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Bactérias anaeróbias têm sido alvo de interesse para uso em processos industriais nos últimos 

anos, pela grande variedade em termos de insumos produzidos por fermentação, incluindo 

moléculas de grande interesse industrial, e também em relação aos substratos consumidos, 

que possibilitam o uso de matérias-primas de baixo custo. Entretanto, ainda há problemas 

inerentes ao processo fermentativo e a maior parte dos estudos é feita com base em espécies já 

conhecidas. Nesse contexto, buscando o aproveitamento da grande biodiversidade dos solos 

brasileiros, em estudo anterior, bactérias anaeróbias foram isoladas de solos de manguezal da 

Restinga da Marambaia. Foram obtidos 8 isolados sob condições mesofílicas, caracterizados 

pelo método da coloração de Gram e pelo comportamento em alguns testes bioquímicos. A 

capacidade fermentativa foi avaliada por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). O 

objetivo do presente estudo é elucidar algumas questões previamente estabelecidas sobre o 

comportamento de tais isolados, como o pertencimento das espécies ao gênero Clostridium, a 

capacidade de produção de solventes e a possibilidade de serem acetogênicas. Para isso, todos 

os isolados foram colocados em meio contendo ferro e levados para identificação 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 fermentações por 48 horas em diferentes meios, com amostragens 

periódicas para verificar o perfil de crescimento e o perfil dos produtos obtidos, também 

caracterizados por HPLC. A identificação preliminar, bem como a avaliação de estudos da 

literatura permitiram identificar um dos produtos obtidos pelo isolado 7, que anteriormente 

não havia sido identificado, como ácido propiônico. Assim, o ácido propiônico tornou-se o 

produto de interesse deste trabalho. O isolado 7 mostrou alta produção de ácido propiônico. A 

maior concentração de ácido propiônico foi obtida no meio proposto por Yadav et al. (2014) e 
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que havia sido avaliado no estudo anterior – 17,87 g.L-1. Na co-fermentação glicerol/glicose a 

concentração de ácido propiônico foi de 17,02 g.L-1. A alta produção de ácido propiônico, 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-1. 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. 
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I. INTRODUÇÃO 

A crescente preocupação com o meio ambiente, a necessidade de tecnologias cada vez 

mais sofisticadas e mais caras para a exploração do petróleo e do gás natural, bem como os 

preços flutuantes dessas fontes energéticas têm impulsionado a substituição das rotas 

químicas por rotas bioquímicas para a produção de diversos insumos de aplicação 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 é importante, principalmente em processos em que há poucas espécies reconhecidas que 

produzam o insumo de interesse com alto rendimento e com baixo custo de produção.  

Além de possibilitarem encontrar linhagens mais tolerantes ao produto de interesse, sem a 

necessidade de modificações genéticas, que tornariam o processo mais oneroso, o isolamento 

possibilita a descoberta de novas rotas metabólicas 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 utilização 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 biotecnológico competitivo com o processo equivalente a 

partir de rota petroquímica.  

No caso do Brasil, cuja biodiversidade é tão conhecida, o isolamento de micro-

organismos é particularmente promissor, pois tal diversidade, marcada pela grande variedade 

de ambientes e solos, com diferentes condições de pH, temperatura, umidade, aeração, reflete-

se na heterogeneidade biológica (MONTOYA et al., 2000). 

Em estudo anterior, (Biscainho, 2016), foi realizado o isolamento de bactérias 

anaeróbias de sedimentos do manguezal da Restinga da Marambaia, uma área não impactada 

do Rio de Janeiro.  

A escolha de um solo coletado em manguezal se deu pelas características desse solo, 

praticamente sem oxigênio, favorecendo a predominância de espécies anaeróbias. Além disso, 

apesar de ser um ambiente bastante fértil, paradoxalmente, é também um ambiente bastante 

inóspito, com condições extremas de salinidade, ventos e umidade (SANDILYAN e 

KATHIRESAN, 2012). Portanto, a sobrevivência de micro-organismos nessas condições 

adversas depende de mecanismos adaptativos específicos e únicos, havendo grande 

possibilidade de isolamento de micro-organismos com características que não são encontradas 

em outras regiões.  A escolha da Restinga da Marambaia como local de coleta, por sua vez, se 
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deu por ser uma área de manguezal preservado, sem degradação por ação antropogênica, 

fazendo com que sejam encontradas as características observadas em um manguezal típico.  

Biscainho (2016) obteve oito diferentes isolados, caracterizados previamente. 

Morfologicamente, os isolados foram caracterizados por microscopia, utilizando-se a técnica 

da Coloração de Gram, e, fisiologicamente, através de testes bioquímicos.  

O isolamento foi realizado em anaerobiose, utilizando-se meio diferencial para 

bactérias produtoras de ácidos. As condições do ambiente favoreciam a existência de espécies 

de Clostridium; no entanto, muitas das condições utilizadas favorecem o isolamento de outras 

espécies de bactérias anaeróbias. 

Os testes fermentativos realizados durante o estudo anterior não mostraram produção 

de solventes significativa, o que sugeriu que talvez as bactérias isoladas não pertencessem ao 

gênero Clostridium. Dentre os oito isolados obtidos, dois mostraram-se promissores: o isolado 

denominado provisoriamente como isolado 1, que havia mostrado grande produção de ácido 

lático; e o isolado 7, que havia mostrado comportamento diferente dos demais, com um 

produto observado no cromatograma não identificado anteriormente.  

Os estudos prévios levantaram algumas hipóteses e alguns aspectos a serem 

elucidados. Todas essas hipóteses estão detalhadas e embasadas em Biscainho (2016). Dentre 

as hipóteses levantadas, destaca-se aquela que sugere que as espécies são solventogênicas e a 

falta de íons ferro no meio de fermentação desviou a rota de piruvato a acetil-CoA para a rota 

de piruvato a ácido lático, limitando a produção de outros ácidos e solventes. Isso ocorreria 

porque, em espécies que produzem solventes através da fermentação ABE, uma das enzimas 

responsável pela transição da fase acidogênica para a fase solventogênica é uma ferredoxina 

e, portanto, dependente de ferro. 

Outro fato a ser elucidado é o composto produzido pelo isolado 7. Embora houvesse já 

indícios de que esse produto correspondesse a um composto ácido, ainda não se sabia se tal 

produto havia sido obtido pela direta fermentação 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 não foram conclusivos 

quanto ao potencial biotecnológico dos isolados, restando algumas lacunas, o objetivo central 

do presente trabalho foi a elucidação dessas lacunas, através da caracterização dos isolados 

promissores quanto ao potencial produtor de insumos químicos. Vale ressaltar que, embora 

tenha sido realizada uma identificação preliminar dos isolados, o presente trabalho tem, ainda, 

cunho de prospecção, visando a identificar a capacidade dos micro-organismos isolados para 
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produção de insumos potencialmente industriais, sem fixar-se, necessariamente, em obter 

produtos já conhecidos de dado gênero bacteriano. Mais ainda, os diferentes experimentos 

conduzidos no presente trabalho não partiram de um conhecimento prévio sobre o 

metabolismo dos micro-organismos que, até então, era desconhecido.  

Estudos da literatura, bem como a identificação preliminar dos isolados, ambos 

realizados durante o presente trabalho, sugeriram que o produto ainda não identificado 

observado no cromatograma do isolado 7 corresponderia ao ácido propiônico, de forma que 

posteriores experimentos foram conduzidos para confirmar a produção de tal ácido. Assim, 

embora inicialmente tenham sido buscadas outras moléculas, o ácido propiônico tornou-se o 

principal produto de interesse deste trabalho, porque os resultados apontaram para sua 

produção.  

No Capítulo II, é apresentada a revisão bibliográfica, que visa a fornecer uma base 

teórica para os principais tópicos contemplados no decorrer deste trabalho, focando na 

fermentação do ácido propiônico e em seu interesse industrial. No Capítulo III, são descritos 

com detalhes os materiais e métodos utilizados em cada etapa da pesquisa, incluindo alguns 

experimentos realizados no estudo anterior. Os resultados obtidos e discussões são 

apresentados no Capítulo IV. Por fim, o trabalho é concluído no Capítulo V, incluindo 

sugestões de trabalhos futuros no Capítulo VI.  

II. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

II.1 Manguezais 

II.1.1 Definição e características 

Manguezais são ecossistemas costeiros de transição, encontrados em regiões tropicais 

e subtropicais, cobrindo cerca de dois terços da costa das regiões tropicais do mundo. Esse 

ecossistema só é encontrado em latitudes relativamente próximas ao Equador, onde a 

temperatura das águas é superior a 16oC, porque a vegetação que o compõe não consegue 

sobreviver a temperaturas muito baixas (US National Oceanic and Atmospheric 

Administration – NOAA, 2014). 

O nome “manguezal” vem da vegetação predominante nesses ecossistemas – 

“Manguezal é um grupo de árvores e arbustos halófitos encontrados na zona costal intertidal de 
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margens protegidas, estatuários, afluentes de marés, reentrâncias costeiras, lagoas, pântanos e 

lodaçais de regiões tropicais e subtropicais” (SANDILYAN e KATHIRESAN, 2012).  

As regiões onde esses ecossistemas são usualmente encontrados, os chamados 

estuários ou zonas entre marés, são áreas de encontro da água salgada dos oceanos com a água 

doce de rios e córregos, gerando uma mistura denominada água salobra (US Environmental 

Protection Agency – EPA, 2015). Por isso, Spalding et al. (1997), definem a vegetação dos 

manguezais como um “tipo de vegetação especial que existe na fronteira de dois ambientes”. 

Esses ambientes são extremamente dinâmicos e altamente influenciados pelas marés. Os 

padrões das marés variam em cada região do globo, dependendo de fatores como localização 

geográfica, forma da linha costeira, profundidade da água, ventos e restrições do fluxo de água, 

que amplificam ou amortecem o efeito das marés. No entanto, a maior parte das regiões do 

planeta experimenta dois ciclos diários de maré alta e maré baixa, o que significa que a 

vegetação aí encontrada fica submersa pelo menos duas vezes ao dia (NOAA, 2008).  

Assim, a vegetação dos manguezais possui características bastante específicas, sendo 

facilmente reconhecida por seu típico emaranhado denso de raízes (Figura 1), que permite que 

elas lidem com o movimento diário das marés, reduzindo a velocidade da água, e fazendo 

com que os sedimentos presentes na água se depositem no fundo, formando uma lama. Os 

sedimentos depositados no fundo fazem com que o solo seja muito limitado ou até nulo em 

oxigênio (NOAA, 2014).  

Por todas as razões mencionadas, a vegetação possui adaptações que permitem sua 

sobrevivência em ambiente de condições extremas, marcado por alta salinidade, ventos e 

influência das marés e solos anóxicos (NOAA, 2008).  

 
Figura 1. Sistema de raízes altamente emaranhadas e  

submersas, típico de um ecossistema de manguezal (NOAA, 2011). 
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Da mesma forma que a vegetação, os organismos que vivem nesses ambientes também 

possuem mecanismos de adaptação às condições extremas de alta salinidade, ventos, 

temperaturas variáveis e solos lamacentos com baixíssimos níveis de oxigenação 

(SANDILYAN e KATHIRESAN, 2012). Conforme será mencionado na Seção II.6, micro-

organismos acetogênicos são frequentemente encontrados em solos com essas características. 

Os micro-organismos capazes de sobreviver nesses ambientes são predominantemente 

anaeróbios, e têm papel essencial na decomposição de matéria orgânica, com liberação de 

nutrientes que podem ser utilizados por organismos superiores (World Wide Fund for Nature 

– WWF, acesso em janeiro, 2016).  

II.1.2 Importância ecológica e econômica dos manguezais 

Esses ecossistemas são comumente referidos como “berçários naturais”. Seu típico 

sistema intrincado de raízes torna esses ambientes atrativos para peixes, camarões, 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 

possuírem grande quantidade de nutrientes, ainda oferecem maior proteção contra predadores, 

de forma que os filhotes permanecem ali até que estejam aptos a mudar para os recifes de 

corais. Os ecossistemas de manguezais são, ainda, habitat de diversos anfíbios, répteis e 

mamíferos, e local de nidificação e pouso migratório para diversas espécies de aves (WWF, 

acesso em janeiro, 2016). Por isso, os manguezais também exercem um papel importante no 

equilíbrio de ecossistemas adjacentes, como recifes de corais (SPALDING et al., 1997).  

Manguezais são um dos ecossistemas mais férteis e produtivos do mundo. Conforme a 

água flui, as raízes agem como filtros, depositando excesso de sedimentos e nutrientes. Por 

outro lado, essa característica faz com que os manguezais sejam, simultaneamente, um dos 

ecossistemas mais poluídos do globo, pois, junto com sedimentos e nutrientes, eventuais 

poluentes presentes na água, tais como herbicidas, pesticidas e metais pesados são também 

carreados (NOAA, 2008). 

Economicamente, os manguezais são fontes de recursos naturais em abundância e de 

grande importância, especialmente para populações que vivem à margem dessas regiões. 

Segundo dados da WWF, estudos estimam que em áreas de manguezais preservados, a 

quantidade de peixes, moluscos e outros animais marinhos encontrados em recifes de corais 

seja aproximadamente 25 vezes maior do que em áreas onde os manguezais sofreram 
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degradação pela ação antropogênica. Isso influencia não só no equilíbrio ecológico, mas 

também na economia de comunidades que têm a atividade pesqueira como principal fonte de 

sobrevivência, tanto para consumo próprio como para comercialização. 

Além disso, a vegetação de manguezais é resistente à ação de insetos e pode ser 

utilizada pelas populações locais para construção, e também como combustível. 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 ação humana de emissão 

de CO2, com capacidade sequestrante de CO2 cerca de 50 vezes maior do que outros tipos de 

florestas tropicais. Essa capacidade é atribuída à grande quantidade de micro-organismos 

presente nos solos e à retenção de carbono na forma de nutrientes orgânicos, através do 

depósito de sedimentos. O desmatamento desses ecossistemas pode ter efeitos ainda mais 

drásticos no que diz respeito ao aumento da emissão de CO2, acelerando ainda mais o 

processo de aquecimento global (SANDILYAN e KATHIRESAN, 2012). 

Esses ecossistemas são importantes, ainda, na preservação da costa, visto que o 

emaranhado de raízes funciona como sistemas de amortecimento e auxilia na estabilização da 

costa, reduzindo a erosão por tempestades, correntes, ondas e ventos (NOAA, 2008).  

Por todas essas razões, fica evidente a importância dos manguezais, em termos 

ambientais, econômicos e sociais. Eles são ecossistemas-chave e de grande relevância na 

manutenção do equilíbrio de outros ecossistemas próximos. As características filtrantes, ao 

mesmo tempo em que tornam grande quantidade de nutrientes disponíveis, também fazem com 

que esses ecossistemas sejam extremamente sensíveis e suscetíveis à poluição, aumentando 

ainda mais a necessidade de preservação e de exploração econômica de forma consciente. 

II.1.3 Restinga da Marambaia 

A Restinga da Marambaia possui aproximadamente 42 km de extensão e 81 km2 de 

área, 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 Baía de Sepetiba, pertencendo ao município de 

Mangaratiba. Embora a Ilha de Marambaia não seja uma ilha propriamente dita, a 

denominação se dá pelas grandes elevações 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). 
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A vegetação da Restinga da Marambaia constitui-se de Mata Atlântica originária, 

incluindo grandes áreas de restinga e manguezais como ecossistemas associados, sendo uma 

das últimas reservas de Mata Atlântica do sudeste brasileiro.  Por ser uma área de preservação 

ambiental, o acesso é restrito e permitido apenas com autorização da Marinha do Brasil.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

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

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

Micro-organismos são 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 citoplasmática. De forma geral, micro-organismos procariotos não possuem 

organelas bem definidas separadas do citoplasma por membranas fosfolipídicas, tais como 

núcleo e mitocôndrias. Essas organelas são encontradas exclusivamente em eucariotos. O 

citoplasma dos procariotos contém DNA, RNA, ribossomos, proteínas, sais e metabólitos e é 

altamente viscoso pela presença dessas macromoléculas.  

Procariotos podem viver sob condições extremas, nas quais organismos eucariotos não 

sobrevivem. Isso é possível devido à grande variedade de genes, rotas e caminhos metabólicos 

e processos moleculares que são exclusivos de células procarióticas.  

Por isso, esses micro-organismos são importantes, ainda, na manutenção do equilíbrio 

de diversos ecossistemas, tendo papel fundamental no ciclo de elementos como carbono, 

nitrogênio, enxofre e fósforo. Portanto, a compreensão de processos naturais está intimamente 

ligada à compreensão de processos biológicos que ocorrem em procariotos.  
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II.2.1 Estrutura celular de procariotos 

A estrutura superficial de organismos procariotos é complexa, incluindo parede 

celular, responsável pela forma da célula. Dependendo da estrutura da parede celular, esses 

micro-organismos são classificados em quatro grupos, a saber: micoplasmas, bactérias Gram-

positivas, bactérias Gram-negativas e arqueobactérias. Micoplasmas são patógenos 

intracelulares obrigatórios e não possuem parede celular. Nas bactérias Gram-negativas, o 

peptidoglicano, também chamado de mureína, é o único co-polímero encontrado na parede 

celular. Bactérias Gram-negativas possuem, ainda, uma membrana externa à parede celular.  

A estrutura e composição da membrana externa encontrada em bactérias Gram-

negativas são diferentes daquelas da membrana citoplasmática. Enquanto esta última é 

composta de fosfolipídeos, a membrana externa constitui-se de lipopolissacarídeos (LPS) 

externamente e fosfolipídeos internamente. Por essa razão, essa membrana externa é, algumas 

vezes, chamada de camada LPS.  

Lipopolissacarídeos são compostos de um lipídeo e polissacarídeos que se repetem, 

conhecidos como antígeno O.  O lipídeo forma uma camada lipídica e os polissacarídeos se 

estendem pela superfície. A membrana externa possui ainda proteínas e lipoproteínas e cria 

uma barreira a compostos hidrofóbicos, tornando as bactérias Gram-negativas mais resistentes 

a surfactantes, enzimas hidrolíticas e antibióticos hidrofóbicos.  

Bactérias Gram-positivas não possuem membrana externa, mas a parede celular é bem 

mais espessa que a das bactérias Gram-negativas, e além de peptidoglicano, possui ácido 

teicoico, ácido lipoteicoico e lipoglicano.  

Células procariotas que apresentam motilidade possuem um apêndice denominado 

flagelo e, por vezes, estruturas denominadas fímbrias, que não estão envolvidas na motilidade.  

II.2.2 Formação de endósporos 

Algumas bactérias são capazes de formar estruturas chamadas endósporos, quando o 

ambiente se torna desfavorável ao crescimento. A formação de endósporos mais conhecida e 

estudada é a que ocorre em bactérias dos gêneros Clostridium e Bacillus. Endósporos são 

resistentes a estresse físico e químico e ao calor.   
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II.2.3 Tolerância ao O2 

Ambientes anaeróbios são aqueles em que a taxa de suprimento de oxigênio é inferior 

à sua taxa de consumo. O oxigênio gerado nas células é oriundo principalmente de compostos 

orgânicos, água e CO2. 

Uma das formas de classificação dos micro-organismos está relacionada ao seu 

comportamento na presença de oxigênio. Alguns organismos procariotos são capazes de utilizar 

O2 como aceptor final de elétrons, enquanto outros não conseguem crescer em sua presença. Os 

chamados aeróbios estritos são aqueles micro-organismos que requerem O2; os anaeróbios 

facultativos são capazes de utilizar o O2 caso ele esteja disponível, mas são capazes de crescer 

também em sua ausência, enquanto os anaeróbios obrigatórios não utilizam O2. 

Os anaeróbios obrigatórios dividem-se em dois grupos: os anaeróbios estritos, que não 

crescem ou perdem sua viabilidade na presença de O2, e os anaeróbios aerotolerantes, que 

possuem tolerância ao O2. Existem ainda os chamados microaerófilos, que utilizam o O2 como 

aceptor final de elétrons, mas somente se ele estiver presente em concentrações muito baixas, 

tendo crescimento inibido em concentrações mais altas de O2.  

Tanto os microaerófilos quanto os anaeróbios estritos são inibidos pelo O2 ou por seus 

metabólitos derivados. O oxigênio molecular reage com proteínas ferro-enxofre, 

flavoproteínas e citocromos, reduzindo-se a H2O2 e O2
-. Essas moléculas são oxidantes fortes 

e podem destruir polímeros celulares, incluindo moléculas como DNA e RNA. Aeróbios e 

anaeróbios facultativos possuem enzimas capazes de catalisar reações de quebra do O2
- 

(superóxido) e do peróxido de hidrogênio. Essas enzimas são a superóxido dismutase (SOD) e 

a catalase, respectivamente.  

Tradicionalmente, considerava-se que a sensibilidade ao O2 pelos anaeróbios estritos 

estava relacionada à ausência dessas enzimas. No entanto, a atividade dessas enzimas foi 

identificada em alguns anaeróbios estritos e genes relacionados a proteínas semelhantes foram 

encontrados em seu genoma. Apesar de alguns anaeróbios estritos possuírem atividade das 

enzimas SOD e catalase, eles não crescem em condições aeróbias em laboratório. 
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II.3 Fermentação ou respiração anaeróbia  

Em geral, o termo “respiração” refere-se a um processo de conservação de energia 

com redução do oxigênio molecular na cadeia de transporte de elétrons, associada a uma força 

próton-motriz, em um processo conhecido como fosforilação oxidativa. Durante as etapas do 

metabolismo como a glicólise e o ciclo de Krebs, carreadores de elétrons como NAD(P) e 

FAD são reduzidos. Os elétrons desses carreadores entram, então, na cadeia de transporte de 

elétrons: os carreadores são oxidados, o O2 é reduzido a água e energia livre é conservada pela 

geração de uma força próton-motriz.  

Sob condições anaeróbias, alguns micro-organismos crescem utilizando o processo de 

fosforilação oxidativa com compostos oxidados externos em vez de oxigênio como aceptor 

final de elétrons.  

Em um processo fermentativo, a geração de ATP se dá por fosforilação em nível de 

substrato, com a oxidação de doadores de elétrons acoplada à redução de carreadores de 

elétrons como NAD(P) e FAD, que são, depois, reoxidados, reduzindo metabólitos 

intermediários.  

Diversos compostos podem ser utilizados como aceptores finais de elétrons em 

processos de respiração anaeróbia, incluindo compostos de enxofre e nitrogênio oxidados, 

íons metálicos, compostos orgânicos halogenados e CO2. Em qualquer situação, organismos 

capazes de realizar processos de obtenção de energia de forma mais eficiente predominarão 

em relação a outros. Devido à grande disponibilidade de ferro, que é ubíquo no planeta, ele é 

um aceptor de elétrons bastante importante, sendo estimado que uma grande variedade de 

reações de degradação de compostos orgânicos em condições anaeróbias está associada à 

redução de íons férricos. 

Espécies anaeróbias quimiolitotróficas têm papel bastante importante nos ciclos do 

nitrogênio e enxofre na natureza, pois utilizam enxofre e nitrogênio em sua forma inorgânica 

como fonte de energia. Além disso, muitas vezes esses compostos são utilizados não só como 

doadores de elétrons, mas também como aceptores finais de elétrons do processo. Em 

algumas bactérias, nitrato é utilizado como aceptor final de elétrons enquanto sulfito é o 

doador de elétrons. O processo ocorre com redução do nitrato a amônia e isso permite que o 

nitrogênio se conserve no ambiente. 

Industrialmente, os micro-organismos anaeróbios mais utilizados são os 

quimiorganotróficos. Muitos processos fermentativos realizados por micro-organismos 
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anaeróbios, tanto obrigatórios quanto facultativos, já são realizados em escala industrial, 

conforme será discutido com mais detalhes na Seção II.8. A grande variedade de micro-

organismos, com diferentes rotas e diversas possibilidades de caminhos metabólicos, 

influenciados, inclusive, por condições ambientais, tem sido alvo de vários estudos, pela 

possibilidade de geração de vários 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 é constante. Em geral, esses processos ocorrem por 

rotas metabólicas lineares.  

Já os processos heterofermentativos envolvem a formação de mais de um produto, através 

de rotas metabólicas ramificadas. A taxa produto formado/substrato consumido é variável e essas 

rotas proporcionam maior rendimento em ATP, e mais produtos oxidados. Assim, para a 

produção de mais produtos oxidados, em geral parte dos carreadores de elétrons como NAD(P)H 

se dá acoplada à redução de H+ a H2. Em rotas ramificadas, a formação de produtos é ditada pelas 

condições ambientais, incluindo pressão parcial de hidrogênio. Um esquema simplificado de 

comparação entre os dois tipos de rotas fermentativas é mostrado na Figura 3. 

 

 
 

Figura 3. Esquema simplificado de comparação de uma rota fermentativa linear (à esquerda)  
e uma rota fermentativa ramificada (à direita) (adaptado de KIM e GADD, 2008). 
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Entre os produtos fermentativos mais comuns estão etanol e o lactato, frequentemente 

produzidos durante o metabolismo de micro-organismos anaeróbios obrigatórios e facultativos. 

Tanto o etanol quanto o lactato podem ser produzidos através de processos homofermentativos ou 

heterofermentativos, com a formação de outros produtos, como ácido acético.   

Yazdani et al. (2007) afirmam que processos fermentativos anaeróbios são preferidos em 

relação aos realizados em condições aeróbias, apontando como vantagens os menores custos de 

produção e manutenção dos reatores de fermentação anaeróbia em relação a seus equivalentes 

para processos aeróbios e o menor gasto energético.  

