram obtidas
em biorreatores de bancada. Em alguns casos, foram utilizadas ainda, formas de condugao de
processo que permitem o controle de temperatura ou ainda que tém se mostrado mais
promissoras para a producao de acido propionico.

Portanto, comparativamente, as concentragdes de acido propionico obtidas no presente
trabalho, em escala de bancada em frascos de penicilina, mostraram-se bastante altas, sendo,
jé em alguns casos, superior a observada em estudos da literatura. Como exemplo, no meio
Yadav et al. (2014), a produgdo de acido propidnico foi de 17,87 g.L™', superior aquela
observada por Zhu et al. (2014), utilizando glicerol na concentragdo de 20 g.L™' como fonte de
carbono em batelada. Isso sugere que com formas de condugdo de processos mais adequadas,
as concentragdes de acido propidnico poderiam ser ainda maiores que os resultados da
literatura. Portanto, o uso desse micro-organismo para a producdo de acido propidnico é
bastante promissor.

Além disso, na maior parte dos casos da literatura, esses valores de concentragdo de
acido propidnico sdo obtidos apds 72 horas de fermentagdo. O micro-organismo deste
trabalho tem metabolismo bastante rapido, o que ¢ sugerido pelo p de 0,95 h™' durante a
primeira fase exponencial da fermentagdo no meio Yadav et al. (2014), muito superior as
taxas especificas de crescimento normalmente encontradas na literatura para bactérias
propidnicas. Isso explica porque concentragdes altas de acido propidnico foram obtidas
mesmo apos 48 horas de fermentagdo, o que também representa uma grande vantagem desse

micro-organismo.

VI. CONCLUSOES

O presente trabalho visou a dar continuidade a estudos anteriores em que bactérias
anaerdbias foram isoladas de solo de manguezal da restinga da Marambaia. Inicialmente,
haviam sido feitos alguns testes fermentativos, que nao haviam sido totalmente conclusivos.

Neste trabalho, algumas hipdteses foram testadas. Apesar disso, tratou-se, ainda, de
um trabalho de prospeccdo. Como as bactérias ndo foram devidamente identificadas, sendo
conduzida apenas uma identificacdo preliminar, as rotas metabolicas ndo sdo totalmente
conhecidas, de forma que as hipoteses foram sendo testadas com base nas observagdes feitas

ao longo dos proprios experimentos, seguindo-se o que ja foi observado na literatura. Em
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relacdo ao isolado 7, os resultados sugerem a existéncia de uma rota metabolica semelhante a
observada na literatura e predominante nas bactérias propidnicas. Entretanto, em todos os
meios de fermentagdo testados, o isolado mostrou também producdo de acido latico. Além
disso, o consumo de acido latico para a producdo de acido propionico s6 foi observada no
meio utilizado originalmente, sugerindo que alguns fatores podem interferir no metabolismo
dessas bactérias no que diz respeito ao consumo do lactato produzido para a produgdo de
acido propionico.

Portanto, o presente trabalho, majoritariamente um estudo de prospec¢do, no qual as
hipoteses foram testadas com base nos resultados observados ao longo do préprio estudo mais
do que no conhecimento tedrico sobre o metabolismo dos micro-organismos e o efeito que
certas variaveis podem ter sobre ele, teve alcangado seu objetivo central, que era avaliar o
potencial biotecnologico dessas bactérias.

O isolado 7 mostrou-se promissor para a producdo de acido propidnico, um produto de
interesse industrial e cuja producdo industrial por fermentagdo ainda ¢ pouco explorada. Esse
micro-organismo mostrou, inclusive, capacidade de produzir acido propidnico em altas
concentragdes utilizando glicerol como fonte de carbono, o que pode ser uma alternativa
bastante interessante para tornar o processo competitivo industrialmente, além de ser uma
solugdo para o glicerol bruto obtido como subproduto na industria de biodiesel.

Conforme mencionado na Sec¢do 1.9, autores apontam que a principal alternativa para
viabilizar economicamente um processo fermentativo ¢ a redu¢do do custo com as matérias-
primas. Alguns autores que fizeram estudos de viabilidade econdmica para a produgdo de
solventes a partir de fermentacdo sugerem que a solugdo mais promissora para reduzir os
custos do processo ¢ o uso de matérias-primas de baixo custo. Isso pode, facilmente, ser
aplicado a producdo de outros insumos industriais, cuja produ¢ao por fermentagdo ainda nao
compete economicamente com os processos de sintese quimica tradicionais.

Além disso, altas concentracdes de produtos (4cido latico, para o isolado 1 e acido
propidnico para o isolado 7) foram obtidas, mesmo com experimentos realizados em escala de
bancada, em pequenos volumes e sem controle de certas variaveis como pH.

O uso desses dois isolados, tratados mais profundamente no presente trabalho, para
fermentagdes em escalas maiores, como em biorreatores de bancada € promissor. Ademais,
esses foram os isolados escolhidos para estudos mais aprofundados por terem sido os que
apresentaram comportamentos mais interessantes no estudo anterior. Entretanto, ndo ¢

descartado o uso dos outros isolados para a producdo de acido latico e, como ndo foram
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testados muitos meios alternativos, além de seu metabolismo ndo ser conhecido, eles podem

ter, ainda, ter potencial para a produgdo de outros insumos de interesse.

VII. SUGESTOES

Conforme discutido, o método de identificagdo dos micro-organismos por
espectroscopia de massas foi escolhido como alternativa preliminar, por ser um método
simples e rapido. Além disso, o objetivo do presente trabalho ndo era fazer estudos com base
no conhecimento tedrico das rotas metabolicas dos micro-organismos e, sim, avaliar o
potencial biotecnoldgico de micro-organismos isolados de um solo de manguezal, com
caracteristicas bastante peculiares. Portanto, a identificagdo nédo era crucial para a condugio
dos experimentos deste trabalho.

Apesar disso, uma identificagdo com maior confiabilidade, principalmente apds a
realizagdo de testes fermentativos com os micro-organismos em diferentes condigdes, ¢
interessante para elucidar algumas questdes ainda ndo esclarecidas. Conhecer a rota
metabolica dos micro-organismos isolados pode ser util, sobretudo, na avaliagdo de variaveis
que tenham efeito sobre a producdo do produto de interesse, além da possibilidade de
conhecer a existéncia de outros caminhos metabdlicos.

Portanto, como primeira sugestdo para trabalhos futuros, tem-se a identificagdo pelo
método do DNA 16s.

Apbs a identificagdo, um estudo comparativo entre os resultados obtidos e
informacdes da literatura deve ser conduzido com olhar critico, visando principalmente a
elucidar as questdes e varidveis que podem ter levado aos metabolicos para os quais até o
momento nao se tém referéncias.

Posteriormente, os isolados escolhidos podem ser submetidos a diferentes condigdes,
para avaliar as variaveis que reconhecidamente, mais influenciam no metabolismo,
permitindo a otimizagdo do processo. E interessante pensar, principalmente, na otimizagao
utilizando-se matérias-primas de baixo custo. Um fator a ser estudado seria também a
substituicdo das fontes de nitrogénio utilizadas no presente trabalho (triptona e extrato de
levedura) por fontes de nitrogénio de baixo custo, tais como milhocina.

Apos a otimizagdo, ¢ possivel pensar em um scale-up com a realizagdo da fermentagao
ainda em escala de bancada, porém em volumes um pouco maiores, em biorreatores, por

exemplo.
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