As possibilidades de processos fermentativos e a quantidade de rotas metabólicas, 

influenciados pelas próprias condições ambientais, são enormes e, muitas vezes, variam entre 

linhagens de uma mesma espécie, tornando impossível detalhar cada uma das rotas e seus 

produtos obtidos.  

Nas próximas seções, serão discutidas com maiores detalhes, as rotas metabólicas para a 

produção de ácido propiônico. Algumas dessas rotas não são exclusividade de bactérias 

propiônicas, sendo também encontradas em algumas espécies do gênero Clostridium e em 

outras bactérias anaeróbias. Em alguns casos, caminhos metabólicos diferentes dão origem 

aos mesmos produtos finais de fermentação.  

Após a identificação da produção de ácido propiônico, foram escolhidos meios e 

condições de temperatura e agitação referidos na literatura para sua produção. Portanto, a 

compreensão mais detalhada de alguns aspectos da produção de ácido propiônico, dos 

possíveis pontos de regulação e de enzimas e intermediários envolvidos no processo se faz 

necessária para posterior discussão dos resultados observados.  

É feita também uma breve revisão sobre a produção de solventes, bem como da 

fermentação chamada de acetogênese, destacando-se alguns pontos importantes relacionados 

a hipóteses feitas anteriormente e que foram testadas no presente trabalho para verificar uma 

possível produção de solventes pelos micro-organismos isolados. 

  



13 
 

II.4 Ácidos orgânicos 

Entre os principais produtos de interesse industriais produzidos por bactérias 

anaeróbias estão os ácidos orgânicos. Os ácidos orgânicos são de grande interesse industrial 

por terem diversas como intermediários químicos, na produção de plásticos biodegradáveis, 

por exemplo (CASTRO, 2014). 

Inicialmente, o trabalho havia sido direcionado para a obtenção de solventes. 

Entretanto, os ácidos orgânicos foram os principais produtos obtidos, destacando-se, entre 

eles, os ácidos lático e propiônico, cujas estruturas estão mostradas na Figura 4. 

 
Figura 4. Fórmulas estruturais dos ácidos lático e propiônico, principais produtos observados nas 

fermentações do presente trabalho. 

II.4.1 Ácido propiônico 

II.4.1.1 O mercado do ácido propiônico e seus derivados 

O ácido propiônico foi o produto mais promissor obtido a partir do presente trabalho. 

Este ácido tem diversas aplicações industriais importantes, sendo muito utilizado como 

intermediário químico, como na síntese de fibras celulósicas, herbicidas, perfumes e 

fármacos. Sais derivados desse ácido são 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, são utilizados em diversos produtos farmacêuticos, plásticos e 



14 
 

outros (ZHANG e YANG, 2009). Outra aplicação importante é na obtenção de ésteres de 

propionato para a produção de solventes (SILVA, 2013). 

Uma das razões que faz com que a fermentação do ácido propiônico ainda não seja 

competitiva com a produção por rota petroquímica é o fato de que o ácido propiônico 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 ácido propiônico ação anti-microbiana, em especial anti-fúngica 

(CASTRO, 2014). Assim, a maior parte das aplicações desse ácido estão relacionadas a essa 

propriedade. Em 2012, cerca de 78,5% do consumo de ácido propiônico foi voltado para 

aplicações para preservação de ração animal, grãos e alimentos, na forma de propionatos.  

Como os sais derivados de ácido propiônico são listados como seguros segundo a FDA 

(Food and Drug Administration) (CASTRO, 2014), eles podem ter um papel importante na 

produção de aves de corte. Durante muito tempo, utilizaram-se antibióticos para melhorar o 

desempenho animal. Porém, a tendência mundial é banir o uso de antibióticos para a produção 

de aves de corte, por questões de saúde humana. A capacidade anti-microbiana do ácido 

propiônico faz com que ele seja uma alternativa na higienização da carne e seu uso na ração 

também ajuda a reduzir a flora no trato digestivo dos animais, reduzindo a contaminação por 

bactérias altamente patogênicas, como Salmonellas (BELLAVER e SCHEUERMANN).  

Pelas razões mencionadas, a demanda para o ácido propiônico é grande e também 

dependente da produção de ração animal e grãos e a perspectiva é de aumento significativo do 

consumo de ácido propiônico para essas aplicações (SILVA, 2013).   

Devido aos problemas intrínsecos à fermentação tradicional do ácido propiônico já 

mencionados, a produção de ácido propiônico por fermentação ainda não é capaz de competir 

com a produção através de rotas petroquímicas comerciais. A BASF é a maior produtora 

mundial de ácido propiônico, com plantas de produção na Alemanha e na China. No entanto, o 

processo ainda se baseia na produção por meio de rota química, isto é, a partir de etileno, 

iniciada em 1941. Ao longo dos anos, o processo sofreu diversas modificações para ter sua 

eficiência aumentada.   

Além do ácido propiônico em sua forma pura, utilizado como preservativo de alimentos 

e como building block na indústria petroquímica, a empresa produz também um produto 

chamado Luprosil ácido propiônico. Trata-se de um produto para tratamento de grãos 

alimentícios que visa a causar menor impacto ambiental do que outros processos de preservação 

de grãos (BASF, acesso em agosto, 2016). 
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II.4.1.2 A fermentação propiônica  

Espécies do gênero Propionibacterium, assim como certas bactérias do gênero 

Clostridium, como a espécie Clostridium propionicum, são capazes de fermentar carboidratos 

e lactato a propionato, acetato e CO2.  

Bactérias do gênero Propionibacterium são importantes na maturação de alguns 

queijos suíços, como o emmental, nos quais o ácido propiônico e o gás carbônico conferem 

sabor peculiar. Além disso, o gás carbônico produzido durante a fermentação garante a 

presença dos chamados “olhos”, característicos desses queijos (MANDIGAN et al., 2012).  

As bactérias propiônicas podem utilizar diferentes fontes de carbono, entre elas 

açúcares como glicose, frutose e galactose, ácidos orgânicos, como ácido lático e ácido 

cítrico, mas também polialcoóis, como glicerol e eritritol. 

Na maior parte dos produtores de propionato, o lactato é o substrato preferencial em 

relação aos carboidratos e a maior parte deles, incluindo as espécies do gênero 

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 

necessários para esse metabolismo são oriundos da oxidação 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 obtenção do ácido 

propiônico de via dos ácidos dicarboxílicos. A glicose ou outra fonte de carbono é, primeiro, 

convertida a fosfoenol-piruvato com a geração de 2 mols de NADH. Após a glicólise, o 

fosfoenol-piruvato é convertido em piruvato e oxaloacetato. O oxaloacetato, segue, então, a 

via do succinato, gerando ácido propiônico e succinato como subprodutos (CASTRO, 2014). 
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II.4.1.2.1 Produção de propionato pela via succinato-propionato 

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

 
Figura 5. Via succinato-propionato em bactérias do gênero Propionibacterium, que fermentam lactato a 

propionato (adaptado de KIM e GADD, 2008). 

 
Quando a glicose é o substrato inicial, ele é primeiramente metabolizado a piruvato pela 

via glicolítica (MANDIGAN et al., 2012). Quando a fermentação ocorre diretamente a partir do 

lactato, a enzima lactato desidrogenase oxida o lactato a piruvato (KIM e GADD, 2008).  

O piruvato é um intermediário do processo. Por isso, ele é direcionado para três 

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 oxidação do lactato, 

são reduzidas a propionato, que funciona como aceptor de elétrons, enquanto uma molécula de 

piruvato é oxidada a acetato através de acetil-CoA, com a síntese de um ATP. 

Já Castro (2014) vai além, especificando que grande parte do piruvato é convertida em 

ácido propiônico através do ciclo de Wood-Werkman, mas algumas moléculas de piruvato são 

convertidas a acetato enquanto outras são incorporadas à biomassa, participando da síntese de 

precursores para o crescimento celular.  

O ciclo Wood-Werkman seria justamente o ciclo que inicia com a conversão de piruvato 

a oxaloacetato. Um grupo carboxil da metil-malonil-CoA é transferido ao piruvato, gerando 

propionil-CoA. O oxaloacetato é então transformado em malato que, por sua vez, é convertido a 

fumarato. A enzima succinato desidrogenase realiza a conversão do fumarato a succinato, que é 
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convertido a succinil-CoA. O succinil-CoA é convertido a metil-malonil-CoA, fechando o ciclo. 

O propionil-CoA é convertido a ácido propiônico durante a transformação do succinato em 

succinil-CoA (CASTRO, 2014). 

Durante a fermentação, uma pequena quantidade de succinato é excretada. Nesse caso, a 

quantidade de metil-malonil-CoA se torna baixa, impedindo a ação da enzima metil-malonil-

CoA:piruvato-transcarboxilase, que produz propionil-CoA a partir de metil-malonil-CoA. Para 

suprir a deficiência de succinato excretado, o piruvato ou fosfoenol-piruvato são carboxilados a 

oxaloacetato, que é, então, oxidado a succinato via malato (KIM e GADD, 2008). 

Durante a fermentação, três moléculas de ATP são sintetizadas a partir de 3 moléculas 

de lactato, sendo 1 ATP produzido pela ação da enzima acetato-quinase, e dois pela ação da 

enzima fumarato-redutase. Essa última enzima acopla a redução do fumarato a succinato, 

utilizando NADH como doador de elétrons para a geração de uma força próton-motriz (KIM e 

GADD, 2008; MANDIGAN et al., 2012).  

O NADH é oxidado nas etapas entre oxaloacetato e succinato. Na fermentação 

propiônica, ocorre tanto a fosforilação oxidativa quanto a fermentação a nível de substrato 

(MANDIGAN et al., 2012).  

Durante o ciclo, ocorre regeneração do NAD+ consumido durante a glicólise, sendo esta 

a única fonte de regeneração desse NAD+ (CASTRO, 2014). Ainda segundo Castro (2014), a 

formação de subprodutos como ácido acético e succinato ocorre porque a glicose possui um 

grau de redutibilidade igual a 4,0, diferente do grau de redutibilidade do ácido propiônico 

(4,67) (ZHANG e YANG, 2009).  De fato, há 2 NAD+ sendo regenerados no ciclo Wood-

Werkman, mas apenas um sendo consumido durante a glicólise. Assim, a reação de piruvato a 

acetil-CoA se faz necessária para que o balanço redox se mantenha.  

Os autores Lewis e Yang (1992) fizeram estudos comparando a produção de ácido 

propiônico utilizando glicose, lactose e lactato como fontes de carbono e concluíram que a 

quantidade de ácido propiônico produzida foi significativamente maior a partir de lactato do 

que a partir de glicose e lactose. Comparado à lactose e à glicose, o lactato fornece maior 

rendimento em ácido propiônico e menor rendimento em células.  

II.4.1.2.2 Fermentação a partir de glicerol como fonte de carbono. 

A grande versatilidade de consumo de fontes de carbono na fermentação propiônica se 

dá, sobretudo, pelos pontos de bifurcação que ocorrem na rota metabólica. Conforme já 
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mencionado, a glicólise não fornece a quantidade de NADH necessária para a formação de 

ácido propiônico (1 mol de NADH é gerado durante a glicólise e dois mols são consumidos 

no ciclo de Wood-Werkman), o que torna necessária a produção de ácido acético para gerar 

mais 1 mol de NADH e assim manter o balanço redox. Em outras palavras, a diferença do 

grau de redutibilidade da glicose e do ácido propiônico faz com que seja necessária a geração 

de produtos mais oxidados (com menor grau de redutibilidade), como o ácido acético, 

mantendo, assim, o balanço redox (CASTRO, 2014). 

Para efeitos de comparação, a rota de produção do succinato a partir do glicerol é 

mostrada na Figura 6.  

 
Figura 6. Rota de obtenção de propionato a partir de glicerol em Propionibacterium  

(adaptado de ZHANG e YANG, 2009). 

Em comparação com a glicose, fontes de carbono com estados de oxidação mais 

baixos (grau de redutibilidade mais alto), tais como o glicerol, permitem a geração de maior 

quantidade de NADH para a mesma quantidade de piruvato gerada, reduzindo a geração de 

subprodutos mais oxidados. O grau de redutibilidade do glicerol é 4,67, equivalente ao do 

ácido propiônico (BARBIRATO, 1997; ZHANG e YANG, 2009; CASTRO, 2014). 

Além de o glicerol trazer vantagens metabolicamente, por permitir menor geração de 

subprodutos, seu uso como fonte de carbono em processos fermentativos tem sido alvo de 

estudos recentes. O glicerol é um subproduto da produção de biodiesel, e grandes quantidades 
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de glicerol bruto são produzidas durante o processo, gerando preocupação ambiental, além de 

o glicerol bruto ter baixo valor agregado. 

Dessa forma, têm 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 está, 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 produção de biomassa. Em seu estudo, os autores obtiveram baixa 

concentração final de ácido propiônico ao utilizar glicerol como fonte de carbono, que eles 

atribuíram à baixa taxa específica de crescimento e densidade celular na fermentação.   

De fato, para cada mol de glicerol convertido a piruvato, são gerados dois mols de NADH 

que são utilizados no decorrer da síntese de ácido propiônico, completando a regeneração de 

NADH a NAD+ e mantendo o balanço redox. Por outro lado, apenas 1,44 mol de NADH seria 

consumido com o uso do piruvato na produção de biomassa, o que poderia causar acúmulo de 

NADH. Assim, os autores sugerem que a inibição do crescimento ocorre pela alta razão 

NADH/NAD+. Em seu estudo, encontraram taxas específicas 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 oxidação e a disponibilidade de NADH na rede metabólica como  fatores que impactam 

a formação de produtos durante a fermentação propiônica, afirmando que uma análise da 

estequiometria metabólica mostra que o NADH e o piruvato têm um papel importante no que diz 

respeito a controlar e limitar a produção de ácido propiônico, já que o piruvato é um intermediário 

comum entre as rotas que levam tanto o glicerol quanto a glicose a ácido propiônico. 

A insuficiência na produção de NADH acarreta em um desvio da rota metabólica para a 

formação de acetato, enquanto o suprimento adequado de NADH leva a um aumento no fluxo 

metabólico para a geração de ácido propiônico. Além disso, se houver piruvato sendo gerado em 

excesso, ele passa a ser utilizado não só como aceptor de elétrons, mas também oxidado a acetato 

(LIU et al., 2011).  

Em seu estudo, Liu et al. (2011) estabeleceram comparações para a fermentação 

utilizando glicose e glicerol como fontes de carbono, visando a entender melhor como as células 

respondem a cada um desses substratos e a distribuição do fluxo de carbono. Em seus 

experimentos, a concentração máxima de ácido propiônico foi maior quando glicerol foi utilizado 

como fonte de carbono, assim como o fator de rendimento em relação ao substrato consumido. 

Eles concluíram que o glicerol seria mais adequado para a produção de ácido propiônico. No 
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entanto, comparando a produção de biomassa, a concentração de células foi maior quando glicose 

foi utilizada como fonte de carbono.  

Como ambos os substratos parecem ter comportamentos opostos no que diz respeito à 

produção de ácido propiônico e ao crescimento microbiano, os autores buscaram também avaliar 

o efeito da utilização de ambos os substratos na fermentação, realizando o que eles chamaram de 

co-fermentação. Na co-fermentação, os autores encontraram melhores rendimentos em ácido 

propiônico, e atribuíram isso ao fato de que o uso de ambos os substratos na fermentação resultou 

em menores quantidades de NADH e ATP necessários para a formação de biomassa, mantendo, 

portanto, um suprimento adequado de NADH intracelular. Assim, os resultados experimentais 

indicaram um desvio metabólico para a formação de ácido propiônico.  

II.4.1.2.3 Desafios da fermentação propiônica 

Industrialmente, a fermentação de ácido propiônico ainda não compete com as rotas 

tradicionais de produção através de síntese química. Entre os principais problemas 

encontrados na fermentação propiônica estão a produção relativamente baixa do ácido, bem 

como baixos rendimento e taxa específica de produção (LIU et al., 2011).  

Segundo Zhang e Yang (2009), por ser um ácido fraco, o ácido propiônico não-

dissociado pode permear através da membrana celular, gerando um acúmulo 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 tolerância das 

bactérias ao ácido propiônico é um fator-chave para tornar sua produção via rota fermentativa 

economicamente viável. Alguns estudos têm sido realizados com linhagens geneticamente 

modificadas e novos estudos têm, ainda, buscado estudar a influência da forma de condução do 

processo na produção do ácido propiônico. Alguns estudos mostraram resultados positivos com o 

uso de células imobilizadas (ZHANG e YANG, 2009; CASTRO, 2014). 

Por outro lado, diversos autores sugerem, não só para a fermentação propiônica, mas 

para processos fermentativos em geral, que a estratégia mais adequada para tornar o processo 

economicamente viável é a redução dos custos e, em geral, as matérias-primas são 

responsáveis por boa parte dos custos (GAPES, 2000). 
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Castro (2014) também sugere que a racionalização do uso das matérias-primas pode 

ser o melhor caminho para tornar o processo viável. Nesse sentido, o uso de matérias-primas 

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

II.4.2 Ácido lático 

O ácido lático possui dois isômeros, o levogiro e o dextrogiro. O isômero levogiro (L-

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

II.4.2.1 Mercado do ácido lático e produção em escala industrial 

O ácido lático tem diversas aplicações industriais importantes, sendo bastante aplicado 

na indústria de alimentos, como acidulante e aromatizante (SILVA, 2013). 

Entretanto, atualmente, uma das aplicações do ácido lático que mais tem ganhado 

destaque é o seu uso para a produção do biopolímero poliácido lático, conhecido como PLA, 

do inglês poly lactic acid.  

Na produção industrial de ácido lático, destaca-se a empresa Purac, que tem sede na 

Holanda e é a maior produtora desse insumo. No Brasil, ela iniciou suas atividades com uma 

planta de produção de ácido lático localizada em Campo dos Goytacazes, no Rio de Janeiro.  

Atualmente, um dos produtos mais importantes do portfólio da empresa é justamente o 

PLA. Esse biopolímero tem sido utilizado em uma grande variedade de aplicações nos mais 

diversos setores industriais, incluindo setores de embalagem, têxtil, de eletrônicos, e 

automotivo (Corbion, acesso em março, 2016). 

II.4.2.2 Fermentação lática 

O ácido lático é um produto comumente formado no metabolismo de bactérias 

anaeróbias estritas e anaeróbias facultativas. Bactérias que produzem lactato como principal 

produto da fermentação são chamadas genericamente de bactérias láticas. Algumas bactérias 

láticas produzem somente ácido lático durante a fermentação, enquanto outras produzem 

também acetato e lactato. As primeiras são chamadas de homofermentativas e as últimas de 

heterofermentativas (KIM e GADD, 2008).  
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As bactérias láticas são gram-positivas, em sua maioria não-formadoras de esporos e 

catalase negativas (SILVA, 2013). Geralmente, são bastante exigentes em termos nutricionais 

e crescem em locais ricos em nutrientes, tais como leite, carne e vegetais (KIM e GADD, 

2008; SILVA, 2013). 

II.4.2.2.1 Fermentação homolática 

Na fermentação homolática, 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 reação se processa, ocorre acúmulo de lactato com 

consequente queda do pH. A enzima lactato desidrogenase é ativa em condições ácidas, 

produzindo ácido lático como principal produto da fermentação. Já em condições alcalinas, 

etanol e ácido acético são produzidos em grandes quantidades (KIM e GADD, 2008).  

II.4.2.2.2 Fermentação heterolática 

As bactérias que realizam a fermentação heterolática utilizam a via glicolítica 

conhecida como fosfoacetolase. Durante essa rota, pentoses são convertidas a piruvato e 

acetil-fosfato (SILVA, 2013).  

Quando hexoses são utilizadas, elas são convertidas a pentoses. A xilose-5-fosfato, ao qual 

a glicose-6-fosfato é convertida, é, então, clivada a gliceraldeído-3-fosfato e acetil-fosfato pela 

ação da enzima fosfocetolase.  O gliceraldeído-3-fosfato é convertido a lactato da mesma forma 

que na fermentação homolática, 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 são convertidas a xilose-5-fosfato sem a redução de NAD+. 

Nesse caso, o acetil-fosfato não é utilizado como aceptora de elétrons, mas sim para gerar 

ATP, com formação de acetato (KIM e GADD, 2008). 

II.4.3 Ácido acético – fermentação acetogênica 

Os acetogênicos mais frequentemente isolados até hoje pertencem ao gênero 

Clostridium. O primeiro acetogênico descoberto foi a espécie C. aceticum. Acetogênicos são 
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os micro-organismos anaeróbios consumidores de glicose mais importantes isolados de solos 

de várzeas e sedimentos (DRAKE et al., 2013).     

O termo “homoacetogênico” é usualmente utilizado para denominar as espécies que 

produzem acetato através da via do acetil-CoA, a partir CO2 e H2 a acetato, diferenciando-os, 

assim, da maior parte das espécies sacarolíticas de Clostridium, que também produzem 

acetato durante a fermentação ABE. No entanto, normalmente os micro-organismos que 

utilizam a via do acetil-CoA não geram acetato como único produto final e, como será 

discutido mais adiante, as condições ambientais têm forte influência sobre os produtos finais. 

Por isso, essa denominação não é muito precisa (DRAKE et al., 2013).   

A maior parte dos homoacetogênicos é capaz de utilizar CO – devido à presença da 

enzima monóxido de carbono-desidrogenase – e metanol, e alguns são capazes, ainda, de 

hidrolisar ésteres metílicos presentes na lignina e utilizar os produtos gerados durante a 

hidrólise para a produção de acetato. A espécie C. formicoaceticum fermenta frutose, mas não 

glicose (KIM e GADD, 2008). 

Acetogênicos fermentam uma molécula de açúcar a três moléculas de acetato. Duas 

dessas moléculas são geradas a partir de acetil-CoA, pela ação das enzimas fosfotransacetilase e 

acetil-quinase, com produção de ATP. A outra é produzida utilizando duas moléculas de CO2, 

ferredoxina reduzida e NADH, pela via da acetil-CoA. A ferredoxina reduzida e o CO2 são 

oriundos da oxidação do piruvato a acetil-CoA e o NADH é produzido na via glicolítica. CO e 

metanol são convertidos a acetato por um mecanismo semelhante (KIM e GADD, 2008).  

A via do acetil-CoA não será aqui descrita com detalhes, mas vale ressaltar que sua 

função principal durante o crescimento do micro-organismo em carboidratos é a regeneração 

dos carreadores de elétrons, como NADH e ferredoxina reduzida. Nesse contexto, sob certas 

condições, CO2 exógeno é necessário, mesmo sendo produzido durante a descarboxilação do 

piruvato. Quando os micro-organismos crescem em condições acetogênicas, CO2 é o aceptor 

final de elétrons, sendo requerido para regeneração dos carreadores de elétrons e essa 

dinâmica de regeneração pode ser requerida de forma mais rápida do que o CO2 é liberado 

pela descarboxilação do piruvato (DRAKE et al., 2013). 

Por isso, em cultivo em laboratório, é importante que haja suprimento adequado de CO2 

no meio. Efetivamente, o metabolismo de açúcares para produção de CO2 pode ser incipiente na 

ausência de suplementação de CO2 (DRAKE et al., 2013). Informações do BERGEY’S 

MANUAL (2005) corroboram com essa afirmação: embora acetogênicos que produzem acetato a 

partir de CO2 e H2 possam também metabolizar açúcares, não é observada produção de acetato a 

partir de CO2 e H2 quando em presença de açúcares.   
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Entre as espécies acetogênicas, a espécie C. glycolicum merece destaque. Além de não 

ser um homoacetogênico típico, porque, em condições anóxicas produz etanol, além do 

acetato, C. glycolicum RD-1 é um acetogênico que apresenta alta tolerância ao oxigênio, mas 

apesar disso, não foi detectada atividade da enzima catalase. Assim, sua capacidade de mudar 

o fluxo do metabolismo de acordo com as condições de oxigenação, ajudou na compreensão 

de mecanismos de tolerância ao oxigênio e sobrevivência em condições de estresse oxidativo. 

(DRAKE et al., 2013). 

Espécies acetogênicas de Clostridium foram predominantemente isoladas de 

ambientes anóxicos e são geralmente cultivadas nessas condições, sendo classificadas como 

anaeróbias estritas. Muitas enzimas de seu metabolismo são extremamente sensíveis ao 

oxigênio (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 oxigênio, como raízes das chamadas ervas 

marinhas (KÜSEL 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 acetogênicos, como C. glycolicum, quando submetidos a condições óxicas, 

conseguem evitar a rota do acetil-CoA para a produção de acetato. Sob condições anóxicas, 

CO2 – oriundo de fontes externas ou da descarboxilação do piruvato – é utilizado como aceptor 

final de elétrons e reduzido a acetato. O acetaldeído produzido durante reações catabólicas 

também é utilizado como aceptor final de elétrons e reduzido a etanol (DRAKE et al., 2013).  

Entretanto, conforme as condições se tornam mais óxicas, acetaldeído, piruvato e H+, 

todos produzidos durante reações catabólicas, passam a ser utilizados como aceptores finais 

de elétrons, gerando lactato, etanol e H2, respectivamente, como os produtos finais da 

fermentação (DRAKE et al., 2013).  

Assim, a ideia é que alguns acetogênicos são capazes de direcionar o fluxo das 

substâncias derivadas da fermentação de açúcares de acordo com a condição ambiental em 

que se encontram. Em condições óxicas, esses intermediários são direcionados para 

processos catabólicos menos sensíveis ao O2 (DRAKE et al., 2013). A Figura 7 mostra, de 

forma simplificada, essa possibilidade de troca de vias metabólicas, encontrada na espécie 

C. glycolicum RD-1. 
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Figura 7. Representação esquemática da mudança do fluxo metabólico dependendo das condições de 
oxidação em C. glycolicum RD-1(adaptado de DRAKE et al., 2013). 

II.5 Produção de solventes 

Espécies sacarolíticas de Clostridium são heterofermentativas e possuem rotas 

metabólicas ramificadas, bastante diferentes das rotas tradicionais homofermentativas e 

lineares, como as de produção de etanol e de ácido lático (KIM e GADD, 2008). Isso significa 

que muitos produtos são gerados ao longo dos caminhos metabólicos, dentre os quais se 

destacam butirato, butanol, acetato, acetona, lactato e etanol (LI et al., 2014).  

A maior parte das espécies sacarolíticas 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 

fermentação 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 compreensão da fermentação ABE por 

outras espécies do gênero. 
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Nem todas as espécies sacarolíticas de Clostridium produzem butirato na fermentação. 

Algumas como C. thermocellum, C. cellulolyticum, C. josui, e C. cellulovorans, fermentam 

carboidratos a acetato, etanol, lactato, CO2 e H2 (KIM e GADD, 2008). 

II.5.1 O mercado do n-butanol e produção industrial 

O n-butanol é o produto de maior destaque da fermentação ABE, podendo ser 

utilizado tanto como intermediário em síntese petroquímica, para produção de produtos como 

plastificantes, quanto como solvente para uma variedade de aplicações nas indústrias química 

e têxtil, por ser um excelente diluente para lubrificantes motores (LI et al., 2014). O mercado 

de n-butanol a partir do petróleo atualmente ultrapassa US$ 5 bilhões por ano (Cobalt 

Technologies, acesso em março, 2016).  

Os autores Yadav et al. (2014) apontam que o mercado de n-butanol vem crescendo 

devido à sua vasta aplicação na produção de lacas, revestimentos, detergentes e fluidos para 

motores. No entanto, eles apontam ainda que os custos de produção do butanol por rota 

petroquímica estão intimamente ligados ao mercado de polipropileno e, assim, são sensíveis 

ao preço do óleo. Nesse sentido, o n-butanol obtido por rota biotecnológica seria uma 

alternativa atrativa no suprimento da demanda global por esse insumo. 

Atualmente, o biobutanol vem ganhando destaque como potencial biocombustível, 

tanto na substituição da gasolina, como sua utilização como aditivo, possuindo características 

bastante semelhantes a esta, que permitem que seja utilizado em carros a gasolina sem 

necessidade de adaptações. Os autores Tigunova et al. (2013) e Yadav et al. (2014) apontam 

ainda vantagens do butanol em relação a outros biocombustíveis clássicos, como o etanol: 

maior capacidade de geração de energia, menor volatilidade, maior hidrofobicidade e menor 

atividade corrosiva.  

Apesar de o método fermentativo para produção de n-butanol ainda apresentar alguns 

percalços frente à rota petroquímica (GAPES, 2000; YADAV et al., 2014), a fermentação 

ABE é utilizada atualmente em escala industrial por algumas empresas, inclusive no Brasil.  

No Brasil, a fermentação ABE para produção de solventes a partir de cana-de-açúcar 

é realizada pela empresa HC Sucroquímica, localizada em Campo dos Goytacazes, no Rio 

de Janeiro e cuja planta de produção de solventes por fermentação opera desde 2008 

(MARIANO et al., 2013). 
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A empresa Cobalt, cuja sede se localiza na Califórnia, é líder na comercialização de n-

butanol, tanto como intermediário para a petroquímica quanto como biocombustível. Ela é 

detentora da tecnologia de produção de n-butanol a partir de palha e bagaço de cana de açúcar.  

Nos Estados Unidos, a planta foi incialmente construída para utilizar resíduos de 

madeira oriundos de fábricas de celulose e papel. Mas o bagaço 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 períodos de entressafra da cana-de-açúcar.  

O custo do processo desenvolvido pela empresa é de 30 a 60% menor que o custo de 

produção do n-butanol pela rota petroquímica tradicional e essa diferença se dá justamente pelo 

desenvolvimento de um processo a partir de matérias-primas de baixo custo e que utiliza 

bactérias do gênero Clostridium sem modificações genéticas. 

A empresa desenvolveu ainda tecnologia exclusiva de extração de açúcares fermentáveis 

dessas matérias-primas de baixo custo sem a utilização de etapas de alto custo, como 

purificação ou conversões enzimáticas. O micro-organismo utilizado pela empresa consegue 

converter todos os açúcares, incluindo pentoses, contidos em matérias-primas celulósicas, em n-

butanol (Cobalt Technologies, acesso em março, 2016). 

Em 2011, a empresa Rhodia, que pertence ao grupo Solvay, com o objetivo de 

diversificar seu portfólio, firmou uma parceria com a Cobalt Technologies para realizar estudos 

de viabilidade quanto à produção de n-butanol a partir da fermentação direta de resíduos 

celulósicos no Brasil, dentro dos pilares de biorrefinarias (FAIRBANKS, 2011). 

Em 2015, a SGBio, joint venture da empresa GranBio e do grupo Solvay, comprou 

ativos de tecnologia da Cobalt, com o objetivo de acelerar a produção de solventes em escala 

industrial no Brasil. A intenção é que pesquisadores da GranBio, do grupo Solvay e da Cobalt 

trabalhem juntos para desenvolver o processo e adaptá-lo às condições locais (brasilagro, 2015). 

II.5.2 Fermentação ABE 

Há três classes de produtos principais obtidos durante a fermentação ABE, a saber: 

solventes (acetona, butanol e etanol), ácidos orgânicos (lactato, butirato e acetato) e gases 

(CO2 e H2) (DATTA e ZEIKUS, 1985). 

De forma geral, a fermentação ABE se caracteriza por duas fases: acidogênica e 

solventogênica (LEE et al., 2008; GHESHLAGHI et al., 2009; RANJAN e MOHOLKAR, 

2012; YADAV et al., 2014). A Figura 8 resume essas vias metabólicas de forma esquemática.  
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Figura 8. Representação esquemática da rota metabólica da fermentação ABE.  
Os nomes das enzimas foram omitidos (adaptado de TIGUNOVA et al., 2013). 

Na fase acidogênica, que ocorre durante a fase de crescimento exponencial, as rotas de 

formação de ácidos estão ativadas (LEE et al., 2008), sendo produzidos ácidos lático, butírico 

e acético (TIGUNOVA et al., 2013; YADAV et al., 2014), que levam o pH do meio de 

fermentação, inicialmente neutro ou levemente básico, a cair para a faixa 4,5 – 5 (RANJAN e 

MOHOLKAR, 2012).  

Uma enzima relevante na fermentação acidogênica é a enzima piruvato-ferredoxina-

oxirredutase (PFOR), uma proteína com centro ferro-enxofre. Inicialmente, açúcares do tipo 

hexose são convertidos a piruvato através da via glicolítica (também chamada rota Embden–

Meyerhof–Parnas - EMP). Açúcares do tipo pentose, por sua vez, são convertidos a piruvato 

através da via das pentose-fosfato. O piruvato é convertido a acetil-CoA por descarboxilação 

oxidativa, catalisada pela enzima (PFOR). Essa reação, chamada de reação fosforoclástica 

(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 acidogênica, o acetil-CoA formado é convertido a acetato em duas 

etapas. Na primeira reação, catalisada pela enzima fosfato-acetil-transferase, obtém-se acetil-
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fosfato e CoA. O acetil-fosfato formado é, então, 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 análoga à de 

biossíntese de ácidos graxos (LI et al., 2014). Nesse caso, a molécula de acetil-CoA 

primeiramente sofre um tipo de condensação denominado condensação de Claisen, em que duas 

moléculas de acetil-CoA geram acetoacetil-CoA e CoA (LI et al., 2014). Essa condensação é feita 

pela enzima tiolase e, em C. acetobutylicum (BENNETT e RUDOLPH, 1995), o acetoacetil-CoA 

é precursor dos produtos com quatro carbonos (GHESHLAGHI et al., 2009).  

Conforme as conversões se processam, há acúmulo de ácidos butírico e acético no 

meio e os ácidos podem permear a membrana celular.  

Após a fase acidogênica, o organismo faz a troca para a fase solventogênica, iniciada 

imediatamente antes de o micro-organismo entrar na fase estacionária do crescimento 

(YADAV et al., 2014) e na qual os ácidos acético e butírico formados durante a primeira fase 

são reassimilados para a produção de solventes neutros – butanol, etanol e acetona (LEE et 

al., 2008; GHESHLAGHI et al., 2009). 

O mecanismo exato responsável pelo shift da fase acidogênica para a solventogênica é 

ainda desconhecido e foco de muitos estudos, principalmente porque a acidogênese tem alta 

eficiência de conservação de energia, enquanto a solventogênese possui menor conservação 

de energia (KIM e GADD, 2008).  

No entanto, como a mudança para a fase solventogênica ocorre em pH reduzido, a 

hipótese mais aceita é a de que o shift seja uma resposta adaptativa da célula ao abaixamento de 

pH do meio. Efetivamente, conforme já mencionado, a produção de solventes em espécie de 

Clostridium está associada à fase estacionária de crescimento. Durante essa fase, muitas bactérias 

exibem maior resistência a estresse, incluindo calor, pH ácido, estresses oxidativos entre outros. 

Portanto, é possível que a mudança para a fase solventogênica esteja associada a uma proteção ao 

estresse gerado pelo abaixamento de pH durante a fase acidogênica (KIM e GADD, 2008).  

Além do pH e da concentração de ácidos, muitos outros fatores são apontados em 

diversos estudos como tendo interferência na produção de solventes. Li et al. (2014) apontam 

o pH, o estágio de crescimento da cultura e a quantidade de ácidos não-dissociados no meio 

de fermentação como fatores decisivos no shift de uma fase para a outra. 

Yadav et al. (2014) apontam fatores fisiológicos e nutricionais como sendo os mais 

críticos para o crescimento celular e a produção de butanol. Outros estudos corroboram a 

importância desses fatores.  
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Dentro do contexto de fatores fisiológicos, Harris et al. (2002) e Paredes et al. (2005) 

mencionam os principais eventos que ocorrem na fase estacionária em espécies 

solventogênicas de Clostridium, a saber: formação de solventes, esporulação e acúmulo de 

granulose, um polímero com características semelhantes ao glicogênio. Kim e Gadd (2008) 

também apontam que a fase solventogênica está relacionada à esporulação, mais uma 

evidência de que a solventogênese estaria associada ao metabolismo secundário.  

Evidências de que o processo de esporulação está relacionado à produção de solventes foram 

apontadas por outros autores, como no estudo de Gottschal e Morris (1981) e de Bahl et al. (1982a).  

O fator de transcrição Spo0A, que inicia o processo de esporulação em C. 

acetobutylicum, seria também responsável por ativar genes de transcrição de enzimas que atuam 

durante a fase solventogênica (LEE et al., 2008; INUI et al., 2008 e TIGUNOVA et al., 2013).  

Assim, o resultado seria um balanço entre a atuação do gene na ativação de genes para 

a esporulação e a ativação de genes importantes na fase solventogênica, e os efeitos positivos 

deste fator multifuncional sobre a formação de solventes dependeriam de fazê-lo atuar na 

ativação dos genes da fase solventogênica, inibindo sua função na ativação de genes da 

esporulação (LEE et al., 2008). 

Harris et al. (2002) estudaram a influência do Spo0A, avaliando o comportamento de 

mutantes em relação à produção de solventes. A deleção do fator levou à obtenção de 

mutantes sem capacidade de produção de endósporos, mas não houve completa ausência de 

produção de solventes, embora em alguns casos, esta tenha sido muito incipiente. 

Segundo Bahl et al. (1986), o rendimento em butanol depende de uma mudança no 

fluxo de elétrons, visto que o butanol é o produto mais reduzido de C. acetobutylicum, 

necessitando que mais elétrons permaneçam disponíveis para os passos necessários à redução. 

Segundo Datta e Zeikus (1985), quase 80% dos elétrons do carboidrato utilizado como 

substrato terminam nos solventes, sendo que só o butanol representa mais de 50% desses 

elétrons. Dentre os produtos não-solventogênicos, a maior fração dos elétrons está no H2. 

Os autores Datta e Zeikus (1985) sugerem que uma das formas de aumentar a 

produção de solventes seria através da redução da produção de H2, que levaria a um aumento 

do pool de nucleotídeos reduzidos (NADH), e, consequentemente, a um aumento dos 

produtos gerados na fase solventogênica, que necessitam de NADH. A enzima hidrogenase de 

Clostridium é extremamente sensível a CO, sendo esta uma das estratégias utilizadas para a 

inibição da enzima hidrogenase e redução da concentração de H2 no meio. A limitação de 

ferro também reduz a atividade da enzima hidrogenase (GHESHLAGHI et al., 2009). 
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II.5.2.1 Pontos de regulação da fermentação ABE 

Além de questões como condições do meio e de cultivo – pH, temperatura e as 

próprias linhagens envolvidas no processo – a natureza da fermentação depende, em grande 

parte, da atividade relativa das enzimas (GHESHLAGHI et al., 2009). Essa atividade relativa 

está intimamente ligada aos processos de regulação que ocorrem ao longo de toda a via, mas 

principalmente nos pontos de ramificação, que podem levar a diferentes caminhos 

metabólicos. A relação entre as enzimas envolvidas nas reações de uma via ramificada 

determina que caminho será majoritariamente priorizado dentro da via, podendo levar à 

obtenção de diferentes produtos.  

A compreensão da regulação da via é essencial, não apenas porque permite fazer 

modificações genéticas, mas porque ajuda na escolha das condições de cultivo, que irão 

influenciar tanto o produto obtido quanto a relação entre os produtos obtidos. A seguir, são 

listados os principais pontos de regulação da via, que têm sempre destaque nos estudos de 

fermentação ABE. 

Piruvato a acetil-CoA 

 

Piruvato é um intermediário-chave no metabolismo de Clostridium (GHESHLAGHI et 

al., 2009) e o acetil-CoA é um dos primeiros pontos de ramificação da rota principal 

envolvida na fermentação ABE (TIGUNOVA et al., 2013).  

Dentro desse contexto, um dos primeiros pontos de regulação é a reação que converte 

piruvato a acetil-CoA, que, consequentemente, está ligada  à atividade da enzima PFOR, 

responsável por catalisar a reação. A ferredoxina reduzida, produzida durante a reação de 

descarboxilação do acetil-CoA a piruvato, tem papel essencial, podendo doar elétrons tanto 

para produzir H2 quanto para produzir NADH (GHESHLAGHI et al., 2009). 

A ferredoxina reduzida tem maior potencial de oxidação 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 H2 (LI et al., 2014).  

Como o potencial de redução da ferredoxina é similar ao potencial de redução da 

semirreação de redução de H+ a H2, a atividade da enzima hidrogenase para oxidar a 
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ferredoxina reduzida depende da pressão parcial de hidrogênio. Consequentemente, a própria 

reação fosforoclástica depende da pressão parcial de H2 (KIM e GADD, 2008). 

Os potenciais das semirreações de redução mencionadas estão na Figura 9. 

 

 

 

Figura 9. Potenciais das semirreações de redução da  
fase acidogênica (KIM e GADD, 2008). 

Quando a pressão parcial de hidrogênio é baixa, a enzima hidrogenase oxida a 

ferredoxina reduzida, produzindo H2. Nessa condição, a razão ferredoxina oxidada e 

ferredoxina reduzida é alta, e a oxidação do NADH produzido na via glicolítica é acoplada à 

redução de ferredoxina. Sob estas condições, o NADH é oxidado por essas reações e o acetil-

CoA não é necessário como aceptor de elétrons, sendo convertido a acetil-fosfato, que depois 

é convertido a acetato com a produção de ATP (KIM e GADD, 2008).  Essa competição das 

enzimas é importante também no rendimento de solventes e a relação entre as atividades das 

enzimas é importante na mudança da fase acidogênica para a solventogênica.   

Produção de lactato a partir de piruvato 

Lactato também pode ser formado a partir de piruvato, através da enzima lactato 

desidrogenase e com regeneração do NAD+ produzido na via glicolítica (TIGUNOVA et al., 

2013). Embora a maior parte das espécies sacarolíticas de Clostridium possua essa enzima, 

lactato normalmente não é o principal produto de fermentação, exceto sob condições de 

estresse, como limitação de ferro, de sulfato ou gaseificação de CO em pH neutro. 

Consequentemente, a produção de lactato não ocorre a menos que a conversão de piruvato a 

acetil-CoA esteja parcialmente bloqueada (GHESHLAGHI et al., 2009). Esses resultados 

estão de acordo com os resultados encontrados por Bahl et al. (1986).  

No trabalho realizado pelos autores, quando houve limitação de ferro, o lactato foi o 

produto predominante de fermentação e não o butirato. O ferro é um mineral importante, visto 

que a conversão de piruvato a acetil-CoA é feita por uma enzima ferredoxina-oxirredutase 

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

Butiril-CoA é o último ponto de ramificação da rota principal (GHESHLAGHI et al., 

2009) e sua conversão a butirato ou a butanol depende da fase acidogênica ou solventogênica 

(TIGUNOVA et al., 2013). A atividade das enzimas envolvidas na rota de acetil-CoA a 

butiril-CoA é importante tanto na produção de butirato quanto de butanol. De acordo com Li 

et al. (2014), a formação subsequente de butirato só ocorre quando há níveis suficientemente 

altos das enzimas fosfato-butil-transferase e butil-quinase (RANJAN e MOHOLKAR, 2012), 

responsáveis pela conversão de butiril-CoA a butirato.   

II.6 Outras fermentações anaeróbias importantes 

II.6.1 Produção de etanol (KIM e GADD, 2008) 

Diversos anaeróbios, incluindo espécies de Clostridium como C. thermocellum podem 

fermentar diferentes tipos de carboidratos a etanol via acetil-CoA. É importante ressaltar, 

entretanto que, diferentemente de outras espécies conhecidas que produzem etanol, espécies 

sacarolíticas de Clostridium não possuem a enzima piruvato descarboxilase. Assim, a 

produção de etanol não se dá de forma linear, mas por uma rota ramificada em que primeiro o 

piruvato é convertido a acetil-CoA. Enquanto na rota linear os únicos subprodutos são CO2 e 

água, na rota ramificada são formados diversos subprodutos, incluindo lactato, acetato e H2.  

II.6.2 Fermentação de aminoácidos (KIM e GADD, 2008)  

Além de carboidratos e ácidos orgânicos, muitas espécies de Clostridium e outras 

bactérias anaeróbias fermentam compostos nitrogenados, como aminoácidos e ácidos 

nucleicos. São as espécies classificadas como proteolíticas, conforme já mencionado. 

Espécies como C. acidiurici, C. cylindrosporum e C. purinolyticum fermentam bases purinas 

a acetato, CO2 e amônia, enquanto espécies como C. glycolicum e C. oroticum fermentam 

bases pirimidínicas.  

Os aminoácidos podem ser fermentados individualmente ou ainda em uma mistura. O 

último caso, conhecido como reação de Stickland costuma ser mais eficiente porque um aminoácido 

é oxidado com produção de ATP enquanto outro é utilizado como aceptor de elétrons.  
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Muitas vezes, a fermentação de aminoácidos relaciona-se a outros tipos de 

fermentação já mencionados – por exemplo, Clostridium propionicum realiza a desaminação 

da alanina a piruvato, que é, então, fermentado a propionato e acetato pela via do acrilato. A 

espécie C. tetanomorphum realiza a quebra do aminoácido glutamato a acetato e piruvato e o 

piruvato é, então, metabolizado a acetato e butirato como nas espécies sacarolíticas de 

Clostridium em geral.  

Da mesma forma, lisina é fermentada a acetato e butirato pelas espécies C. sticklandii 

e C. subterminale. A lisina é primeiramente convertida a um intermediário, antes de ser 

quebrada a acetoacetato e 3-aminobutiril-CoA. O acetatoacetato é convertido a acetato, com 

síntese de ATP e o 3-aminobutiril-CoA é reduzido a butirato. 

II.7 Importância do isolamento de novos micro-organismos 

Montoya et al. (2000) apontam que o isolamento é importante para a seleção de micro-

organismos que se adequem às necessidades dos novos processos fermentativos, que têm 

buscado o uso de matérias-primas de baixo custo, usualmente compostas de carboidratos 

complexos, como celulose e hemicelulose, cuja hidrólise ainda é um desafio. 

Nesse sentido, o isolamento se torna importante não só para obtenção de micro-

organismos com maior tolerância 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 obtenção de 

micro-organismos capazes de produzir enzimas ou pools enzimáticos que permitam a 

conversão direta desses carboidratos complexos, reduzindo a necessidade de pré-tratamentos, 

etapas que encarecem o processo e que, por vezes, demandam alta energia e utilizam 

compostos tóxicos e agressivos ao meio ambiente. No estudo de Gapes (2000) sobre o 

mercado da fermentação de n-butanol por Clostridium, ele sugere que a chave para tornar o 

processo viável não está no aumento do rendimento, mas sim na redução dos custos de 

produção, dominado, sobretudo, pelos custos com substrato. 

Por isso, atualmente, para a fermentação com bactérias anaeróbias, tem se dado maior 

atenção ao uso de matérias-primas fibrosas, contendo celulose e hemicelulose, matérias-

primas amiláceas 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 é 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 preço do glicerol bruto 

despencasse nos últimos anos (YADAV et al., 2014, LIN et al., 2015). Assim, segundo 

Yazdani e Gonzalez (2007), o desenvolvimento de processos para obtenção de produtos de 

maior valor agregado ao butanol não é apenas uma necessidade, mas uma oportunidade dentro 

do contexto de biorrefinaria. Ainda segundo os autores, a conversão biológica apresenta 

muitas vantagens em relação aos processos químicos. 

Dentro desse contexto, TIGUNOVA et al. (2013) sugerem que um dos pontos-chave 

no estudo de novos pré-tratamentos para matérias-primas é 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 hidrólise dessas 

matérias-primas, eliminando ou reduzindo a necessidade de pré-tratamentos tem sido vista 

como alternativa promissora para tornar economicamente viáveis diversos processos de 

fermentação, que ainda não são comercialmente competitivos com rotas químicas 

tradicionais.  

 

III. MATERIAIS E MÉTODOS 

III.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 anaeróbias e em sua 

caracterização por microscopia, através da coloração de Gram e por alguns testes 

bioquímicos. Após o isolamento, os micro-organismos foram propagados pela técnica de 

repique e submetidos a testes fermentativos para avaliar seu potencial biotecnológico, 

fornecendo dados que direcionaram a escolha das linhagens utilizadas no atual trabalho. 

O isolamento dos micro-organismos do solo de manguezal não foi feito com um meio 

seletivo específico para determinado gênero de micro-organismos. Utilizou-se apenas um 

meio diferencial que permitiu a identificação e o isolamento de micro-organismos produtores 

de ácidos e todo o processo de seleção e isolamento foi realizado em anaerobiose. 
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Inicialmente, foram escolhidos meios de fermentação para avaliar a capacidade de 

produção de solventes pelos isolados. A produção de solventes é realizada principalmente por 

espécies do gênero Clostridium através da fermentação ABE e durante o processo são gerados 

também ácidos orgânicos, como ácido butírico e ácido acético, além de ácido lático.  

Nos estudos anteriores, os isolados não mostraram produção significativa de solventes, 

mas mostraram produção significativa de ácido lático. Isso, entretanto, não descartou a 

possibilidade de que esses micro-organismos fossem produtores de solventes, conforme 

discussões 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 obtenção de um produto previamente não 

identificado, mas que indícios mostravam tratar-se de um ácido orgânico.  

Conforme mencionado, na identificação preliminar deste trabalho o isolado 7 foi 

identificado como pertencente ao gênero Propionibacterium e, de fato, identificou-se, nos 

cromatogramas obtidos por HPLC, produção de ácido propiônico. A hipótese da produção de 

ácido propiônico a partir do lactato produzido já havia sido levantada também no estudo anterior.  

III.2 Equipamentos 

Abaixo estão os equipamentos utilizados durante a realização dos experimentos e 

métodos analíticos, 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) Centrífuga eppendorf® modelo Centrifuge 5804R; 

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

6) Cromatógrafo Líquido de alto desempenho Shimadzu® modelo Prominence LC-20AD 

acoplado a detector de índice refrativo modelo RID-10A 

7) Espectrofotômetro BEL® modelo SP 2000UV; 

8) Estufa bacteriológica Solab® modelo SL-101; 

9) Jarra de anaerobiose Permution® modelo JA0401; 

10) Incubadora-shaker Novatecnica® modelo NT715; 

11) Microscópio ótico Nikon® modelo Eclipse E200 a câmera 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 

 

III.3 Esterilização e manobras assépticas 

Para esterilização, soluções salinas, meios de cultivo e meios para os testes 

bioquímicos foram autoclavados a 0,5 atm por 20 minutos, com exceção da ureia, utilizada no 

teste bioquímico da enzima urease, que foi esterilizada pelo método da filtração com 

membrana micropore 0,22 µm. 

Placas, outras vidrarias e quaisquer instrumentos para manuseio dos meios estéreis 

e/ou micro-organismos foram autoclavados a 1 atm por 20 minutos. 

Lâminas de microscopia utilizadas estavam conservadas em solução 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 padrões de assepsia, dentro da bancada de fluxo laminar, após incidência de 

luz UV por 30 minutos. 

III.4 Métodos analíticos 

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

anterior quanto no presente trabalho. 

Quantificação do crescimento celular 

As concentrações de células no inóculo e de cada amostra da fermentação foram 

obtidas através de leituras de absorbância em espectrofotômetro a 600 nm (OD600). O valor de 

absorbância foi convertido a concentração através do fator de conversão que relaciona a 

absorbância a 600 nm e a concentração 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 são mostradas na 

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

Descrevendo brevemente, as células crescidas em meio RCM foram centrifugadas e 

submetidas a diluições sucessivas em solução salina NaCl 0,9%. A correspondência da 

concentração com a absorbância foi feita a partir da concentração de células na suspensão-

mãe, posteriormente correlacionada com cada diluição. Para obtenção da concentração da 

suspensão-mãe, membranas hidrofílicas de acetato de celulose Millipore® de diâmetro de 

poro 0,220 µm foram pesadas em balança de precisão analítica e 20 mL da suspensão-mãe 
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foram filtrados. Após a filtração, a membrana foi colocada para secar em lâmpada de 

infravermelho por 30 minutos. Depois, fez-se novamente a pesagem em balança analítica para 

determinação da massa de células contida no volume filtrado por diferença. 

Leituras de pH e absorbância 

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 absorbância foram feitas em espectrômetro a 600 nm e correlacionadas 

com a concentração de células pelas curvas de peso seco.  

Parte do conteúdo do meio após a fermentação foi guardado em eppendorfs de 2 mL 

conservados em freezer a -20oC para posterior análise por cromatografia líquida de alta 

eficiência (High Performance Liquid Cromatography – HPLC). 

Determinação dos produtos obtidos após a fermentação 

O meio de cada amostra da fermentação foi analisado em sistema de HPLC 

Shimadzu®, com as seguintes condições: coluna de exclusão iônica Aminex HPX-87H 300 

mm X 7,8 mm; fase móvel (ácido sulfúrico 0,005 M), com vazão de 0,8 mL/min; pressão de 

55 kgf/cm2; temperatura de 60oC e tempo de corrida de 30 minutos. O refratômetro acoplado 

ao sistema informa a área de cada pico observado no cromatograma obtido.  

Em todos os casos, juntamente com as amostras, foram feitas corridas dos seguintes 

padrões: ácido lático, butanol, ácido butírico, etanol, ácido acético e glicose, bem como do 

meio de fermentação. Especificamente para as amostras de fermentação do isolado 7, foram 

utilizados também os padrões de ácido propiônico e de succinato e, para as amostras dos 

meios de fermentação contendo glicerol como fonte de carbono, um padrão de glicerol 

também foi utilizado.  

 A identificação dos produtos obtidos nas amostras analisadas foi feita através da 

comparação dos tempos de retenção de tais produtos com os tempos de retenção dos padrões e 

de picos típicos observados no meio de fermentação. Após a identificação, o valor das áreas 

dos picos conhecidos, isto é, cujo tempo de retenção corresponde a algum dos compostos 
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escolhidos, foi convertido a valores de concentração, através de um fator de conversão obtido 

pelas curvas de calibração (curvas padrão) levantadas para cada padrão. 

Para obtenção de tais curvas, foram feitas corridas de cada padrão, em diferentes 

concentrações, obtendo-se uma correlação entre a área do pico obtido no cromatograma e a 

concentração. 

III.5 Experimentos prévios (Biscainho, 2016) 

III.5.1 Seleção 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 geográficas: 

Latitude: S 23,057495º 

Longitude: W 43,565003º 

O procedimento de isolamento está descrito com detalhes em Biscainho (2016).  Tanto 

para seleção quanto para isolamento, foi utilizado um meio diferencial contendo o indicador 

de pH vermelho de fenol (ARAÚJO et al., 2013), cujo objetivo era identificar colônias 

produtoras de ácidos, potencialmente de interesse. Em ambos os casos, as colônias foram 

incubadas em placas por 5 dias a 37oC em jarra de anaerobiose. 

Imediatamente após o isolamento, cada um dos isolados obtidos foi submetido ao 

método de coloração de Gram e observado por microscopia ótica. Nessa etapa, a coloração de 

Gram foi feita com o objetivo maior de garantir a pureza das culturas isoladas, dada a possível 

dificuldade de isolamento pela obtenção de colônias espalhadas. 

A coloração de Gram foi repetida posteriormente após a propagação das bactérias, 

para garantir que a propagação havia sido feita de forma correta e sem contaminação, pois 

estas seriam utilizadas como inóculo propriamente dito na etapa de fermentação e também 

para realização dos testes bioquímicos e fisiológicos.  

Após a realização da Coloração de Gram, cada isolado foi conservado em duplicata, em 

eppendorfs contendo 1 mL de solução de glicerol 20% v/v estéril e guardados em freezer a -20oC. 
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III.5.2 Propagação dos isolados 

Após o isolamento, foi necessário realizar a propagação dos isolados, antes da etapa de 

fermentação. Para propagação 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 anaeróbias. O 

método utilizado foi o repique em que, para cada isolado, foi feito inóculo em frascos de 

penicilina de 50 mL contendo meio RCM estéril, purgado com nitrogênio, com tampa de 

borracha e lacre de alumínio. Para isso, os eppendorfs contendo os isolados foram abertos 

dentro da câmara de anaerobiose. No interior da câmara, cerca de 1 mL do meio foi 

transferido para cada eppendorf e levemente agitado para homogeneização do inóculo. O 

volume contido no eppendorf foi, então, dividido em quantidades aproximadamente iguais por 

alguns frascos contendo o meio RCM. Depois de crescidos por cerca de 18 horas em shaker a 

37oC e 150 rpm, os frascos foram mantidos sob refrigeração a 4oC para uso durante as 

análises. 

Sempre que necessário, o repique era refeito, de forma a manter sempre um número 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 nitrogênio.  

III.5.3 Testes bioquímicos 

Testes bioquímicos e fisiológicos são testes utilizados para caracterizar e identificar 

espécies bacterianas através da constatação da presença ou ausência de certas enzimas 

bacterianas. Vários testes bioquímicos são descritos na literatura, incluindo fermentação de 

carboidratos e outros compostos, redução de nitrato, produção de indol e de sulfeto de 

hidrogênio e hidrólise de gelatina e de ureia. O resultado final observado se baseia no balanço 

entre reações opostas. (CLARKE e COWAN, 1952). 

Em muitos casos, esses testes são utilizados na literatura para auxiliar na identificação 

de determinada espécie de um gênero.  Ainda assim, esses testes são uma ferramenta útil para 

auxiliar no suporte de identificação das bactérias isoladas, juntamente com a técnica da 

Coloração de Gram. Além disso, ainda que não sejam totalmente conclusivos, auxiliam na 

elucidação de características importantes das bactérias isoladas que, posteriormente, podem 
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servir como base para produção de insumos de interesse e para entender o metabolismo de tais 

bactérias. 

Dentre os muitos testes bioquímicos existentes, foram selecionados os seguintes: Teste 

da Enzima Catalase, Teste da Hidrólise da Gelatina, Teste Sulfeto-Indol-Motilidade, Teste 

Triple-Sugar Iron (TSI), Teste da Enzima Urease e Teste da Redução do Nitrato. Os 

protocolos utilizados em cada um destes testes estão descritos com mais detalhes em 

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

Teste da enzima catalase 

O objetivo deste teste é verificar a presença da enzima catalase, responsável por 

neutralizar os efeitos tóxicos do peróxido de hidrogênio, liberado por algumas bactérias como 

produto final do catabolismo de carboidratos. A enzima atua na decomposição do peróxido de 

hidrogênio em água e oxigênio (Equação I), reação caracterizada pela rápida e intensa 

liberação de bolhas (UK Standards for Microbiology – Catalase Test):  

2	HଶOଶ 	→ 	2	HଶO ൅	Oଶ             (I) 

Teste da hidrólise da gelatina 

O objetivo do teste é verificar a produção de gelatinases, um grupo de enzimas 

extracelulares, produzidas e secretadas por alguns micro-organismos para a hidrólise da 

gelatina. Esse teste auxilia na identificação de bactérias de vários gêneros (HARLEY e 

PRESCOTT, 2002). 

A gelatina é uma mistura de polipeptídeos, derivados do colágeno. Quando 

hidrolisados pela gelatinase, tem-se como resultado uma mistura de aminoácidos, que podem 

ser assimilados pelas células para uso em seu metabolismo. 

A gelatina normalmente sofre liquefação acima de 28oC, mas apenas quando 

hidrolisada, perde sua capacidade de gelificação. Assim, para verificação da hidrólise, após 

incubação, os tubos devem ser colocados em refrigerador ou banho de gelo. Se a gelatina tiver 

sofrido hidrólise, o meio não mais permanecerá sólido após resfriado. Entretanto, caso o 

aspecto líquido observado seja apenas devido à liquefação pela temperatura de incubação, ela 

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

Este teste se baseia na utilização do mesmo meio para avaliar três características do 

micro-organismo: capacidade de produção de H2S, motilidade e produção de indol, pela 

presença da enzima triptofanase (LEBOFF e PIERCE, 2010). 

O H2S liberado pode ser devido à presença da enzima cisteína-desulfurase, que 

catalisa a reação de formação de piruvato, liberando H2S, ou, ainda, proveniente da redução 

de compostos sulfurados inorgânicos. Algumas bactérias reduzem o tiossulfato a sulfito, pela 

ação da enzima tiossulfato-redutase, liberando H2S (HARLEY e PRESCOTT, 2002). 

Como o H2S é incolor, o componente sulfato ferroso amoniacal é utilizado como 

indicador da presença desse gás: o H2S combina-se com os íons ferrosos, formando um 

precipitado de coloração escura. A ausência de precipitado indica que não houve liberação de 

H2S (HARLEY e PRESCOTT, 2002). 

A motilidade, por sua vez, é um aspecto fisiológico, detectável devido à característica 

semissólida do meio. A inoculação é feita com auxílio de uma agulha, em uma linha vertical. 

Se a motilidade for negativa, o crescimento ficará restrito à linha de inoculação. Caso 

contrário, os micro-organismos móveis migram pela linha do inóculo e difundem-se no meio 

causando turbidez (Anvisa - Descrição dos Meios de Cultura Empregados nos Exames 

Microbiológicos), observando-se crescimento além da linha de inoculação. No caso de 

produção de H2S, se houver motilidade, a cor escura é observada além da linha de inoculação; 

caso contrário, ela é observada apenas ao longo dessa linha de inoculação (HARLEY e 

PRESCOTT, 2002).  

Já produção do indol se dá quando o micro-organismo possui a enzima triptofanase. O 

indol é produzido através da desaminação e hidrólise do triptofano. A detecção da produção 

de indol pode ser feita pela adição dos Reativos de Ehrlich ou de Kovac. Ambos contêm p-

dimetilaminobenzaldeído que, reagindo com o indol, produz um composto azo de coloração 

avermelhada (UK Standards for Microbiology Investigations – Indole test). Assim, a detecção 

do indol se dá pela formação de um anel de coloração vermelha, enquanto sua ausência 

caracteriza-se pela formação de um anel amarelado. 
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Teste Triplo-Açúcar-Ferro (Triple-Sugar Iron -TSI)  

O objetivo deste teste é identificar bactérias conforme a capacidade de fermentação de 

carboidratos – glicose, lactose e sacarose e na produção de gás, usualmente CO2, e de H2S. O 

indicador vermelho de fenol é incorporado ao meio para identificação da produção de ácidos a 

partir da fermentação de carboidratos. Da mesma forma que no teste SIM, há adição de 

tiossulfato e o sulfato ferroso é utilizado como indicador (LEBOFF e PIERCE, 2010). 

Se não houver mudança de coloração, o micro-organismo não foi capaz de consumir 

nenhum dos três carboidratos presentes. Quando o micro-organismo consome apenas glicose, 

inicialmente, o meio se torna totalmente amarelo. Entretanto, como a glicose está em baixa 

concentração, ela será totalmente consumida em cerca de 12 horas. Conforme a glicose for 

usada, os micro-organismos irão quebrar aminoácidos, liberando amônia e outros compostos 

alcalinos que aumentam o pH. Esse processo leva aproximadamente 18 horas e geralmente 

fica limitado à região inclinada (LEBOFF e PIERCE, 2010).  

Quando tanto a superfície 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 acúmulo de ácidos devido à maior concentração desses 

açúcares no meio (LEBOFF e PIERCE, 2010). 

A formação de outros gases é detectada por fissuras no ágar. Se a liberação de gás for 

intensa, o meio pode ser inclusive empurrado para cima no tubo. Quando há produção de H2S, 

significa que a base é sempre ácida. (HARLEY e PRESCOTT, 2002; LEBOFF e PIERCE, 

2010). A Tabela 1 resume as possibilidades de resultados e facilita o entendimento dos 

resultados. 

Tabela 1. Possíveis resultados e interpretações do teste TSI (elaborado pelo autor). 
 

 
  

Fermentação de glicose Fermentação de lactose e/ou sacarose Liberação de H2S

Fundo alcalino e rampa alcalina sem precipitado preto ‐ ‐ ‐

Fundo alcalino e rampa alcalina com precipitado preto ‐ ‐ +

Fundo ácido e rampa alcalina sem precipitado preto + ‐ ‐

Fundo ácido e rampa alcalina com precipitado preto + ‐ +

Fundo ácido e rampa ácida sem precipitado preto + + ‐

Fundo ácido e rampa ácida com precipitado preto + + +

Interpretação dos resultados do Teste TSI
Interpretação

Aspecto do tubo



45 
 

Teste da enzima urease 

O objetivo deste teste é verificar a presença da enzima urease, através da capacidade do 

micro-organismo de realizar a hidrólise da ureia, produzindo duas moléculas de amônia e 

dióxido de carbono, conforme a reação mostrada na Equação II: 

ሺNHଶሻଶCO ൅ HଶO	 → 	2	NHଷ ൅	COଶ              (II) 

A detecção da produção de amônia é feita utilizando-se um indicador de pH, 

usualmente o vermelho de fenol. Se ocorrer a hidrólise da ureia, com liberação de amônia, o 

meio torna-se alcalino e o indicador adquire coloração rosa. (UK Standards for Microbiology 

Investigations – Urease test).  

Há dois meios que podem ser utilizados para a detecção da urease: o Christensen’s 

urea agar, e o Stuart’s urea broth. Este último é altamente tamponado e requer grandes 

quantidades de amônia para provocar alteração de cor (UK Standard for Microbiology 

Investgations – Urease Test). O meio de Christensen’s é mais sensível à detecção de ureia do 

que o meio de Stuart, por ser menos tamponado, além de conter glicose e peptona.  

Além disso, há possibilidade, ainda, de avaliar a rapidez com que os micro-organismos 

hidrolisam a ureia bem como a produção de urease. Os micro-organismos chamados positivos 

rápidos produzem reações fortemente positivas em menos de 6 horas, com mudança de cor em 

todo o tubo. Nos positivos tardios, geralmente a mudança de cor é observada apenas na rampa 

após 6 horas de incubação, podendo se espalhar pelo tubo em períodos mais longos de 

incubação. Qualquer mudança de cor, ainda que fraca, indica resultado positivo (ASM 

Microbe Library – Urease Test Protocol). A Tabela 2 resume os possíveis resultados 

observados em meio de Christensen. 

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

 
  

24 horas 24 horas a 5 dias Interpretação

Meio totalmente rosa Hidrólise rápida e alta produção de urease

Meio parcialmente rosa Tubo parcialmente ou totalmente rosa Hidrólise lenta e fraca produção de urease

Meio amarelo ou alaranjado Tubo parcialmente ou totalmente rosa Hidrólise lenta e fraca produção de urease

Meio amarelo ou alaranjado Meio amarelo ou alaranjado Sem hidrólise de ureia ‐ urease negativo

Interpretação dos resultados do Teste da Urease
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Teste de redução de nitrato 

O teste baseia-se em identificar a presença da enzima nitrato redutase, responsável 

pela reação de redução do nitrato a nitrito e que indica a capacidade do micro-organismo 

utilizar nitrato como aceptor de elétrons na respiração anaeróbia. Essa reação ocorre em uma 

única etapa. Posteriormente, em um processo de várias etapas conhecido como desnitrificação 

(LEBOFF e PIERCE, 2010), o nitrito formado pode ser, ainda, subsequentemente reduzido a 

diversos compostos nitrogenados (NO2
-, N2O, N2, NH3) (ASM MicrobeLibrary). 

Ao contrário de muitos meios diferenciais, não há indicadores envolvidos. As 

mudanças de coloração são resultado de reações entre produtos do metabolismo e reagentes 

adicionados ao final do tempo de incubação (LEBOFF e PIERCE, 2010).   

A detecção se baseia no uso de uma solução ácida de ácido sulfanílico e α-naftilamina. 

Se houver nitrito no meio, o nitrito irá formar ácido nitroso que, ao combinar-se com o ácido 

sulfanílico, forma um composto azo que, por sua vez, reage com a α-naftilamina, formando 

um composto de coloração avermelhada. Essa reação está representada na Figura 11. 

Portanto, se o meio adquire coloração vermelha após a adição desses reagentes, é um 

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

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Reação do NO2
- em meio ácido com ácido sulfanílico e com α-naftilamina, 

 formando um composto azo de coloração avermelhada (adaptado de LEBOFF e PIERCE, 2010). 

A ausência de coloração vermelha pode ter três interpretações: (1) o micro-organismo 

foi incapaz de reduzir o nitrato; (2) o nitrato foi reduzido diretamente a outros compostos 

nitrogenados que não o nitrito ou; (3) o nitrito formado foi subsequentemente reduzido a 

outros compostos, como amônia ou nitrogênio molecular (ASM MicrobeLibrary). 

Como visualmente não é possível detectar a diferença entre os dois casos, outro teste 

se faz necessário. Adiciona-se uma pequena quantidade de zinco em pó, capaz de catalisar a 
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reação de nitrato a nitrito e, se o tubo adquirir coloração vermelha, isso indica que havia 

nitrato não reduzido remanescente no meio. Portanto, nessa etapa, a coloração vermelha 

significa que o micro-organismo não foi capaz de reduzir o nitrato; portanto, o resultado é 

negativo. Por outro lado, se o meio permanecer incolor após a adição 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 possíveis 

resultados encontrados após a realização dos dois testes.  

Tabela 3. Possíveis resultados e interpretações do teste de redução de nitrato  
(elaborada pelo autor). 

 

III.5.4 Fermentação 

Uma grande variedade de produtos pode ser sintetizada por bactérias anaeróbias. O 

objetivo era avaliar o potencial biotecnológico das espécies isoladas na produção de insumos 

industriais em geral. Entretanto, industrialmente, a produção de solventes por espécies de 

Clostridium é uma rota bastante relevante. Como havia possibilidade de que as espécies 

isoladas pertencessem ao gênero Clostridium, o meio foi escolhido pensando-se numa 

possível produção de solventes, através da fermentação ABE. Entretanto, como o meio 

escolhido contém glicose como carboidrato e outros suplementos contendo nitrogênio, fósforo 

e potássio, demandas comuns a muitas espécies bacterianas, eventualmente, ele possibilitaria 

também a produção de outros insumos.  

A composição do meio utilizado para fermentação foi descrito por Yadav et al. (2014), 

substituindo-se a fonte de carbono de glicerol para glicose. O meio tem a seguinte 

composição: Glicose (10 g.L-1), Peptona (10 g.L-1), Extrato de levedura (5 g.L-1), K2HPO4 (3 

g.L-1), Na2CO3 (1 g.L-1), CaCl2 (0,2 g.L-1), MgCl2.6H2O (0,2 g.L-1), Na2S (0,02 g.L-1)  e 

(NH4)2SO4 (5 g.L-1). 

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

agitação em shaker a 150 rpm e 37oC por 48 horas.  

Coloração após adição de ácido 

sulfanílico e α‐naftilamina

Coloração após adição 

de zinco em pó
Redução de nitrato

Vermelho ‐‐‐‐‐‐ +

Incolor Incolor +

Incolor Vermelho ‐

‐‐‐‐‐‐ não é necessária adição de zinco

Interpretação dos resultados do Teste da Redução de nitrato
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III.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 adição de ferro ao meio de 

fermentação utilizado, para verificar se os micro-organismos isolados possuem capacidade de 

produção de solventes, e apenas houve um desvio de rota metabólica ou se esses micro-

organismos não são produtores de solventes. 

Concomitantemente, foi realizada uma identificação preliminar dos micro-organismos, 

essencial para compreender seu comportamento quando submetidos à fermentação em 

diferentes meios, bem como avaliar se as condições de temperatura e pH escolhidas foram as 

mais adequadas para a fermentação.  

Nos estudos anteriores, foram obtidos oito isolados que, por não terem sido 

identificados, foram referidos provisoriamente com números de 1 a 8. Todos os isolados, com 

exceção do isolado 7, tiveram perfis bastante semelhantes de obtenção de produtos: após 48 

horas de fermentação, observaram-se concentrações significativas de ácido lático e 

quantidades de glicose remanescente no meio relativamente altas. Não foram observados 

picos detectáveis correspondentes aos tempos de retenção de butanol, butirato, acetato e 

acetona. Dentre esses isolados, destacou-se o isolado 1, que, após 48 horas de fermentação, 

havia produzido ácido lático na concentração de 7,5 േ 0,23 g/L. 

O isolado 7, por sua vez, apresentou, após 48 horas, um pico significativo em um 

tempo de retenção de aproximadamente 12,5 minutos. Além disso, a concentração de ácido 

lático foi inferior àquela produzida pelos outros isolados e não havia concentrações 

significativas de glicose ao final das 48 horas de fermentação. 

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 intermediárias ao longo 

da fermentação, para avaliar o perfil de obtenção dos produtos e de consumo de substratos e 

também acompanhar as fases do crescimento celular.  

III.6.1 Identificação preliminar dos isolados  

Para a realização do presente estudo, os micro-organismos utilizados foram as oito 

cepas selvagens isoladas anteriormente e que ainda não haviam sido identificadas.  Identificação 

dos isolados 
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No presente trabalho, os oito isolados foram levados para identificação preliminar, que 

teve como objetivo elucidar algumas hipóteses levantadas em estudos prévios (BISCAINHO, 

2016). O procedimento para identificação foi conduzido no Laboratório de Anaeróbios, sob 

orientação do Professor Leandro Lobo, no Centro de Ciências da Saúde da UFRJ. Antes da 

identificação propriamente dita, colônias de cada isolado, conservados em meio líquido RCM, 

foram transferidas para meio RCM sólido e crescidas em placa em câmara de anaerobiose por 5 

dias a 37oC.  

Para verificar se os micro-organismos eram anaeróbios estritos ou anaeróbios 

facultativos (ou aerotolerantes), colônias foram também crescidas em placas em aerobiose, 

nas mesmas condições de temperatura e tempo de incubação.  

A identificação foi realizada por espectroscopia de massas de ionização e dessorção a 

laser assistida por matriz e tempo de voo (Matrix-assisted laser desorption/ionization Time off 

light mass spectroscopy – MALDI-TOF MS). 

Para isso, colônias de cada isolado foram passadas, em duplicata, em palito estéril, em 

uma microplaca metálica, seguindo-se a adição de 1 µL de ácido metanoico 0,1% m/v e de 1 

µL de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico, que funciona como matriz. Após secar à temperatura 

ambiente, o material foi analisado e comparado a um banco de dados. As colônias foram 

identificadas como pertencentes a uma determinada espécie quando o score, isto é, o grau de 

compatibilidade ao comparar a colônia com uma colônia conhecida do banco de dados era 

maior que 2,0. 

Foi escolhido um método rápido e de fácil execução, porém, cujos resultados não são 

necessariamente os mais acurados, sendo esta a razão pela qual tal identificação foi 

considerada preliminar. 

III.6.2 Obtenção do inóculo 

A partir dos frascos de penicilina contendo as células preservadas em líquido RCM a 

4oC, inoculava-se, de forma estéril com uma agulha, um volume que fornecia a concentração 

de células desejada no inóculo inicial da fermentação. Tal concentração era calculada a partir 

da correlação entre absorbância (OD600) e as curvas de peso seco previamente obtidas. 
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III.6.3 Avaliação do potencial fermentativo dos isolados 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 8 em meios 

contendo ferro 

Nos estudos anteriores, algumas hipóteses haviam sido levantadas quanto à ausência 

de produção de solventes pelos micro-organismos isolados. O meio utilizado para 

fermentação não continha ferro e, visto que, em micro-organimos produtores de solventes 

pela fermentação ABE, uma das enzimas responsável pela transição da fase acidogênica para 

a fase solventogênica é uma ferredoxina e, portanto, dependente de ferro, uma das hipóteses 

foi a de que a falta de ferro no meio poderia ter sido responsável pela ausência de produção de 

solventes.  

Para verificar essa questão, primeiramente foi realizada uma fermentação semelhante 

àquela descrita no item III.5.4, referente ao estudo anterior. O meio de fermentação foi o 

mesmo, sendo acrescido de 0,1% m/v de Fe2(SO)4.7 H2O. Essa concentração de ferro foi 

obtida a partir dos estudos de Al-Shorgani et al. (2016), que produziram solventes em um 

meio contendo esse componente nessa concentração. 

Posteriormente, além do meio proposto por Yadav et al. (2014), como a concentração 

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 relações triptona/extrato de levedura e utilizaram tanto 

acetato de sódio quanto acetato de amônio, bem como diferentes concentrações de glicose. No 

presente estudo, a concentração de glicose utilizada foi de 10 g.L-1, visto que o objetivo era 

fazer uma comparação com o meio utilizado previamente, de forma que resolveu-se utilizar a 

fonte de carbono na mesma concentração. Além disso, optou-se pelo acetato de sódio.  

Os autores propuseram, ainda, condições de pH e temperatura diferentes daquelas 

utilizadas anteriormente, sendo o pH inicial ajustado para 6,5 e a temperatura de fermentação de 

30oC. No entanto, como o objetivo era a comparação com o meio utilizado nos experimentos 

anteriores, as condições de temperatura de 37oC, 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 fermentação e colocados em shaker a 150 rpm. Foram feitas 

leituras em triplicata de pH e absorbância antes e depois de 48 horas de fermentação.  

Para facilitar a comparação entre os diferentes meios utilizados, as composições dos 

três meios foram resumidas na Tabela 4 a seguir.  
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Tabela 4. Composições dos três meios de fermentação utilizados 

 

 

Os cromatogramas obtidos no estudo anterior mostraram comportamento bastante similar 

entres todos esses isolados. Portanto, dado o objetivo de avaliar a capacidade biotecnológica dos 

isolados de forma mais aprofundada, e sendo o isolado 1 o que havia apresentado maior produção 

de ácido lático, esse isolado foi escolhido para fermentação com leituras periódicas, assumindo-se 

que ele representaria o comportamento cinético dos outros isolados.  

Assim, para os isolados 2, 3, 4, 5, 6 e 8 as leituras foram realizadas apenas no tempo 

inicial e após 48 horas de fermentação, mas para o isolado 1 foram feitas leituras periódicas, que 

permitiriam obter perfil de crescimento e de obtenção de produtos, auxiliando na avaliação de 

algumas hipóteses anteriormente levantadas.  

A fermentação também foi realizada de forma destrutiva, em frascos de penicilina de 20 

mL, contendo os diferentes meios de fermentação estéreis, previamente purgados com nitrogênio 

e com tampa de borracha e lacre de alumínio. 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 absorbância (OD600). Inicialmente, foram 

feitas leituras a cada três horas, até 48 horas de fermentação. Porém, de acordo com o 

comportamento dos isolados, quando a fase exponencial do crescimento ocorreu muito 

rapidamente, foi necessário realizar leituras intermediárias. Como os ensaios eram destrutivos, 

tomou-se o cuidado de inocular sempre a mesma concentração inicial de células em cada frasco, 

de forma a minimizar interferências que possível diferença na concentração de inóculo poderia 

causar, dificultando as análises. 

Meio Yadav et al. (2014) 
Meio Yadav et al. (2014) 

acrescido de ferro

Meio TYA

 (Al‐Shorgani et al , 2016)

Glicose (10 g.L
‐1
) Glicose (10 g.L

‐1
) Glicose (10 g.L

‐1
)

Peptona  (10 g.L‐1) Peptona  (10 g.L‐1) Triptona (6 g.L‐1)

Extrato de levedura (5 g.L
‐1
) Extrato de levedura (5 g.L

‐1
) Extrato de levedura (2 g.L

‐1
)

K2HPO4 (3 g.L
‐1
) K2HPO4 (3 g.L

‐1
) Acetato de sódio (3 g.L

‐1
)

Na2CO3 (1 g.L
‐1
) Na2CO3 (1 g.L

‐1
) Fe2SO4. 7H2O (0,001 g.L

‐1
)

CaCl2 (0,2 g.L
‐1
) CaCl2 (0,2 g.L

‐1
) MgSO4 (0,3 g.L

‐1
)

MgCl2.6H2O (0,2 g.L
‐1
) MgCl2.6H2O (0,2 g.L

‐1
)

Na2S (0,02 g.L-1) Na2S (0,02 g.L-1) 

(NH4)2SO4 (5 g.L
‐1
) (NH4)2SO4 (5 g.L

‐1
)

Fe2SO4. 7H2O (0,1% m/v)
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III.6.4 Experimentos com os isolado 7 

III.6.4.1 Identificação do composto desconhecido detectado no cromatograma  

Antes mesmo da identificação preliminar dos micro-organismos, já 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 não identificado visualizado no cromatograma do 

isolado 7 após 48 horas de fermentação fosse ácido propiônico. Assim, o primeiro passo antes 

de trabalhar com o isolado 7 foi confirmar essa hipótese. Para isso, um padrão de ácido 

propiônico foi preparado e uma amostra da fermentação foi novamente analisada por HPLC, 

nas condições descritas na Seção III.7.1 

III.6.4.2 Levantamento de perfis cinéticos em diferentes meios de fermentação 

Assim como para os outros isolados, as fermentações foram realizadas em três 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 H2O e meio TYA proposto pelos autores Al-

Shorgani et al. (2016).  

A fermentação também foi realizada de forma destrutiva, em frascos de penicilina de 

20 mL, contendo os diferentes meios de fermentação estéreis, previamente purgados com 

nitrogênio e com tampa de borracha e lacre de alumínio. 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 absorbância (OD600). Inicialmente, foram 

feitas leituras a cada três horas, até 48 horas de fermentação. Porém, de acordo com o 

comportamento dos isolados, quando a fase exponencial do crescimento ocorreu muito 

rapidamente, foi necessário realizar leituras intermediárias. Como os ensaios eram destrutivos, 

tomou-se o cuidado de inocular sempre a mesma concentração inicial de células em cada 

frasco, de forma a minimizar interferências que possível diferença na concentração de inóculo 

poderia causar, dificultando as análises. 

As condições foram as mesmas utilizadas anteriormente: pH inicial ajustado para 7,0; 

temperatura de 37oC e agitação em shaker de 150 rpm. 
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III.6.4.3 Meios específicos para a produção de ácido propiônico 

Para esse isolado, a identificação preliminar realizada por espectroscopia de massas, 

bem como a análise dos produtos obtidos anteriormente sugeriram a produção de ácido 

propiônico. Posteriormente, a produção de ácido propiônico foi confirmada. Assim sendo, 

além dos três meios utilizados anteriormente, buscaram-se na literatura algumas referências 

de meios de cultivo para a produção de ácido propiônico, inclusive utilizando glicerol como 

fonte de carbono. 

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

No estudo de Liu et al. (2011), os autores realizam uma comparação de três meios. A 

base dos três meios (meio TY) era a mesma: Triptona (5 g.L-1), Extrato de levedura (1 g.L-1), 

KH2PO4 (2,5 g.L-1) e K2HPO4 (1,5 g.L-1), diferindo apenas na fonte de carbono. A esse meio 

base, foram adicionados 40 g.L-1 de glicerol (meio TYG), 40 g.L-1 de dextrose (meio TYD) e 

mistura de glicerol/glicose na proporção 4:1 (meio TYM). 

Os mesmos meios propostos pelos autores foram utilizados para avaliar a produção de 

ácido propiônico pelo isolado 7.  

As condições de pH e temperatura propostos pelos autores também diferia daquelas 

utilizadas anteriormente, sendo o pH inicial ajustado para 6,5 e a temperatura de fermentação 

de 30oC. Assim, o isolado 7 foi mantido, em cada um dos meios, sob essas condições 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 

periódicas para avaliar os perfis de crescimento celular e produção de insumos.  

III.7 Estudos anteriores 

A seguir, são mostrados os principais resultados obtidos por Biscainho (2016) e que 

serão relevantes para efeitos de discussão e comparação com os resultados obtidos no presente 

trabalho. 
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III.7.1 Resultados da microscopia por Coloração de Gram  

Fotos de microscopia com a técnica da coloração de Gram de cada um dos isolados 

estão mostradas na Figura 12. 

 

 

 

 

Figura 12. Morfologia microscópica dos isolados.  
Técnica da Coloração de Gram (aumento de 1000x). 

Todos os isolados são bactérias Gram-positivas. Principalmente para os isolados 1, 2, 3, 4, 

5, 6 e 8, que eram muito pequenos, foi difícil avaliar se eram cocos ou coco-bacilos. O isolado 7 

era um pouco maior e tinha forma mais alongada, similar à de um bastonete.  

  

Isolado 1 Isolado 3Isolado 2 

Isolado 4 Isolado 5 Isolado 6 

Isolado 7 Isolado 8 
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III.7.2 Testes bioquímicos 

A Tabela 5 a seguir resume os resultados encontrados em Biscainho (2016) nos testes 

bioquímicos anteriormente realizados. Os sinais de + indicam resultado positivo e os sinais de -, 

resultados negativos. Esses resultados podem corresponder à presença de uma enzima (no caso da 

catalase, da urease e das gelatinases) ou ainda se o micro-organismo liberou ou consumiu 

determinada substância no meio (consumo de carboidratos e liberação de H2S e/ou outros gases).  

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

 

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 solúvel é lixiviado de solos e fundamentalmente reside nos oceanos. Esses micro-

organismos foram isolados de solos de manguezais, que sofrem grande influência das marés e 

em que os nutrientes tendem a ficar retidos pela deposição de sedimentos. Portanto, é possível 

que alguns deles tenham, ao longo da evolução, desenvolvido a capacidade de reduzir o 

nitrato a nitrito no processo de desnitrificação, em que o nitrato funciona como aceptor de 

elétrons na respiração anaeróbia. Esse processo é essencial para a manutenção do nitrogênio 

disponível nos solos.  

III.7.3 Fermentação 

As tabelas a seguir resumem os resultados da fermentação, realizada no meio proposto 

pelos autores Yadav et al. (2014), descrito anteriormente. Para cada isolado, foram feitas 

leituras de pH e absorbância no tempo t=0 e após 48 horas de fermentação. Os produtos foram 

Testes Isolado 1 Isolado 2 Isolado 3 Isolado 4 Isolado 5 Isolado 6 Isolado 7 Isolado 8
Catalase - - - - - - - -

Hidrólise da gelatina  + (24 horas)  + (48 horas)  + (24 horas)  + (48 horas)  + (72 horas)  + (72 horas) ͞    (14 dias)  + (48 horas)

Liberação de H2S - - - - - - - -

Motilidade + + + + + + + -
Indol - - - - - - - -

Fermentação da glicose + + + + + + + +
Fermentação da lactose + + + + + + + -

Fermentação da sacarose + + + + + + + -
Liberação de gases - - - - - - - -

Enzima urease - - + + - - + -

Redução do nitrato
Redução a 

nitrito
Redução a 

nitrito
Redução a 

nitrito
Redução a 

nitrito - -
Redução a 

nitrito
Redução a 

nitrito
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quantificados e identificados por cromatografia líquida de alta eficiência e a concentração 

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

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

tempo de retenção de aproximadamente 12,6 minutos, mas como o composto não havia sido 

identificado, suas concentrações e fatores de rendimento não puderam ser calculados. 

O pH do meio de fermentação para cada isolado antes e depois da fermentação está 

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

indicados na tabela. 

Tabela 6. Medidas de pH e respectivos desvios-padrões do meio de 
 fermentação para cada isolado antes e depois da fermentação no meio proposto por Yadav et al. (2014) 

(resultado de estudo anterior). 

 

As concentrações de células de cada isolado no inóculo e após 48 horas de 

fermentação estão na Tabela 7.  

Tabela 7. Concentração de células para cada isolado antes e depois da fermentação no meio 
proposto por Yadav et al. (2014) a 37oC e 150 rpm (resultado de estudo anterior). 

 
 

t = 0 t = 48h

Isolado 1 7,80 ± 0,02 4,97 ± 0,09

Isolado 2 7,64 ± 0,01 4,15 ± 0,03

Isolado 3 7,67 ± 0,03 4,47 ± 0,01

Isolado 4 7,77 ± 0,01 4,52 ± 0,05 

Isolado 5 7,75 ± 0,01 4,15 ± 0,03

Isolado 6 7,92 ± 0,02 4,76 ± 0,03

Isolado 7 7,12 ± 0,20  4,15 ± 0,03

Isolado 8 7,74 ± 0,02 5,07  ± 0,26

X0  (g.L
‐1
) X48 (g.L‐1) ∆X  (g.L

‐1
)  ∆[Glicose] (g.L

‐1
)   ∆[L‐lactato] (g.L

‐1
) ∆[Etanol] (g.L

‐1
)

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 5,79 ± 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 ‐‐‐‐‐‐‐‐‐‐ 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]0 10 g.L
‐1
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Conforme se pode observar, todos os isolados, com exceção do isolado 7, tiveram 

perfis bastante semelhantes de produtos: a produção de ácido lático foi relevante e não foram 

observados picos detectáveis correspondentes aos tempos de retenção de butanol, butirato, 

acetato e acetona. Em todos, observaram-se ainda picos correspondentes à glicose, e, em 

alguns, a concentração de glicose remanescente ao final do processo foi bastante relevante, 

indicando que a glicose não foi totalmente consumida durante a fermentação.  

Como mencionado previamente, solos de manguezais são fontes de isolamento de 

espécies acetogênicas. Apesar de não terem sido observadas concentrações significativas de 

acetato, algumas dessas espécies têm capacidade de desviar a rota quando as condições se 

tornam menos anóxicas. Nas condições do processo, se houver bactérias acetogênicas 

presentes, é até mais provável que ocorra o desvio de rota do que a produção de acetato, 

porque as condições não são anóxicas.  

Embora tenha sido realizada purga com nitrogênio, a distribuição do nitrogênio no 

meio não é totalmente homogênea, de forma que o meio ainda possui certa quantidade de 

oxigênio dissolvido, mesmo após a purga. Dependendo da tolerância ao oxigênio apresentada 

pela linhagem, essa quantidade de oxigênio pode ser suficiente para que haja desvio de rota.  

Na espécie C. glycolicum, utilizada como exemplo, o desvio de rota da produção de 

ácido acético se dá justamente para uma rota em que são 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 não descartam a possibilidade de que as espécies 

isoladas sejam solventogênicas. Nesse caso, uma explicação bastante plausível é que a 

ausência de ferro no meio tenha dificultado a conversão de piruvato a acetil-CoA. Conforme 

foi mencionado por diversos estudos, o ferro é um mineral importante no meio de 

fermentação, visto que a enzima PFOR, que realiza a conversão de piruvato a acetil-CoA é 

uma proteína com centro-ferro-enxofre.  

Com a rota da acetil-CoA ocorrendo de forma incipiente, a produção de ácidos e de 

solventes fica comprometida, pois a acetil-CoA é precursora tanto da produção de ácidos, na 

fase acidogênica, quanto da produção de solventes, na fase solventogênica. Além disso, os 

próprios ácidos que deixaram de ser produzidos, também não puderam ser convertidos a 

solventes na fase solventogênica. 

Embora em espécies solventogênicas o lactato não seja o principal produto de 

fermentação, conforme mencionado por Gheshlaghi et al. (2009), a partir dos resultados de Bahl 
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et al. (1986), sob condições de estresse, incluindo a falta de ferro, o lactato pode ser o principal 

produto de fermentação.   

Para os autores Tigunova et al. (2013), altas concentrações de ácido lático (superiores 

a 2 g/L) são um dos fatores que determinam o shift da fase acidogênica para a fase 

solventogênica. Em todos esses isolados, as concentrações de lactato produzidas foram 

superiores a 2 g/L, acima da concentração de lactato necessária indicada por Tigunova et al. 

(2013) para o shift de uma fase para a outra, corroborando a hipótese de que outro(s) fator(es) 

contribuíram para o que shift não ocorresse.  

III.7.4 Conclusões e hipóteses 

As características macroscópicas de crescimento das colônias durante as etapas de 

seleção e isolamento, e as características morfológicas observadas na Coloração de Gram 

foram condizentes com bactérias Gram-positivas anaeróbias, mas não foram conclusivas 

quanto ao gênero bacteriano aos quais os isolados pertencem.  

 Os resultados obtidos mostraram produções significativas de ácido lático pela maior 

parte dos isolados, apesar de o meio e as condições utilizadas terem sido escolhidas pensando, 

inicialmente, na produção de solventes pela fermentação ABE. 

Não é possível afirmar que as espécies pertençam ao gênero Clostridium, e a alta 

produção de ácido lático, principalmente pelo isolado 1, fizeram com que fosse levantada a 

hipótese de que algumas das bactérias isoladas, principalmente o isolado 1, podem pertencer a 

gêneros como Lactobacillus.    

Considerando-se que as espécies isoladas pertençam ao gênero Clostridium, duas 

possibilidades principais foram levantadas: (1) as espécies são acetogênicas e ocorreram 

desvios de rotas causados por condições óxicas; (2) as espécies são solventogênicas e, nesse 

caso, a falta de íons ferro no meio de fermentação desviou a rota de piruvato a acetil-CoA 

para a rota de piruvato a ácido lático, limitando a produção de outros ácidos e solventes. 

O isolado 7, que teve o perfil mais discrepante dos outros isolados, apresentou 

menores produções de ácido lático e um pico significativo, correspondente a um produto 

ainda não identificado no tempo de retenção de 13,2 minutos. Há indícios de que esse pico 

corresponda a um composto ácido. Entretanto, ainda não se sabe se esse produto foi obtido 

pela direta fermentação 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 hipóteses foram levantadas com base em estudos prévios, embora nem todas 

elas sejam sustentadas por evidências óbvias encontradas na literatura. Além disso, embora a 

produção de ácido lático ocorra na fermentação ABE e seja colocada como necessária para a 

produção de solventes, não é possível afirmar que os isolados que tiveram maior 

produtividade em ácido lático teriam maiores produtividades em termos de solventes.  

Por isso, para confirmar as hipóteses e avaliar os isolados verdadeiramente potenciais 

para produção de insumos industriais, fizeram-se necessários outros estudos, realizados no 

presente trabalho, que irão contribuir tanto para a compreensão dos resultados anteriores 

quanto para melhorias no processo.    

IV. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

IV.1 Identificação preliminar 

Na Tabela 8 são mostrados os resultados da identificação preliminar no equipamento 

Maldi, incluindo a espécie compatível , de acordo com o banco de espécies utilizado para 

comparação e o Score value (grau de compatibilidade entre o isolado e a espécie em questão. 

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

 
 

 

Segundo essa identificação, todos os isolados pertenceriam à mesma espécie, 

identificada como Enterococcus faecium, com exceção do isolado 7, que pertenceria ao 

gênero Propionibacterium. Todos os isolados cresceram também em aerobiose, conforme 

informado pelo Professor Leandro Lobo, responsável pelas análises.  

Espécie compatível Score Value
Crescimento em 

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 +
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A identificação do isolado 7 foi condizente com o comportamento observado 

anteriormente e levou à investigação da produção de ácido propiônico, confirmada 

posteriormente.  

Além disso, bactérias propiônicas são geralmente Gram-positivas, têm forma de 

bastonetes e são anaeróbias facultativas (CASTRO, 2014). As características observadas ao 

microscópio para essas bactérias são coerentes com as características morfológicas comuns em 

bactérias propiônicas. Além disso, como todos os isolados cresceram na presença de oxigênio, é 

provável que sejam anaeróbios facultativos ou, no mínimo, aerotolerantes, embora todos eles 

tenham mostrado resultados negativos no teste de catalase realizado no estudo anterior. 

Tanto as observações ao microscópio quanto o comportamento na fermentação dos 

isolados sugerem que, de fato, todos os isolados, com exceção do 7, devem pertencer ao mesmo 

gênero.  

No entanto, a identificação dos outros isolados como Enterococcus faecium gerou algum 

questionamento, visto que este é um gênero que não apresenta produção significativa de nenhum 

insumo de interesse industrial, sendo principalmente contaminante animal e humano. Por outro 

lado, nos estudos anteriores, todos os isolados apresentaram produção de ácido lático significativa, 

em especial o isolado 1, além de outros produtos em menor quantidade, como etanol. 

Essa análise tem como principal vantagem sua rapidez e facilidade de realização. No 

entanto, como os isolados foram obtidos de amostras ambientais e não clínicas e o banco de dados 

com os quais as colônias foram comparadas corresponde a bactérias clínicas e de microbiologia 

médica, essa identificação não é conclusiva, servindo apenas como referência preliminar.  

É possível que os isolados não 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 identificação das espécies é o DNA 16s, que deverá ser feita posteriormente. 

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

meio contendo ferro 

O isolado 1 será apresentado ao final desta seção por ter sido escolhido para avaliar o 

perfil cinético representativo dos isolados 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 8, que tiveram comportamentos 

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

contendo ferro 

IV.2.1.1 Crescimento celular e pH 

A Tabela 9, de fim comparativo, resume as concentrações celulares no tempo t = 0 e 

após 48 horas de fermentação para os isolados em questão nos três 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 comparação. 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 é, aqueles que apresentaram tanto a maior concentração final de 

células ao final de 48 horas de fermentação quanto a maior diferença entre a concentração 

final e inicial de células naquele meio.   

Tabela 9. Concentração de células para os isolados 2, 3, 4, 5, 6 e 8 antes e depois da fermentação 
nos três meios de fermentação diferentes, a 37oC e 150 rpm. 

 

 

É possível observar que, tanto no meio utilizado no estudo anterior quanto no meio 

TYA, o isolado que apresentou maior crescimento foi o 8. Já 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 concentração final de células (2,315 vs. 2,217 g.L-1) e o ∆X 

(2,022 vs. 1,908 g.L-1) são relativamente próximos entre si.  

Um aspecto que merece destaque é o fato de que, para todos os isolados, tanto a 

concentração final de células quanto o ∆X foram inferiores no meio TYA, independentemente 

da concentração inicial de células ter sido maior nesse meio. Isso fica particularmente 

evidente para o isolado 5, para o qual a concentração inicial de células na fermentação no 

meio TYA (0,658 g.L-1) foi quase o dobro daquela utilizada no meio modificado com ferro 

(0,329 g.L-1). Ainda assim, a concentração final de células foi bastante inferior nesse meio 

X0 (g.L
‐1) X48  (g.L

‐1) ΔX  (g.L‐1) X0 (g.L
‐1) X48  (g.L

‐1) ΔX  (g.L‐1) X0 (g.L
‐1) X48  (g.L

‐1) ΔX  (g.L‐1)

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

Meio Yadav et al . com ferroMeio Yadav et al .  Meio TYA 
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(1,478 g.L-1 vs. 2,315 g.L-1), o que sugere que a concentração inicial de células não foi um 

fator determinante em relação ao crescimento celular.  

Vale ressaltar, ainda, que esse meio possui o componente Fe2SO4.7H2O na mesma 

concentração que o meio modificado com ferro, o que leva a crer que a presença de ferro não 

é determinante no crescimento celular para esses isolados. Por outro lado, em sua 

composição, esse meio possui menor quantidade de sais e extrato de levedura (fonte de 

nitrogênio) em menor concentração, sugerindo que a falta desses nutrientes pode ter limitado 

a produção de biomassa.  

Comparando-se o meio original e o meio modificado com ferro, para todos os 

isolados, observam-se diferenças pequenas entre as concentrações finais de células, sendo 

estas de mesma ordem de grandeza, também independentemente da concentração inicial de 

células ter sido diferente, o que corrobora a hipótese de que a concentração inicial de células 

no meio fermentativo não é determinante no crescimento celular. Como a única diferença de 

composição entre os meios é a presença de Fe2SO4.7H2O, isso também sustenta a ideia de que 

esse nutriente não teria participação relevante na produção de biomassa. Vale observar ainda 

que os ensaios foram feitos em momentos diferentes e, apesar de terem sido feitos sob as 

mesmas condições de temperatura e agitação, pequenas diferenças podem ocorrer por fatores 

externos.  

Na Tabela 10, são mostrados os pH’s, medidos no início da fermentação, no  meio 

contendo o inóculo e ao final de 48 horas de fermentação, para cada um dos isolados nos três 

diferentes meios de fermentação. Também é mostrada a queda de pH (∆pH) observada.  

Tabela 10. Medidas de pH e respectivos desvios-padrão para os isolados 2, 3, 4, 5, 6 e 8 antes e depois da 
fermentação nos três diferentes meios, a 37oC e 150 rpm. 

 

Observa-se que, para todos os isolados, o pH final foi próximo nos três meios de 

fermentação, sendo também próxima a diferença de pH entre o início e o fim da fermentação. 

Isso sugere que nos três meios continua sendo observada a produção de ácidos orgânicos. É 

importante lembrar que ácidos orgânicos são ácidos fracos, o que faz com sejam necessárias 

pHinicial pHfinal ∆pH pHinicial pHfinal ∆pH pHinicial pHfinal ∆pH

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  3,3 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

Meio Yadav et al .  Meio TYA Meio Yadav et al . com ferro
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maiores concentrações para que haja quedas mais significativas no pH. Portanto, embora a 

concentração final de ácidos orgânicos produzidos durante a fermentação não seja a mesma 

nos três meios de fermentação para os isolados, essas diferenças não acarretaram diferenças 

entre a queda de pH nos diferentes meios de fermentação.  

IV.2.1.2 Concentrações de produtos 

A Tabela 11 a seguir compara os produtos obtidos pelos isolados 2, 3, 4, 5, 6 e 8 em 

cada um dos meios e suas respectivas concentrações. As concentrações dos produtos referem-

se ao que foi efetivamente produzido no meio de fermentação, isto é, corresponde à diferença 

da concentração do produto ao final de 48 horas de fermentação e a concentração de produto 

inicial. A concentração de produto inicial deve-se ao que eventualmente foi produzido no pré-

inóculo, já que, para o inóculo, as células não são centrifugadas, carregando um pouco de 

meio do pré-inóculo para o meio de fermentação. Para facilitar a interpretação, foi 

considerada já a diferença entre a concentração de produto final e aquela medida no início da 

fermentação (t=0).  A concentração de glicose, por sua vez, corresponde àquela remanescente 

no meio ao final de 48 horas de fermentação.  

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

de dado produto ou maior concentração de glicose não-consumida ao final do processo.  

Tabela 11. Concentração de produtos sintetizados durante a fermentação e concentração de 
glicose remanescente no meio ao final de 48 horas de fermentação para os isolados 2, 3, 4, 5, 6 e 8 nos três 

diferentes meios, todas a 37oC e 150 rpm. 

 
 

Conforme observado nos estudos anteriores de Biscainho (2016), esses isolados têm 

comportamentos bastante semelhantes entre si. Comparando-se o comportamento dos isolados 

nos três meios de fermentação, isso fica ainda mais evidente, visto que, no meio original, 

todos os isolados produziram quantidades significativas de ácido lático e concentrações baixas 

∆[Glicose] 

(g.L‐1)

∆[L‐lactato] 

(g.L‐1)

∆[Etanol] 

(g.L‐1)

∆[Glicose] 

(g.L‐1)

∆[L‐lactato] 

(g.L‐1)

∆[Ác acético] 

(g.L‐1)

∆[Glicose] 

(g.L‐1)

∆[L‐lactato] 

(g.L‐1)

∆[Ác acético] 

(g.L‐1)

Isolado 2 2,52 ± 0,20 5,79 ± 0,41 ‐‐‐‐‐‐‐‐ 1,05 ± 0,10 5,52 ± 0,92 0,23 ± 0,02 4,64 ± 0,91  4,70 ± 0,5 1,18 ± 0,32

Isolado 3 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

Isolado 4 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 1,97 ± 0,06 7,40 ± 0,17 0,41 ± 0,05 3,58 ± 0,19 4,16 ± 0,13 0,78 ± 0,12

Isolado 6 1,71 ± 0,06 6,90 ±  0,15 0,14 ± 0,002 0,15 ± 0,08 8,87 ± 0,12 0,80 ± 0,09 3,32 ± 0,84 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]0 10 g.L
‐1

Meio Yadav et al .  Meio Yadav et al . com ferro Meio TYA 
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de etanol. Já no meio modificado com ferro e no TYA, nenhum deles produziu etanol em 

quantidades detectáveis, mas houve produção de ácido acético.  

É interessante observar, ainda que, embora as quantidades de produtos e de glicose 

remanescente no meio tenham mudado nos três meios de fermentação, comparando-se os 

diferentes isolados, algumas características se mantêm para os três diferentes meios, como o 

fato do isolado 6 foi o que produziu ácido lático em maior concentração. 

Uma característica que chama a atenção é a ausência de etanol e a presença de ácido 

acético nos novos meios utilizados para fermentação. Em fermentações heteroláticas, tanto o 

etanol quanto o ácido acético gerados, têm origem a partir do mesmo intermediário, a acetil-

fosfato (KIM e GADD, 2008).  

Ambos os meios contêm íons de ferro, que estavam ausentes no meio original. Isso 

leva a crer que eles podem ter alguma interferência durante o metabolismo desses isolados e 

não necessariamente tal interferência se dá nas reações de produção de ácido lático e ácido 

acético propriamente ditas, visto que a produção de etanol a partir de acetil-fosfato ocorre 

com consumo de NADH, enquanto a síntese de ácido acético a partir de acetil-fosfato não 

(KIM e GADD, 2008), de forma que a estratégia de produzir ácido acético ou etanol poderia 

estar relacionada à manutenção do balanço redox.  

Em todos os casos, observa-se, ainda, que a concentração de ácido acético foi maior 

do que a concentração de etanol no meio original.  

Comparando-se as concentrações de ácido acético para cada isolado nos meios 

modificado com ferro e TYA (Tabela 11), observam-se concentrações maiores de ácido 

acético para o meio TYA. O meio TYA possui acetato em sua composição. Nesse caso, 

entretanto, como o valor considerado é o que foi efetivamente produzido, isto é, descontando-

se os valores das concentrações no tempo inicial da fermentação, esse é o valor mínimo 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 

produção acaba sendo maior quando há redução de nutrientes, limitando o crescimento.  

As menores concentrações de glicose não-consumida no meio são observadas no meio 

modificado com ferro, em que as concentrações de ácido lático de cada isolado, de forma geral, 

foram maiores. Para alguns isolados, como os 5 e 8, a concentração de ácido lático 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 têm comportamentos bastante 

semelhantes entre si, sendo possível observar um padrão qualitativo do que ocorre em termos 
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de concentração de dado produto comparando-se os diferentes meios. No entanto, 

quantitativamente, não há uma correlação explícita entre o que acontece com as concentrações 

dos produtos ou de glicose remanescente para os diferentes isolados nos diferentes meios. 

Naturalmente, para cada um deles, as taxas de reações podem ser diferentes sob uma mesma 

condição ambiental.  

Por último, é importante lembrar que a adição de um componente contendo ferro no 

meio foi feita com o objetivo de verificar se a ausência desse elemento havia sido responsável 

pela não-produção de solventes. Entretanto, observa-se que, mesmo com a presença de ferro, 

tanto no meio original modificado quanto no meio TYA, não houve produção de solventes em 

quantidades detectáveis, mantendo-se, entretanto, a produção de ácido lático expressiva. 

Como a composição do meio TYA foi retirada do estudo de Al-Shorgani et al. (2016), em que 

os autores obtiveram produção significativa de solventes, é improvável que a concentração de 

ferro tenha sido insuficiente para a produção de solventes, refutando, portanto, a hipótese de 

que essas bactérias tenham capacidade expressiva de produção de solventes. Nos três meios, 

observam-se altas concentrações de ácido lático, o que sugere que este é, de fato, o produto 

final da fermentação dessas bactérias e não apenas oriundo de um desvio de rota metabólica 

da produção de solventes causada pela ausência de ferro. 

Como a produção de ácido lático é alta, é possível que essas bactérias sejam bactérias 

láticas. O ácido lático é um produto comum da fermentação de bactérias facultativas e 

anaeróbias estritas (KIM e GADD, 2008). De forma geral, as bactérias produtoras de 

solventes, majoritariamente do gênero Clostridium, são colocadas como anaeróbias estritas ou 

aerotolerantes, mas a identificação preliminar mostrou que todos os isolados cresceram na 

presença de oxigênio, mais uma sugestão de que essas bactérias podem ser bactérias láticas.  

Nos três meios, o ácido lático é o produto principal da fermentação, mas são 

observados etanol no meio original e acetato nos dois meios testados no presente trabalho. 

Bactérias láticas 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), é que 

bactérias láticas necessitam de meios mais complexos e alguns fatores de crescimento como 

aminoácidos e ácidos nucleicos, não apresentando crescimento muito elevado em meios 

contendo apenas fonte de carbono e sais minerais. De fato, observa-se coerência entre essa 

afirmação e o fato de que o crescimento desses isolados foi inferior no meio TYA, com menor 

quantidade de nutrientes minerais, ausência de peptona e extrato de levedura em menor 

concentração.  
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IV.2.1.3 Fatores de rendimento 

A Tabela 12 resume os diferentes fatores de rendimento para cada isolado nos três 

meios de fermentação. Em negrito, estão destacados os maiores valores de fatores de 

rendimento encontrados em cada um dos meios de fermentação para cada isolado.  

A tentativa de encontrar um padrão ou uma correlação entre os rendimentos em 

células, lactato e etanol, através da comparação entre isolados diferentes não seria adequada. 

Naturalmente, cada um deles pode ter comportamentos diferentes, mesmo sob uma mesma 

condição ambiental. A ideia é comparar os fatores de rendimento para cada isolado nos três 

meios diferentes, bem como semelhanças e/ou diferenças qualitativas entre os isolados em 

cada um dos diferentes meios. 

Tabela 12. Fatores de rendimento de células em relação ao substrato consumido (YX/S, gcél.gglic
-1), 

de L-lactato em relação ao substrato consumido (Ylactato/S, glac.gglic
-1) e de L-lactato em relação ao 

crescimento celular (Ylactato/X, glac.gcél
-1) para os isolados 2, 3, 4, 5, 6 e 8 nos três meios de fermentação, a 37oC e 

150 rpm. 

 

YX/S (g cél/g S) YÁcLat/S (g P/g S) YÁcLat/X   (g P/g X)

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

YX/S (g cél/g S) YÁcLat/S (g P/g S) YÁcLat/X   (g P/g X)

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

YX/S (g cél/g S) YÁcLat/S (g P/g S) YÁcLat/X   (g P/g X)

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

Meio Yadav et al. com ferro

Meio Yadav et al.  (2014)

Meio TYA
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Em relação ao rendimento de células em relação ao substrato consumido, os isolados 5 

e 8 foram os que tiveram maior YX/S nos três meios de fermentação, sugerindo que eles 

tendem a direcionar maior quantidade de substrato para a formação de biomassa do que os 

outros isolados. É importante lembrar, entretanto, que não cabe aqui a comparação de valores, 

pois os rendimentos teóricos podem ser diferentes para cada isolado.  

Comparando-se cada isolado nos três meios de fermentação, 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 não diferirem muito entre si sugere que a relação entre o 

substrato consumido para produção de biomassa não difere muito nos três meios. Isso é 

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 concentração de 

glicose remanescente no meio, sendo tal concentração, para alguns isolados, 

significativamente maior que nos outros meios.  

Para exemplificar, o ∆X para o isolado 2 foi quase o dobro no meio modificado com 

ferro em relação do meio TYA, mas a concentração de glicose consumida no meio TYA, 

([glicose]0 – [glicose]remanescente), por sua vez, foi quase a metade daquela consumida naquele 

modificado com ferro. Assim, embora o ∆X tenha sido menor, o ∆S também o foi, em 

proporção similar, fazendo com que a ordem de grandeza do YX/S não se alterasse em relação 

aos outros meios. Isso também sugere que, no meio TYA a maior parte do substrato 

consumido é direcionado para a produção de produtos e não de biomassa.  

Tratando do fator de rendimento de lactato em relação ao substrato consumido, 

observa-se que, de forma geral, comparando-se os diferentes isolados em cada meio de 

fermentação, a ordem de grandeza do fator de rendimento de lactato em relação ao substrato 

consumido é a mesma.  

Para o isolado 8, observa-se que o Ylactato/S é significativamente maior no meio 

modificado com ferro em relação ao meio original. De fato, a concentração 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 não chegou 

a ser o dobro. No meio original, o isolado 8 foi o que apresentou menor crescimento, mas não 

no meio modificado com ferro (Tabela 9). Isso indica que pode ter havido maior 

direcionamento do substrato consumido para a formação de ácido lático do que para a 

produção de biomassa nesse meio em relação ao original.  
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Por fim, em relação ao fator de rendimento de L-lactato em relação à biomassa, nos 

três meios de fermentação, observa-se que o isolado 3 é o que apresenta maior fator de 

rendimento de ácido lático em relação à biomassa, sugerindo um possível direcionamento 

maior do substrato para a produção de ácido lático do que para a produção de biomassa, 

quando comparado aos outros isolados.  Da mesma forma, os isolados 5 e 8 foram os que 

apresentaram, nos três meios, os menores valores de Ylactato/X, sustentando a hipótese feita 

anteriormente de que eles possuem maior tendência a direcionar o substrato consumido para a 

produção de biomassa do que para a produção de ácido lático, em comparação com os outros 

isolados.   

De maneira geral, para cada isolado, o rendimento de ácido lático em células foi 

superior no meio TYA em relação aos outros meios de fermentação. Isso indica que nesse 

meio tende a haver maior direcionamento do substrato consumido para a produção de ácido 

lático do que para a produção de células, quando comparado aos outros meios. No caso do 

isolado 8, o rendimento de ácido lático em células no meio modificado com ferro foi bastante 

superior àquele observado no meio original, reforçando a hipótese de que no meio TYA há 

maior direcionamento do substrato consumido para a produção de ácido lático do que para a 

produção de biomassa. Nesse isolado, tanto no meio TYA quanto no meio modificado com 

ferro, os valores de rendimento de ácido lático em relação à biomassa são superiores ao 

observado no meio original, o que é coerente com os valores de rendimento de lactato em 

relação ao substrato consumido, que também são superiores nesses dois meios.  

Para o isolado 2, a diferença dos fatores de rendimento comparando-se os três meios 

também é relativamente significativa, indicando que houve maior direcionamento do substrato 

consumido para produção de ácido lático do que para a produção de biomassa no meio TYA 

do que nos outros meios.  

Em relação ao acetato, como o meio TYA possui acetato em sua composição e o 

acetato pode ter sido consumido e utilizado, inclusive, como fonte de carbono, não há muito 

interesse em comparar os fatores de rendimento do acetato nesses meios, pois não se sabe, 

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

Na Tabela 13 a seguir são mostrados os valores de produtividade volumétrica 

calculada ao final de 48 horas de fermentação para os isolados em cada um dos meios de 

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

Tabela 13. Produtividade volumétrica, expressa em mg.L-1.h-1 em células e produtos para os 
isolados 2, 3, 4, 5, 6 e 8 nos diferentes meios de fermentação, a 37oC e 150 rpm. 

 
 

Assim como observado para os outros parâmetros, comparando-se os isolados em cada 

um dos meios de fermentação, observa-se um padrão. Nos três meios, o isolado 6 foi o que 

apresentou maior produtividade volumétrica de ácido lático. Para o meio TYA, não faz muito 

sentido falar em produtividade volumétrica de ácido acético, visto que, conforme já discutido, 

devido à presença de acetato na composição inicial do meio, não é possível saber quanto de 

acetato foi efetivamente produzido durante a fermentação.  

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

TYA, enquanto no meio modificado com ferro o isolado que apresentou maior produtividade 

Células (mg.L‐1.h‐1) L ‐lactato (mg.L‐1.h‐1) Etanol (mg.L‐1.h‐1)

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

Células (mg.L‐1.h‐1) L ‐lactato (mg.L‐1.h‐1) Acetato (mg.L‐1.h‐1)

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

Células (mg.L‐1.h‐1) L ‐lactato (mg.L‐1.h‐1)

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

Meio Yadav et al . 

Meio Yadav et al . com ferro

Meio TYA 
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em células foi o isolado 5. Isso é coerente com o que se observa em termos de concentração de 

biomassa produzida durante a fermentação, 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 ácido lático ficaram entre as mais altas nos três meios de fermentação. Se 

voltarmos à Tabela 12, que mostra os fatores de rendimentos em células em relação ao 

substrato consumido veremos que a ordem de grandeza de YX/S para esses isolados é bastante 

inferior àquela observada para os isolados 5 e 8 nos três meios de fermentação. Assim, tanto o 

parâmetro produtividade em células, quanto fator de rendimento em células indicam que mais 

substrato é revertido à produção de produtos do que para a geração de biomassa.   

IV.2.2 Avaliação dos perfis cinéticos utilizando o isolado 1 

IV.2.2.1 Meio Yadav et al. (2014) 

Primeiramente, foi repetida a fermentação com o isolado 1 no mesmo meio de 

fermentação 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 concentração de células, a concentração de glicose e o 

pH ao longo das 48 horas de fermentação.  

 

 

Figura 13. (A) Perfil de biomassa, glicose e pH ao longo de 48 horas de fermentação para o isolado 1 no 
meio proposto por Yadav et al. (2014). (B) Perfil de produtos ao longo de 48 horas de fermentação para o 

isolado 1 no meio proposto por Yadav et al. (2014). 

  

A 
B 



71 
 

Observa-se ausência de fase lag, isto é, as células já iniciam a fermentação na fase 

exponencial. A fase exponencial de crescimento ocorreu entre o tempo zero e aproximadamente 9 

horas de fermentação. A partir daí, o micro-organismo atingiu a fase estacionária 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 fermentação, a maior parte foi consumida 

durante a fase exponencial do crescimento (3,95 ± 0,28 g.L-1 e 1,28 ± 0,12 g.L-1 durante a fase 

estacionária).  

Em relação aos produtos, os resultados observados são coerentes com os estudos 

anteriores. O ácido lático foi o produto principal dessa fermentação. Observa-se uma 

concentração inicial de ácido lático expressiva (5,15 ± 0,28 g.L-1) já no início da fermentação, 

devido a parte do meio de cultivo ter sido carreada juntamente com o inóculo. Ao final da 

fermentação, a concentração de ácido lático no meio era de 11,59 ± 0,05 g.L-1. Isso significa que a 

concentração de ácido lático efetivamente produzida durante as 48 horas de fermentação foi de 

6,44 g.L-1 ± 0,33.  Houve uma variação de 14,7% da concentração de ácido lático em relação ao 

experimento conduzido anteriormente (7,55 ± 0,23 g.L-1). Entretanto, é preciso lembrar que os 

experimentos foram conduzidos em momentos diferentes e a ordem de grandeza das 

concentrações é a mesma.  

Verifica-se também a presença de etanol em menores concentrações, que também havia 

sido detectado após 48 horas de fermentação no estudo anterior.  

A concentração de ácido lático também continuou aumentando ligeiramente mesmo após 

as células terem atingido a fase estacionária 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 estacionária.  

A maior concentração de ácido lático foi obtida durante a fase estacionária da fermentação 

(4,35 ± 0,07 g.L-1, enquanto na fase exponencial foram 2,10 ± 0,30 g.L-1). As concentrações de 

ácido lático entre 36 e 48 horas de fermentação, entretanto, foram bastante próximas (11,05 ± 0,76 

vs. 11,59 ± 0,05 g.L-1), sugerindo que, após esse tempo, as concentrações de ácido lático atingiram 

um platô. As concentrações de glicose também tornaram-se praticamente constantes. 

Apesar da diferença de concentração observada entre o ácido lático produzido durante a 

fase estacionária e durante a fase exponencial, observa-se que o pH se manteve praticamente 

constante durante a fase estacionária. A variação de concentração, embora menor, ocorreu de 

forma muito mais rápida durante a fase exponencial, sendo mais lenta na fase estacionária.  
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IV.2.2.2 Meio modificado com ferro (meio Yadav et al. (2014) com adição de ferro) 

Conforme proposto anteriormente, a segunda avaliação fermentativa conduzida com o 

isolado 1 consistiu em utilizar o meio avaliado em estudos prévios com adição de 

Fe2SO4.7H2O, mantendo todas as outras condições. Da mesma forma que para o meio 

original, no presente trabalho foram avaliados os perfis de pH, de consumo de substrato, de 

concentração de biomassa e de produtos. Os perfis de pH, de concentração de biomassa, de 

consumo de glicose e de formação de produtos foram reunidos na Figura 14.  

Figura 14. (A) Perfis de pH, consumo de substrato e de concentração de biomassa ao longo de 48 horas de 
fermentação para o isolado 1 no meio proposto por Yadav et al. (2014) com adição de ferro. (B) Perfis de 

concentração de produtos ao longo de 48 horas de fermentação para o isolado 1 no meio proposto por 
Yadav et al. (2014) com adição de ferro. 

Os perfis cinéticos de consumo de substrato, crescimento microbiano e de pH ao longo 

da fermentação são bastante semelhantes ao que se observa para o meio original. Não há fase 

lag. Ocorre redução do pH durante a fase exponencial de crescimento, mas ele atinge valores 

constantes após esse período. 

O consumo de substrato continuou ocorrendo mesmo após as células atingirem a fase 

estacionária. Diferentemente do que se observou no meio sem ferro, entretanto, foi durante a 

fase estacionária que ocorreu a maior parte do consumo de glicose (2,49 ± 0,25 g.L-1 e 1,71 ± 

0,33 g.L-1 consumidos durante a fase exponencial).  

O objetivo da adição de ferro ao meio de fermentação previamente utilizado foi 

verificar se isso causaria alguma mudança nos produtos observados, principalmente, se 

possibilitaria a produção de solventes, como acetona, etanol e n-butanol. Esses solventes, 

entretanto, não foram identificados como produtos dessa fermentação. O ácido lático 

continuou sendo o principal produto da fermentação. Entretanto, não se observa produção de 

etanol em concentrações detectáveis, verificando-se, porém, a de ácido acético.  

A B 
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Essa mudança de produtos também havia sido observada para os outros isolados quando 

a fermentação foi realizada em meio contendo ferro. Assim, da mesma forma que discutido para 

os outros isolados, isso pode estar relacionado à manutenção do balanço redox da célula.  

Para o ácido lático, observa-se um aumento linear da concentração com o tempo 

durante a fase exponencial de crescimento, mas, assim como no meio sem ferro, continuou 

havendo aumento da concentração de ácido lático, mesmo após as células atingirem a fase 

estacionária do crescimento. O perfil do ácido acético é bastante semelhante ao do ácido 

lático, sugerindo que são produzidos juntos. 

IV.2.2.3 Meio TYA 

 O outro meio de fermentação proposto para avaliar o isolado 1 foi o meio TYA, cuja 

referência 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 

fermentação nesse novo meio. Perfis de pH, de concentração de biomassa, de consumo de 

glicose e de produtos ao longo da fermentação podem ser observados no Figura 15.  

 

Figura 15. (A) Perfis de pH, consumo de substrato e de concentração de biomassa ao longo de 48 horas de 
fermentação para o isolado 1 no TYA proposto por Al-Shorgani et al. (2016). (B) Perfis de produtos ao 

longo de 48 horas de fermentação para o isolado 1 no TYA proposto por Al-Shorgani et al. (2016). 

Também como nos outros dois meios, não é observada fase lag de crescimento e 

ocorre redução do pH durante a fase exponencial de crescimento, que se torna constante 

quando as células estão em fase estacionária. As células atingem a fase estacionária 

rapidamente, por volta de 5 horas de fermentação. 

A B
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Uma diferença relevante observada em relação ao consumo de substrato é que a 

glicose praticamente atingiu um platô de concentração quando as células atingiram a fase 

estacionária de crescimento, sem continuar sendo consumida.  

Assim como no caso anterior, não foram detectadas concentrações de etanol. O ácido 

lático continua como produto principal da fermentação, havendo concentrações de ácido 

acético em menores concentrações.   

O perfil de ácido lático é um pouco diferente dos casos anteriores. A concentração aumenta 

linearmente com o tempo durante a fase exponencial do crescimento, até cerca de 5 horas de 

fermentação. Após esse período de tempo, as concentrações de ácido lático atingem um platô.  

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

quanto de ácido acético foi efetivamente produzido durante a fermentação. 

IV.2.2.4 Comparação entre os três meios 

IV.2.2.4.1 Crescimento microbiano 

Na Figura 16 são mostrados os perfis de biomassa obtido nos três meios de 

fermentação, com os respectivos desvios-padrão das leituras em duplicata.  

 
Figura 16. Comparação das concentrações de biomassa ao longo de 48 horas de fermentação para o 

isolado 1 nos três diferentes meios de fermentação. 

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

meios. Em primeiro lugar, há ausência de fase lag, e a fase exponencial é rápida.  
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Em termos quantitativos, observa-se que a fase exponencial ocorre de forma muito 

mais rápida no meio modificado com ferro e no meio TYA. Nesses meios, as células atingem 

a fase estacionária em torno de 4 horas de fermentação, enquanto no meio original, a fase 

estacionária é atingida apenas em cerca de 9 horas de fermentação.  

Isso fica evidente quando se comparam as taxas específicas de crescimento 

microbiano (µ) nos três meios diferentes. A Tabela 14 compara alguns parâmetros 

relacionados ao crescimento exponencial nos três meios, onde Px refere-se à produtividade 

volumétrica em células. O fator de rendimento em células em relação ao substrato consumido 

foi calculado considerando-se todo o substrato consumido ao final de 48 horas de fermentação 

em cada caso. No meio original e no meio modificado com adição de ferro, continuou 

havendo consumo de substrato mesmo após as células atingirem o estado estacionário, mas o 

cálculo considerando todo o substrato consumido pode dar uma ideia da quantidade de 

substrato mobilizada para a produção de biomassa. 

Tabela 14. Parâmetros e variáveis relacionados à biomassa nos três meios de fermentação: taxa 
específica de crescimento, concentração final de células, conentração de células produzidas durante a 

fermentação, fator de rendimento de células em relação ao substrato consumido e produtividade 
volumétrica em células. 

 

Observa-se que os valores das taxas específicas de crescimento são próximos no meio 

modificado com ferro e no meio TYA e esses valores são 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 estacionária. Analisando-se as reações de produção de ácido acético a partir de 

acetil-fosfato em bactérias heteroláticas, verifica-se que ela está associada à produção de ATP 

(KIM e GADD, 2008). A maior produção de ATP associada à produção de ácido acético em 

bactérias solventogênicas, por exemplo, é apontada como favorecendo condições de crescimento 

mais acelerado (LI et al., 2014). O mesmo raciocínio poderia explicar porque a taxa específica de 

crescimento é maior nos meios em que ocorre a produção de ácido acético, lembrando que 

Meio Yadav et al . 
Meio Yadav et al . 

com ferro
Meio TYA 

µ (h‐1) 0,25 0,53 0,47

X48 2,01 ± 0,02 1,56 ± 0,01 1,46 ± 0,02

∆X 1,62 ± 0,03 1,31 ± 0,01 1,29 ± 0,02

YX/S (g cél/g S) 0,39 0,28 0,46

Px (mg cél.L‐1.h‐1) 33,75 27,29 26,88
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maiores taxas específicas de crescimento não estão, necessariamente, relacionadas a maior 

produção de biomassa. No entanto, como no meio TYA acetato é adicionado ao meio, acetato 

pode ter sido consumido. Logo, não é possível saber a quantidade de acetato efetivamente 

produzida durante a fermentação, de forma que essa é apenas uma hipótese.  

Em termos de concentrações celulares, a ordem de grandeza das concentrações 

celulares após 48 horas de fermentação é a mesma nos três meios e a diferença entre a 

concentração final e inicial de células é próxima nos três meios. De fato, a produtividade 

volumétrica em células não foi muito diferente nos três meios, sendo ligeiramente maior no 

meio original, conforme esperado. 

Comparando-se os valores de rendimento de células em relação ao substrato 

consumido nos meios original e no meio modificado com ferro, observa-se que esse valor, 

neste último meio, é inferior àquele observado no meio original, sugerindo que no meio 

original maior quantidade de glicose foi mobilizada para a produção 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 produção de 

biomassa nesse meio.  

Diferentemente do que foi discutido para os isolados 2, 3, 4, 5, 6 e 8, para os quais a 

concentração de células produzidas ao longo da fermentação no meio TYA foi menor que nos 

outros meios, para o isolado 1, o ∆X foi apenas ligeiramente menor nos meios contendo ferro, 

isto é, tanto o meio TYA quanto o meio original modificado com ferro. Mas a diferença 

principal observada foi em relação ao tempo que os micro-organismos levaram para atingir a 

fase exponencial do crescimento e, consequentemente, na taxa específica de crescimento. 

Assim, a menor quantidade de nutrientes disponíveis no meio TYA não pareceu interferir na 

produção de biomassa.  
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IV.2.2.4.2 Consumo de substrato 

Os perfis de glicose para os três meios de fermentação estão na Figura 17. 

 
Figura 17. Comparação do consumo de substrato ao longo de 48 horas de fermentação para o isolado 1 

nos três diferentes meios de fermentação. 

Alguns pontos merecem destaque ao comparar o consumo de glicose pelo isolado 1 nos três 

meios de fermentação. Em primeiro lugar, assim como havia sido observado para os outros 

isolados, o meio TYA foi o meio em que se observou a maior quantidade de glicose não-consumida. 

Além disso, é interessante notar que esse foi o único meio em que não houve consumo de glicose 

significativo depois que as células atingiram a fase estacionária do crescimento.  

Embora a concentração total de glicose consumida em cada um dos meios de 

fermentação tenha sido diferente, é possível fazer uma comparação, em cada meio, do quanto 

do consumo total de substrato nas 48 horas de fermentação foi consumido em cada fase do 

crescimento celular.  

Por exemplo, no meio modificado com ferro, a maior parte do consumo de substrato 

em relação a todo o substrato consumido ocorreu durante a fase estacionária, enquanto no 

meio original a maior parte desse consumo ocorreu durante a fase exponencial. Embora tenha 

havido, em ambos os casos, produção de ácido lático tanto na fase exponencial do 

crescimento quanto na fase estacionária, isso é condizente com a discussão anterior de que no 

meio modificado com ferro há indícios de maior mobilização do substrato consumido para a 

produção de lactato do que para a produção de biomassa, em comparação com o meio 

original. Em ambos os meios, a maior parte do total de lactato produzido em 48 horas de 

fermentação foi produzido durante a fase estacionária do crescimento.   
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No meio TYA, praticamente todo o substrato consumido é consumido durante a fase 

exponencial. Mas é, também, nesta fase que o ácido lático é produzido, não havendo aumento 

significativo da concentração de ácido lático quando as células atingem a fase estacionária do 

crescimento. Assim, pela análise do perfil de substrato, torna-se mais difícil avaliar para que 

finalidade ele está sendo direcionado. No entanto, o fato de a concentração celular produzida 

ser muito próxima daquela observada para os outros meios e a concentração de lactato ser 

inferior, sugere maior direcionamento do substrato para a produção de células. De fato, o fator 

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

IV.2.2.4.3 Concentração de produtos 

Na Figura 18 são mostrados os perfis de L-lactato nos três meios de fermentação, com 

os respectivos desvios-padrão das leituras em duplicata.  

 
 

Figura 18. Comparação das concentrações de L-lactato ao longo de 48 horas de fermentação para o 
isolado 1 nos três diferentes meios de fermentação. 
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Na Tabela 15 são mostrados parâmetros e variáveis referentes ao lactato. 

Tabela 15. Parâmetros e variáveis relacionados ao lactato nos três meios de fermentação:  
concentração de lactato produzida durante a fermentação e fatores de rendimento de lactato em relação 

ao substrato consumido e em relação à biomassa. 

 

O meio TYA foi o meio para o qual a concentração de lactato produzida durante a 

fermentação foi menor. O maior valor de rendimento de ácido lático em relação à biomassa 

foi encontrado para o meio modificado com ferro, sugerindo que mais substrato foi utilizado 

na produção de lactato do que na produção de biomassa e condizente com o fato de o maior 

consumo de substrato foi observado durante a fase estacionária do crescimento.  

Nos três meios, o fator de rendimento Ylactato/S foi relativamente próximo. Embora a 

concentração de ácido lático tenha sido cerca de 2,0 g.L-1 inferior àquela observada nos outros 

dois meios, o consumo de substrato também foi inferior, de forma que o valor de Ylactato/S 

acabou sendo o mais alto dos três meios. O ponto mais relevante é que o meio modificado 

com ferro foi o que mostrou maior consumo de substrato para a produção de L-lactato, o 

produto de interesse.  

Como o meio TYA possui acetato, que pode ter sido consumido, não se sabe 

efetivamente quanto de acetato foi produzido. Assim, da mesma forma que para os outros 

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

IV.2.3 Conclusões parciais 

Não houve produção de solventes por nenhum dos isolados, mesmo quando a 

fermentação foi realizada em meio contendo ferro, o que indica que esses isolados não são 

espécies solventogênicas. A produção de ácido lático não se deu por um desvio da rota 

metabólica pela ausência de ferro no meio. O ácido lático foi o produto principal da 

fermentação, obtido em altas concentrações nos três meios utilizados. Aliado a isso, a 

Meio Yadav et al . 
Meio Yadav et al . 

com ferro
Meio TYA 

∆[L‐lactato] (g/L) 6,44 ± 0,33 6,02 ± 0,45 4,80 ± 0,41

Ylactato/S (g lactato/g S) 1,53 1,30 1,70

Ylactato/X (g lactato/g X) 3,93 4,60 3,72
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presença de etanol e de ácido acético, produtos comumente observados em fermentações 

heteroláticas, sugere que esses isolados sejam bactérias láticas.  

A hipótese de bactérias acetogênicas, em que o desvio da rota metabólica teria sido 

causado por condições óxicas também não se confirma. No meio original, de fato, foram 

detectados os produtos lactato e etanol, comumente observados nessas condições em bactérias 

acetogênicas que possuem a capacidade de desviar a rota metabólica como mecanismo 

adaptativo à saturação de O2.  

Entretanto, para os outros meios, apesar de ter sido observada a produção de acetato, 

ácido lático continuou sendo produzido em altas concentrações e não se observou a produção 

de etanol. Nesse caso, o desvio da rota metabólica é uma resposta à presença de oxigênio no 

meio e não a uma condição do meio de cultivo. Assim, como a criação do ambiente anaeróbio 

foi realizada da mesma forma nos três casos, se fosse essa a causa da produção de ácido lático 

e etanol, os mesmos produtos deveriam ter sido observados nos três meios de fermentação. 

Portanto, esses isolados não são espécies acetogênicas tradicionais, isto é, aquelas, que 

conforme discutido na revisão bibliográfica, produzem ácido acético pela via da acetil-CoA, 

embora tenham a capacidade de produzir acetato.  

Fazendo-se uma breve comparação entre os três meios para todos os isolados, pode-se 

dizer que, de forma geral, as concentrações de lactato produzidas ao longo da fermentação, 

bem como as produtividades volumétricas de lactato foram maiores para o meio modificado 

com ferro. No meio TYA, por outro lado, observaram-se maiores concentrações de ácido 

acético, assim como maiores produtividades volumétricas. Apesar disso, não se sabe 

exatamente o quanto de ácido acético foi efetivamente produzido na fermentação, já que o 

meio já continha acetato. 

De forma geral, o fator de rendimento de lactato em relação à biomassa no meio 

modificado com ferro também foi um pouco maior, sugerindo maior direcionamento do 

substrato consumido para produção de ácido lático. 

Assim, admitindo-se que o produto de maior interesse seja o ácido lático, o meio 

modificado com ferro mostra-se mais apropriado, embora ele seja um meio com mais 

nutrientes do que o meio TYA, o que é uma desvantagem.  

O meio TYA, embora tenha uma quantidade bem inferior de componentes, o que 

tornaria o processo menos oneroso, não se mostrou adequado porque, além de concentrações 

inferiores de ácido lático produzidas, houve, também, grande quantidade de glicose 

remanescente no meio, além de mostrar, pelos parâmetros calculados, uma maior tendência a 

direcionar o substrato para a produção de biomassa. Conforme já discutido, bactérias láticas 
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são apontadas por alguns autores como exigentes nutricionalmente. Dessa forma, pode ser 

inevitável o uso de meios com maiores quantidades de nutrientes para conseguir o produto 

desejado de forma mais satisfatória e com a menor concentração de subprodutos possível.  

Assim, embora a menor quantidade de nutrientes pareça não ter causado efeitos na 

produção de biomassa, a ausência de algum dos componentes presentes no meio original e no 

meio modificado com ferro pode ter sido responsável pela menor produção de ácido lático. 

IV.3 Avaliação 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 fermentação no meio utilizado no estudo prévio, retirando-se amostras 

intermediárias, que permitiram avaliar os perfis cinéticos de produtos, biomassa, pH e 

substrato. Agora, o produto que não havia sido identificado anteriormente foi identificado 

como ácido propiônico. Os primeiros perfis avaliados foram os de pH, de concentração de 

biomassa, de consumo de glicose e de formação de produtos. Esses perfis estão reunidos na 

Figura 19.  

 

 

 
Figura 19. (A) Perfis de biomassa, glicose e pH ao longo de 48 horas de fermentação para o isolado 7 no 

meio proposto por Yadav et al. (2014). (B) Perfil de produtos ao longo de 48 horas de fermentação para o 
isolado 7 no meio proposto por Yadav et al. (2014). 

 

  

A B 
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Observa-se a existência de uma fase lag relativamente longa, de cerca de 9 horas, 

diferentemente do que foi observado para o isolado 1, em que as células já estavam em fase 

exponencial do crescimento no início da fermentação. Durante a fase lag, observa-se que 

praticamente não há consumo de substrato e o pH também não se altera, sugerindo que, durante 

esta fase, além da ausência de crescimento celular, também há ausência de produção de produtos. 

Há uma primeira fase exponencial do crescimento, bastante rápida, que ocorre entre 10 e 

12 horas de fermentação. Depois, observa-se a existência de uma segunda fase lag, por volta de 15 

horas de fermentação, evidenciada pela existência de uma segunda fase exponencial entre 18 e 30 

horas, seguida de uma fase estacionária.  

O perfil de pH ao longo da fermentação 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 

platô na fase estacionária do crescimento.  

As características do perfil de pH sugerem que, após a segunda fase lag, passou a haver 

consumo de algum produto ácido produzido durante o processo. Entretanto, o aumento de pH não 

foi tão acentuado e o valor final de pH atingido ainda estava dentro de faixas ácidas, indicando 

que ou o produto ácido não foi totalmente consumido ou outro produto ácido foi produzido a 

partir deste consumo.  

O perfil de pH, junto com a existência de uma fase lag após a primeira fase exponencial de 

crescimento, sugerem a ocorrência do fenômeno de diauxia, isto é, 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 

produção de um novo produto quanto para a produção de biomassa. 

A diauxia é um fenômeno que pode ocorrer por duas razões. Primeiramente, pode haver no 

meio de fermentação, dois substratos, sendo um deles preferencial, de forma que eles não são 

consumidos juntos. Quando o substrato inicial se esgota, as células entram em fase lag para 

adaptação ao segundo substrato, passando, então, a utilizá-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 concentração de substrato 

inicial se torna baixa, o produto passa a ser utilizado como novo substrato.   

Nesse caso, apenas a glicose é utilizada como fonte de carbono, não havendo, a princípio, 

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 ácido. Tudo isso evidencia que nesse caso a diauxia ocorreu a partir do 

consumo de um produto gerado durante a fermentação, provavelmente um ácido orgânico.  

Apesar de ter sido observada a diauxia, pelo gráfico, percebe-se que o substrato inicial, 

que era a glicose, não havia ainda sido esgotado do meio e este continuou sendo consumido, 

depois durante a segunda fase exponencial. Essa questão será discutida a seguir, quando tratarmos 

dos perfis de produtos ao longo da fermentação, que podem ser observados na Figura 23. 

 Os produtos observados nessa fermentação foram ácido lático, ácido propiônico e, em 

menores concentrações, ácido acético, etanol e succinato, sendo o ácido propiônico o produto 

principal observado ao final da fermentação. Até 9 horas de fermentação, quando as células 

estavam em fase lag do crescimento, não houve aumento significativo das concentrações de 

nenhum dos produtos.  

Pela Figura 19, verifica-se que o ácido propiônico tem perfil associado ao crescimento, 

pois o perfil de concentração do ácido propiônico ao longo de toda a fermentação acompanha o 

perfil de crescimento microbiano. Quando as células estão em fase de crescimento exponencial, 

ocorre aumento linear da concentração de ácido propiônico com o tempo. Quando as células 

entram em sua segunda fase lag, as concentrações de ácido propiônico se mantêm praticamente 

constantes. Durante a primeira fase de crescimento exponencial, o ácido lático também tem sua 

concentração aumentando linearmente com o tempo. Por outro lado, a glicose está sendo 

consumida, sugerindo que o ácido propiônico nesta fase está sendo produzido a partir da glicose.  

Quando a concentração de células atinge o primeiro platô (em cerca de 12 horas de 

fermentação), observa-se que começa a haver consumo de ácido lático. Com cerca de 21 

horas de fermentação, as células entram na nova fase exponencial. Quando isso ocorre, a 

concentração de ácido propiônico volta a aumentar linearmente com o tempo. Quando a 

concentração de ácido lático se torna baixa (em torno de 0,80 g.L-1), as células atingem nova 

fase estacionária e a concentração de ácido propiônico fica praticamente constante.  

Nota-se que, quando o ácido lático começou a ser consumido, a glicose no meio ainda 

não estava totalmente esgotada, e ela continuou a ser consumida concomitantemente ao 

consumo de lactato. Entretanto, pelo fato de ter se apresentado o fenômeno da diauxia, é 

sugerido que o lactato passou a ser consumido para produção de ácido propiônico e que as 

células também passaram a utilizar parte do ácido lático 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 conclusões importantes: 

 A maior produção de biomassa ocorreu na primeira fase exponencial do 

crescimento (1,36 ± 0,06 g.L-1, enquanto após a segunda fase lag foram 0,82 ± 

0,20 g.L-1);  

 O maior consumo de glicose também ocorreu durante a primeira fase 

exponencial do crescimento (1,80 ± 0,28 g.L-1, sendo 1,28 g.L-1 ± 0,29 g.L-1 

consumidos após o fim da primeira fase exponencial do crescimento); 

 A maior produção de ácido propiônico ocorreu após o fim da primeira fase 

exponencial do crescimento (6,10 ± 0,09 g.L-1vs. 11,77 ± 0,11 g.L-1). 

Algumas conclusões relevantes podem ser tiradas a partir dessas observações: 

 A glicose seria o substrato preferencial para a produção de biomassa; 

 Na primeira fase exponencial da fermentação, tudo indica que a maior parte da 

glicose consumida foi revertida para a produção de biomassa, não para a 

produção de ácido propiônico; 

 O ácido lático, que passou a ser consumido na segunda fase exponencial, 

quando houve maior produção de ácido propiônico, seria o substrato 

preferencial para a produção de ácido propiônico;  

 Os indícios são de que o ácido lático consumido foi praticamente todo usado 

para a produção de ácido propiônico na segunda fase exponencial da 

fermentação; 

 A glicose, que continuou sendo consumida mesmo após a segunda fase lag, 

teria sido consumida principalmente para a geração de biomassa. O menor 

consumo de glicose nesse período explica a menor produção de biomassa. 

 

Os fenômenos observados são coerentes com algumas hipóteses que haviam sido 

levantadas no estudo anterior, com exceção da presença de ácido acético, que não havia sido 

detectado anteriormente.  

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

baixa concentração de ácido lático ao final de 48 horas de fermentação, comparativamente aos 

outros isolados, a presença de um pico significativo não identificado no cromatograma e a 

ausência de glicose remanescente no meio em quantidades significativas, principalmente porque 

nos outros isolados a concentração de glicose remanescente no meio era relativamente alta.  
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Uma das hipóteses sugeridas para explicar isso foi a de que o ácido lático havia sido, 

inicialmente, produzido a partir da glicose e, quando a concentração de glicose se tornou 

baixa, o ácido lático passou a ser consumido para dar origem ao composto que ainda não 

havia sido identificado. Apesar de o composto não ter sido identificado, havia indícios de que 

era um ácido, pois, apesar da concentração de ácido lático ter sido bem inferior à observada 

para os outros isolados, o pH ao final de 48 horas de fermentação foi próximo.  

Assim, a hipótese parece ser confirmada pelos novos resultados, mas não foram 

encontradas referências na literatura de bactérias propiônicas que também produzissem ácido 

lático. Segundo Mandigan et al. (2012), o lactato é o substrato preferencial da fermentação 

propiônica, sendo majoritariamente utilizado na natureza pelo fato de as bactérias propiônicas 

viverem em associação com bactérias láticas, cujo produto principal da fermentação é o ácido 

lático. A presença do etanol também é um ponto interessante. Já nos estudos prévios, o 

isolado 7 havia sido o que tinha mostrado maiores quantidades de etanol produzidas, em 

comparação com os outros isolados. O etanol, no entanto, não é um produto típico da 

fermentação propiônica, apesar de ser um produto comumente produzido junto com o ácido 

lático em fermentações heteroláticas.  

A contaminação com bactérias láticas é pouco provável. Em primeiro lugar, indícios 

de contaminação não foram observados durante a identificação dos micro-organismos, que 

exige culturas puras e colônias bem isoladas. Além disso, uma possível contaminação teria 

que estar presente desde o início, dado que os resultados foram condizentes com os estudos 

anteriores. A observação ao microscópio pela técnica da Coloração de Gram também não 

mostrou contaminação.  

Assim, a existência de um metabolismo de produção de ácido lático é evidenciada 

pelos resultados, bem como a existência de uma rota metabólica de produção de ácido 

propiônico a partir de glicose e de ácido lático, que, ao que tudo indica, assemelha-se à rota 

succinato-propionato existente na maior parte das bactérias propiônicas. A existência das duas 

rotas juntas, entretanto, ainda não foi referida.   

Embora pudesse ser esperado que o lactato começasse a ser consumido apenas quando 

a concentração de glicose se tornasse muito baixa, conforme discutido na Seção II.4.1, os 

autores Kim e Gadd (2008) afirmam que, na maior parte dos micro-organismos que produzem 

propionato, lactato é o substrato preferencial em detrimento dos carboidratos.  

Assim, possivelmente, quando o ácido lático atingiu concentrações relativamente 

elevadas no meio, as células passaram a adaptar-se para consumi-lo, mesmo que ainda 

houvesse alguma concentração de glicose no meio. Ainda assim, como as células já 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 glicólise quanto da oxidação do lactato, não havendo nada, a princípio, que impeça 

ambos os mecanismos de ocorrerem concomitantemente, estando ambos os substratos 

disponíveis no meio.  

A presença do ácido acético é coerente com a ocorrência da fermentação propiônica, 

pois, conforme discutido na Seção II.4.1, na fermentação de carboidratos e lactato a ácido 

propiônico, ocorre também a produção de acetato. Observa-se que o perfil de concentração de 

acetato assemelha-se ao perfil de concentração de ácido propiônico, sugerindo que ambos os 

produtos são produzidos juntos. Outro fator que sugere a ocorrência da fermentação 

propiônica pela via succinato-propionato é a presença de succinato. 

IV.3.2 Meio modificado com ferro (meio Yadav et al. (2014) com adição de ferro) 

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

estudos prévios com adição de Fe2SO4.7H2O, mantidas todas as outras condições. Na Figura 

20 abaixo são mostradas as concentrações de biomassa e de glicose, bem como a variação de 

pH, ao longo da fermentação. 

 
Figura 20. (A) Perfis de pH, consumo de substrato e de concentração de biomassa ao longo de 48 horas de 
fermentação para o isolado 7 no meio proposto por Yadav et al. (2014) com adição de ferro. (B) Perfis de 

concentração de produtos ao longo de 48 horas de fermentação para o isolado 7 no meio proposto por 
Yadav et al. (2014) com adição de ferro. 

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

para fermentação. Em primeiro lugar, observa-se ausência de fase lag, as células já iniciam a 

fermentação em fase exponencial. Essa fase exponencial se dá de forma bem rápida, e com 

cerca de 4 horas de fermentação as células já entram em fase estacionária.  

A B 
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Não há indícios de diauxia e o pH decai durante a fase exponencial de crescimento, 

porém, depois, mantém-se constante até o final da fermentação. O substrato é consumido 

rapidamente durante a fase exponencial da fermentação; porém, suas concentrações 

permanecem praticamente constantes após as células atingirem o estado estacionário.  

Novamente, têm-se como produtos identificados ao longo da fermentação, o ácido 

lático, o ácido propiônico e, em menores concentrações, ácido acético, etanol e succinato, 

sugerindo que o micro-organismo possui a capacidade de produção tanto de ácido lático 

quanto de ácido propiônico.  

Assim como os perfis de pH, de biomassa e de consumo de substrato, o perfil de 

produtos também difere daquele observado para o meio anterior. Não houve consumo do 

ácido lático produzido durante a fermentação, o que já havia sido sugerido pelo gráfico 

anterior, tanto pela ausência do fenômeno de diauxia quanto pela ausência de aumento de pH. 

Tanto o ácido lático quanto o ácido propiônico, assim como os outros produtos, tiveram 

aumento na concentração durante a fase exponencial do crescimento. Porém, depois, suas 

concentrações permaneceram constantes.  

IV.3.3 Meio TYA 

Por último, foi conduzida ainda a fermentação pelo isolado 7 no meio TYA 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 fermentação estão no Figura 21.  

 

  
Figura 21. (A) Perfis de pH, consumo de substrato e de concentração de biomassa ao longo de 48 horas de 
fermentação para o isolado 7 no meio TYA proposto por Al-Shorgani et al. (2016). (B) Perfis de produtos 

ao longo de 48 horas de fermentação para o isolado 7 no meio TYA proposto por Al-Shorgani et al. (2016). 

B
A 
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Os perfis são bastante semelhantes àqueles observados para o meio modificado pela 

adição de ferro. Novamente, não houve fase lag e as células atingiram a fase estacionária de 

crescimento após cerca de 5 horas de fermentação. Observa-se queda de pH e consumo de 

substrato significativos apenas durante a fase exponencial do crescimento. Também não 

houve indícios de diauxia durante esse tempo de fermentação.  

Os produtos da fermentação foram os mesmos observados anteriormente. Etanol e 

succinato foram detectados em concentrações muito baixas ao longo de toda a fermentação e 

não foram representados no gráfico.  

O perfil dos produtos assemelha-se àquele do meio modificado com ferro. Não houve 

consumo do lactato produzido durante a fermentação e os produtos foram produzidos 

majoritariamente durante a fase exponencial do crescimento, mantendo-se em concentrações 

aproximadamente constantes quando as células atingiram a fase estacionária.  

IV.3.4 Comparação entre os três meios 

Para esse isolado, tanto os parâmetros relacionados ao crescimento celular quanto os 

relacionados ao lactato e ao ácido propiônico foram organizados na mesma tabela, para 

facilitar a comparação.   
A Figura 22 mostra os perfis de biomassa nos três meios de fermentação, a Figura 23a 

os perfis de concentração de ácido propiônico e a Figura 23b as concentrações de L-lactato. 

Na Tabela 16 estão os fatores de rendimento e concentrações.  

 
Figura 22. Comparação das concentrações de biomassa ao longo de 48 horas de fermentação para o 

isolado 7 nos três diferentes meios de fermentação. 
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Pelos resultados representados no gráfico de concentração de biomassa ao longo de 48 

horas de fermentação para os três meios, percebe-se que no meio com adição de ferro e no 

meio TYA os perfis são semelhantes. Embora a concentração de células produzida seja 

ligeiramente maior no meio modificado com ferro do que no meio TYA, as taxas específicas 

de crescimento durante a fase exponencial são bem próximas e a produtividade volumétrica 

de células não difere muito em ambos os meios (Tabela 16).  

No meio original, a ordem de grandeza da taxa específica de crescimento na segunda 

fase exponencial foi bastante inferior àquela 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 é, possivelmente, o 

substrato preferencial para o crescimento, sendo a maior parte da glicose consumida revertida 

para a geração de biomassa.  

 

 

 

Figura 23. (A) Comparação das concentrações de ácido propiônico ao longo de 48 horas de fermentação 
para o isolado 7 nos três diferentes meios de fermentação. (B) Comparação das concentrações de L-lactato 

ao longo de 48 horas de fermentação para o isolado 7 nos três diferentes meios de fermentação. 

Apesar de o ácido lático ser, também, um produto de interesse industrial, o ácido 

propiônico seria o produto de maior interesse nessa fermentação. O meio que permitiu obter 

concentrações mais elevadas de ácido propiônico foi o meio original, principalmente por ter 

sido o meio em que o micro-organismo foi capaz de consumir o ácido lático produzido.  

Sendo o ácido lático apontado como o substrato preferencial para a fermentação 

propiônica, era esperado que as concentrações de ácido propiônico fossem maiores nessa 

situação. Assim, apesar de as evidências indicarem que, nesse meio, a maior parte da glicose 

foi direcionada para o crescimento celular, foi o meio mais adequado para a geração do 

produto de interesse. 

A B 
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Alguma característica dos meios modificado com ferro e TYA impediu que o lactato 

produzido durante a fermentação fosse consumido para a geração de ácido propiônico. Assim, 

as concentrações de ácido propiônico produzidas foram bem inferiores àquela do meio 

original, pois a glicose foi a única fonte de produção desse ácido.  

Para a rota succinato-propionato, descrita na Seção II.4.1.2, a única etapa que diferencia 

o uso do lactato na produção de ácido propiônico em relação ao uso de carboidratos é a 

conversão de lactato a piruvato pela enzima piruvato desidrogenase. Não foram encontradas na 

literatura evidências de inibição dessa enzima lactato desidrogenase por ferro. Entretanto, não 

há indícios de outro fator que poderia ter impedido o uso do lactato como substrato. No meio 

original, o lactato começou a ser consumido quando sua concentração atingiu valores próximos 

a 6,0 g.L-1. Nos outros meios, a concentração de lactato chegou a valores próximos a esse antes 

das 48 horas de fermentação e mesmo assim, o lactato continuou sendo produzido.  

Na Figura 24 são mostradas as concentrações de etanol (Figura 24a), ácido acético 

(Figura 24b) e succinato (Figura 24c), respectivamente, nos meios original e modificado com 

ferro. No meio TYA, os três produtos foram detectados em quantidades muito pequenas e não 

foram representados. 

 
  

Figura 24. (A) Comparação das concentrações de etanol ao longo de 48 horas de fermentação para o 
isolado 7 nos meios original e modificado com ferro. (B) Comparação das concentrações de ácido acético 

ao longo de 48 horas de fermentação para o isolado 7 nos meios original e modificado com ferro. (C) 
Comparação das concentrações de succinato ao longo de 48 horas de fermentação para o isolado 7 nos 

meios original e modificado com ferro. 

A B 
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No meio original, as concentrações de ácido acético, succinato e etanol foram sempre 

superiores em relação ao que se observa no meio modificado com ferro. Principalmente no 

caso do ácido acético e succinato, que são produzidos durante a fermentação propiônica, as 

maiores concentrações são compreensíveis, pois o ácido propiônico também foi produzido em 

concentração bem maior nesse meio.  

O meio TYA, em que as concentrações desses três produtos foram bem pequenas, foi 

aquele no qual a concentração de ácido propiônico produzida foi menor.  

Tabela 16. Parâmetros e variáveis relacionados à produção de biomassa e aos produtos principais 
a fermentação para o isolado 7 nos três meios.  

 

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 geração de biomassa. O fator de 

rendimento em células foi calculado considerando-se o total de biomassa produzida e a 

quantidade total de glicose consumida. Já os fatores de rendimento de ácido lático em relação ao 

substrato consumido e em relação à biomassa foram calculados considerando-se apenas o 

período em que houve produção de lactato e o respectivo consumo de glicose, desconsiderando-

se um possível consumo de glicose para formação de lactato a partir do momento em que este 

passou a ser consumido. 

Meio Yadav et al . 
Meio Yadav et al . 

com ferro
Meio TYA 

µ (h‐1)
µ1 =0,957

µ2 =0,03
0,42 0,42

X48 2,51 ± 0,19 1,53 ± 0,004 1,28 ± 0,01

∆X48 2,18 ± 0,24 1,25 ± 0,06 1,07 ± 0,01

YX/S (g cél/g S) 0,73 0,35 0,20

Px (mg cél.L‐1.h‐1) 45,42 26,04 22,29

∆[Ácido propiônico] (g/L) 17,87 ± 0,08 5,83 ± 0,30 4,07 ± 0,63

Ypropionato/S (g propionato/g S) 5,71 1,62 0,75

Ypropionato/X (g propionato/g X) 8,20 4,66 3,80

∆[L‐lactato] (g/L)
0,73 ± 0,05 

(concentração final)
7,81 ± 0,09 3,90 ± 0,11

Ylactato/S (g lactato/g S) 3,06 2,17 0,72

Ylactato/X (g lactato/g X) 4,20 6,25 3,64
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O fator de rendimento de ácido propiônico em relação ao substrato apresentado na 

tabela foi calculado considerando-se o total de ácido propiônico produzido e o total de 

substrato consumido. Sendo assim, esse fator de rendimento Ypropionato/S calculado para o meio 

original não é um bom parâmetro de comparação, visto que ele considera que o ácido 

propiônico teria sido obtido a partir de glicose durante toda a fermentação. Como a 

concentração de ácido propiônico foi bem mais elevada nesse meio, o valor do fator de 

rendimento é, naturalmente, alto. Entretanto, como já foi discutido, os indícios são de que o 

ácido propiônico é produzido principalmente a partir do lactato, durante a segunda fase 

exponencial do crescimento. 

As principais comparações que podem ser estabelecidas observando-se os parâmetros 

calculados para cada um dos meios são discutidas a seguir. 

O fator de rendimento em células para o meio original é o dobro daquele observado 

nos outros meios. Conforme havia sido concluído anteriormente, nesse meio, o consumo de 

glicose está relacionado principalmente à produção de biomassa. Como a glicose continuou 

sendo consumida após a segunda fase lag, a concentração de biomassa produzida foi maior 

nesse meio, assim como a produtividade em células. Considerando apenas a concentração de 

células produzidas durante a primeira fase exponencial e a glicose consumida no mesmo 

período, o fator YX/S encontrado é 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 hipótese de que o consumo da glicose foi 

quase que exclusivamente revertido para a produção de células.  

Apesar de o rendimento em células em relação à glicose consumida ter sido maior no 

meio original e haver indícios de que a glicose consumida foi, majoritariamente, consumida 

para o crescimento celular, a concentração de ácido propiônico nesse meio foi bastante 

elevada e muito superior à dos outros meios. Nos outros meios, como não houve consumo de 

lactato, o ácido propiônico foi produzido exclusivamente a partir da glicose, o que fez com 

que ele fosse gerado em menores concentrações.  

Comparando-se o fator de rendimento de ácido propiônico em relação à biomassa no 

meio original com aqueles dos outros meios, percebe-se que, apesar das concentrações mais 

altas de biomassa produzidas nesse meio, seu valor foi bem mais alto que o dos outros meios, 

sugerindo que, de fato, o ácido lático consumido foi quase que totalmente revertido para a 

produção de ácido propiônico e que foi o consumo de ácido lático que permitiu a diferença de 

quantidade de ácido propiônico produzida em relação aos outros meios.  
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Além disso, considerando-se apenas o ácido propiônico produzido durante a fase 

exponencial do crescimento (6,10 ± 0,09 g.L-1) e a concentração de biomassa correspondente 

durante esta fase para o cálculo do fator Ypropionato/X, o valor encontrado é de 4,48. Embora seja 

ainda maior do que aquele encontrado para os outros meios, a diferença de valor é menor.  

Esses fatos sustentam que o ácido lático é o substrato preferencial para a produção de 

ácido propiônico, sendo praticamente todo o ácido lático consumido para a produção de ácido 

propiônico. Também explica porque continuou havendo um pequeno consumo de glicose, 

mesmo após a segunda fase lag e porque o crescimento foi bem mais lento e a produção de 

biomassa bem menor. 

Estabelecendo-se uma comparação entre os rendimentos de ácido propiônico em 

relação à 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 princípio, 

sugerir que o meio TYA é pior para a produção de ácido propiônico por ter mais substrato 

sendo direcionado para a produção de biomassa. No entanto, como há dois produtos em 

concentrações elevadas gerados na fermentação, é preciso fazer uma análise mais detalhada 

comparando-se os dois produtos.  

Embora os fatores Ypropionato/S e Ypropionato/X sejam maiores no meio modificado com 

ferro em relação ao meio TYA, a concentração de ácido lático no meio modificado com ferro 

foi quase o dobro daquela observada no meio TYA. Além disso, a diferença entre os fatores 

de rendimento Ylactato/S e Ylactato/X em ambos os meios é mais significativa do que a diferença 

entre Ypropionato/S e Ypropionato/X.  

Os maiores valores dos fatores de rendimento de lactato em relação ao substrato e em 

relação à biomassa no meio modificado com ferro sugerem que mais substrato está sendo 

direcionado para a produção de ácido lático nesse meio.  

Se o ácido propiônico for o produto de interesse, a alta produção de ácido lático pode 

ser um ponto negativo, dificultando a separação. No meio TYA, etanol e succinato foram 

produzidos em concentrações muito pequenas, em comparação com aquelas observadas no 

meio com adição de ferro. 

Além disso, apesar de o meio TYA ter proporcionado menor produção de ácido 

propiônico, a diferença de concentração de ácido propiônico em ambos não foi tão 

discrepante.  

Em razão disso, e dado que o meio TYA é um meio com menos nutrientes, em 

comparação com o meio modificado com ferro, ele poderia ser mais adequado para a 

produção de ácido propiônico.   



94 
 

IV.3.5 Conclusões parciais 

O comportamento desse isolado foi bastante diferente em relação ao dos outros 

isolados, conforme já havia sido observado nos experimentos anteriores. Além da produção 

de ácido propiônico, que não foi observada nos outros, continuou havendo produção de 

etanol, mesmo nos meios contendo ferro. Além disso, os resultados dos experimentos 

anteriores já sugeriam que, no meio original, poderia ter havido consumo de lactato pelo 

micro-organismo. Não foi, entretanto, detectada produção significativa de solventes. 

De forma geral, tem-se que o meio original, que foi o que permitiu concentrações bem 

mais elevadas de ácido propiônico é o mais adequado para a obtenção desse produto. Embora 

o ácido lático também seja produzido durante a fermentação e o Ylactato/S seja mais alto quando 

comparado ao dos outros dois meios, essa produção de ácido lático mostrou-se positiva, pois 

o fato de o ácido lático ter sido posteriormente consumido foi o fator responsável pela grande 

diferença de concentração de ácido propiônico observada nesse meio.  

Como esses meios de fermentação não são originalmente utilizados para a produção de 

ácido propiônico na literatura, e sim para a produção de solventes, não há valores de 

referência para a concentração de ácido propiônico nesses meios.  

O ácido propiônico é um produto de interesse industrial, cuja produção em grande 

escala por fermentação não é, ainda, competitiva economicamente com as rotas tradicionais. 

Assim, sua produção em alta concentração é bastante promissora. Apesar disso, muitos outros 

experimentos teriam de ser conduzidos para estudar as variáveis que afetam o processo, 

permitir a otimização das condições de produção e o scale-up. 

IV.3.6 Avaliação da influência do substrato na produção de ácido propiônico 

Quando foi detectada a produção de ácido propiônico pelo isolado 7, foram buscadas 

referências na literatura de meios de fermentação comumente utilizados para a produção de 

ácido propiônico. Assim, conforme mencionado anteriormente foram utilizados os meios 

propostos pelos autores Liu et al. (2011). A ideia de utilizar três 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 fermentação testado foi aquele contendo glicose como única fonte 

de carbono. Na Figura 25 são mostrados os perfis de consumo de glicose e de concentração de 

biomassa ao longo da fermentação.  

 
Figura 25. (A) Perfis de consumo de substrato e de concentração de biomassa ao longo de 48 horas de 

fermentação 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 fermentação para o isolado 7 no meio proposto por Li et al. (2011) 

contendo apenas glicose. 

É observada uma pequena fase lag, de cerca de 1,5 hora. O micro-organismo atinge a 

fase estacionária do crescimento com cerca de 6 horas de fermentação. O consumo total de 

glicose é de 8,09 ± 0,40 g.L-1, sendo que praticamente todo esse consumo ocorre durante a 

fase exponencial da fermentação. Depois, a concentração de glicose permanece quase 

constante. Na Figura 36 são mostrados os produtos obtidos durante as 48 horas de 

fermentação. 

Considerando-se o ∆ entre a concentração final e inicial de ácido propiônico, o 

principal produto dessa fermentação foi o ácido lático e não o ácido propiônico. No entanto, 

vale observar que houve grande concentração inicial de ácido propiônico, o que indica que 

grande parte do ácido propiônico foi produzida durante o pré-inóculo e essa fase não foi 

monitorada. 

A produção de ácido lático também teve produção bem menor que nos meios testados 

anteriormente. Também não houve consumo de ácido lático durante a fermentação.  

Não foram detectadas concentrações significativas de succinato, mas houve produção 

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

O segundo meio testado foi o meio contendo glicerol como única fonte de carbono. Os 

perfis de concentração de biomassa e de consumo de glicerol estão na Figura 26. 

 

 
Figura 26. (A) Perfis de consumo de substrato e de concentração de biomassa ao longo de 48 horas de 

fermentação 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 fermentação para o isolado 7 no meio proposto por Li et al. (2011) 

contendo apenas glicerol. 

Diferentemente do meio contendo apenas glicose, não é observada fase lag. A fase 

estacionária do crescimento também foi atingida em cerca de 6 horas de fermentação. Foram 

consumidos 13,48 ± 0,46 g. L-1 de glicerol, superior ao consumo de glicose no meio anterior. 

Novamente, o principal produto da fermentação foi o ácido propiônico. Foram 

detectados também, em menores concentrações, ácido acético e succinato. A produção de 

ácido lático foi ainda menor do que no meio anterior e este também não foi consumido 

durante a fermentação.  

IV.3.6.3 Co-fermentação de glicose e glicerol 

Por último, assim como os autores Liu et al. (2011) avaliaram em seu trabalho o 

comportamento da Propionibacterium acidipropionici em co-fermentação de glicose e 

glicerol, o comportamento do isolado 7 em co-fermentação foi também avaliado, utilizando-se 

a mesma razão glicerol/glicose proposta pelos autores. Na Figura 27, são mostrados os perfis 

de concentração de células e de consumo de ambos os substratos durante a fermentação.  

 

 

A B 
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Figura 27. (A) Perfis de consumo de substrato e de concentração de biomassa ao longo de 48 horas de 

fermentação para o isolado 7 no meio proposto por Li et al. (2011) em co-fermentação glicerol/glicose na 
razão 4:1. (B) Perfis de consumo de produtos ao longo de 48 horas de fermentação para o isolado 7 no 

meio proposto por Li et al. (2011) em co-fermentação glicerol/glicose na razão 4:1. 

Em termos de biomassa, não houve fase lag, e as células atingiram a fase exponencial 

em cerca de 4 horas de fermentação. 

Em relação ao consumo dos substratos, ambos os substratos foram consumidos 

simultaneamente. Os autores Liu et al. (2011), em seus experimentos de co-fermentação 

glicerol/glicose também encontraram que ambos foram consumidos praticamente de forma 

simultânea.  

Embora o consumo total de glicerol (10,35 ± 1,11 g.L-1) tenha sido maior que o 

consumo total de glicose (4,50 ± 0,21 g.L-1), 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 oxidação em comparação com a 

glicose, o glicerol tem mais tendência a gerar produtos reduzidos como o ácido propiônico. 

Em compensação, menor tendência a gerar biomassa pela manutenção do balanço redox. 

Nesse caso, havendo ambos os substratos, o mais provável é que a glicose tenha sido utilizada 

preferencialmente para a geração de biomassa.  

Isso está de acordo com o que sugerem os autores Liu et al. (2011). Eles dizem que, 

durante a co-fermentação glicerol/glicose, a glicose é utilizada tanto como doadora de 

hidrogênio para gerar equivalentes reduzidos (NADH) quanto para gerar ATP para a 

formação de biomassa, enquanto o glicerol foi majoritariamente utilizado para a produção de 

ácido propiônico.  

O principal produto da fermentação foi o ácido propiônico. Ácido acético e succinato 

foram produzidos em menor concentração. Observa-se a presença de ácido lático, mas sua 

produção foi pequena.  

B A 
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IV.3.6.4 Comparação entre os meios 

A Figura 28 mostra os perfis de crescimento microbiano nos três meios de 

fermentação, enquanto na Figura 29 são mostradas as concentrações de ácido propiônico ao 

longo das 48 horas de fermentação nos três diferentes meios. 

Mais adiante, na Tabela 17, é feita uma comparação entre os principais parâmetros 

calculados no presente trabalho para os três meios. São colocados também valores de 

referência da literatura, encontrados nos estudos de Liu et al. (2011), para efeitos de 

comparação. 

 
Figura 28. Comparação das concentrações de biomassa ao longo de 48 horas de fermentação para o 

isolado 7 nos meios de fermentação contendo glicose, glicerol e glicerol/glicose na razão 4:1. 

Pela figura acima, é possível observar que a menor produção de biomassa se deu no 

meio contendo apenas glicerol como fonte de carbono. A maior concentração de células foi 

obtida no meio contendo apenas glicose como fonte de carbono. No meio em que glicerol e 

glicose foram utilizados, a produção de biomassa foi intermediária. Esses resultados estão 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 única 

fonte de carbono. Esse fato é curioso, visto que no meio do pré-inóculo a glicose era a única 

fonte de carbono e, enquanto as células precisaram de uma adaptação ao meio contendo 

apenas glicose, esse tempo de adaptação foi desprezível nos meios contendo apenas glicerol e 

contendo a mistura de glicose e glicerol.  

Apesar disso, esses resultados são similares àqueles 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-fermentação glicerol/glicose, os fatores 

de rendimento em relação 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 é direcionada tanto para a 

geração de ATP para formar biomassa quanto para a geração de produtos reduzidos, enquanto 

o glicerol é, sobretudo, direcionado para a geração de ácido propiônico. 

 
Figura 29. Comparação das concentrações de ácido propiônico ao longo de 48 horas de fermentação para 

o isolado 7 nos meios de fermentação contendo glicose, glicerol e glicerol/glicose na razão 4:1. 

Tabela 17. Parâmetros e variáveis relacionados à produção de biomassa e aos produtos principais 
da fermentação para o isolado 7 nos meios contendo glicose, glicerol e glicerol/glicose na razão 4:1. Para 

efeitos de comparação, são apresentados também dados da literatura (LIU et al.; 2011)  

 

Glicose Glicerol Co‐fermentação Glicose Glicerol Co‐fermentação

µ (h‐1) 0,75 0,45 0,40 NI NI NI

X48 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

YX/S (g cél/g S) 0,15 0,06 0,07 NI NI NI

Px (mg cél.L‐1.h‐1) 24,58 17,92 20,83 NI NI NI

∆[Ácido propiônico] (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

Ypropionato/S (g propionato/g S) 0,54 0,57 1,15 0,303 ± 0,012 0,475 ± 0,017 0,572 ± 0,018

Ypropionato/X (g propionato/g X) 3,71 8,91 17,02 NI NI NI

Ppropionato (g.L
‐1.h‐1) 0,091 0,160 0,355 0,068 0,108 0,152

∆[acetato] (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‐1) 5,82 22,17 32,08 3,63 27,1 20,4

∆[succinato] (g/L) ND 0,06 ± 0,02 0,13 ± 0,03 0,55 ± 0,03 1,10 ± 0,05 1,19 ± 0,04

Ysuccinato/S (g succinato/g S) ‐‐‐‐‐‐ 0,004 0,01 NI NI NI

NI‐ parâmetro não calculado/valor não informado pelos  autores

ND ‐ não encontrado em concentrações  detectáveis  no HPLC
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Estabelecendo-se uma comparação entre os parâmetros calculados no presente 

trabalho para cada um dos três meios, observa-se que a relação segue os resultados 

encontrados pelos autores Liu et al. (2011) em seus experimentos.  

Em primeiro lugar, a concentração de biomassa produzida foi menor no meio 

contendo apenas glicerol como fonte de carbono. Já o maior valor de concentração de 

biomassa foi encontrado no meio contendo apenas glicose. Na co-fermentação, o valor 

encontrado foi um intermediário entre os dois. Os autores, em seu trabalho, não calcularam o 

fator de rendimento de biomassa em relação 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 à taxa específica de crescimento celular, os autores não 

informaram valores, apenas disseram que a taxa específica de crescimento na co-fermentação 

glicerol/glicose foi maior quando comparada às fermentações contendo apenas glicerol ou 

glicose. Neste trabalho, entretanto, o maior valor para a taxa específica de crescimento foi 

encontrado para o meio contendo apenas glicose e as taxas no meio contendo apenas glicerol 

e na co-fermentação foram bem próximas. 

Em relação à concentração de ácido propiônico, assim como os autores encontraram 

em seu estudo, a maior concentração de ácido propiônico foi produzida na co-fermentação e a 

menor no meio em que somente a glicose foi utilizada como fonte de carbono. Assim, a maior 

produtividade de ácido propiônico também foi encontrada na co-fermentação. 

Estes resultados estão de acordo com tudo o que foi discutido em relação à diferença dos 

graus de redutibilidade da glicose e do glicerol, que faz com que, no glicerol, embora haja mais 

ácido propiônico sendo gerado, a tendência é de que haja certa inibição da geração de biomassa, 

pelo acúmulo de NADH e decréscimo no pool de NAD+ (ZHANG e YANG, 2009). Isso ocorre 

porque a quantidade de NADH consumida na geração de ATP para formar biomassa é menor 

do que aquela consumida para gerar piruvato a partir de glicerol. No entanto, a quantidade de 

NADH consumida no ciclo para a geração de ácido propiônico é a mesma.  

A menor concentração de ácido acético foi obtida no meio contendo apenas glicerol. 

No entanto, a maior razão molar ácido propiônico/ácido acético foi encontrada na co-

fermentação. Esse resultado difere um pouco do encontrado na literatura. Os autores 

encontraram a maior razão 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, não foi detectada a presença de succinato em 
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quantidades significativas no meio contendo apenas glicose. A produção de succinato foi 

maior na co-fermentação do que no meio contendo apenas glicerol. Na rota metabólica, não 

há indícios de que a excreção do succinato esteja relacionada com a manutenção do balanço 

redox da célula, isto é, não há NAD+ e NADH envolvidos. Assim, é natural esperar que 

maiores produções de ácido propiônico proporcionem maior excreção de ácido succínico 

Os resultados confirmam a conclusão dos autores Liu et al. (2011) de que nem o 

glicerol nem a glicose são as fontes ótimas para a produção de ácido propiônico e para o 

crescimento celular. Assim, a co-fermentação parece ser uma solução eficiente para aumentar 

o rendimento de ácido propiônico. Quando comparada à fermentação de um único substrato, a 

fermentação permitiu não só a produção de ácido propiônico em concentrações mais elevadas, 

mas também o maior rendimento de ácido propiônico em relação ao substrato consumido, o 

que é um ponto positivo, porque indica que mais substrato está sendo direcionado para a 

produção do produto de interesse.  

IV.3.6.5 Conclusões parciais 

A ausência de produção de solventes em todos os meios testados para o isolado 7 

descartam a hipótese de que esse micro-organismo seja produtor de solvente. As 

características observadas na microscopia bem como os comportamentos metabólicos 

sugeridos em cada um dos meios são compatíveis com os de bactérias pertencentes ao gênero 

Propionibacterium, embora não tenham sido encontradas referências à capacidade de produzir 

ácido lático, observada principalmente nos três primeiros meios de fermentação testados, 

assim como o fator responsável por permitir o consumo de ácido lático no primeiro meio de 

fermentação testado também não foi compreendido.  

Os resultados da fermentação mostraram que esse isolado é bastante promissor. As 

concentrações de ácido propiônico obtidas foram bem altas em quase todos os meios de 

fermentação. Embora a maior concentração de ácido propiônico tenha sido produzida no meio 

utilizado no experimento anterior (meio proposto por Yadav et al., 2014), o que foi atribuído 

ao consumo de ácido lático, os resultados nos meios de fermentação contendo glicerol como 

fonte de carbono foram, também, bastante relevantes, principalmente quando comparadas a 

resultados da literatura, cujos experimentos em batelada são, normalmente, conduzidos em 

volumes maiores, usualmente biorreatores em escala de bancada.  



102 
 

Além disso, a possibilidade do uso de glicerol é uma grande vantagem, pois está 

totalmente alinhada com a atual tendência em utilizar matérias-primas de baixo custo, 

normalmente co-produtos de outros processos industriais. 

V. COMPARAÇÃO COM A LITERATURA  

Para avaliar a qualidade dos resultados obtidos e a representatividade das 

concentrações de ácido propiônico obtidas, estas concentrações foram comparadas com 

aquelas obtidas em diferentes estudos da literatura, para condições de processo variadas. A 

Tabela 18 resume essa comparação.   
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Tabela 18. Comparação entre as concentrações de ácido propiônica obtidas no presente trabalho nos diferentes meios de fermentação com resultados da 

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

 
Trabalho Micro‐organismo Fonte de carbono  Forma de condução do processo

Concentração de ácido 

propiônico (g.L
‐1
)

µ (h
‐1
) Tempo de fermentação (h)

Presente trabalho Sob identificação Glicose (Yadav et al. , 2014) Escala de bancada 17,87 0,957 48

Presente trabalho Sob identificação Glicose (Yadav et al , 2014 acrescido de ferro) Escala de bancada 5,83 0,42 48

Presente trabalho Sob identificação Glicose (Al‐Shorgani et al. , 2016) Escala de bancada 4,07 0,42 48

Presente trabalho Sob identificação Glicose (Liu et al. , 2011) Escala de bancada 4,83 0,75 48

Presente trabalho Sob identificação Glicerol (Liu et al. , 2011) Escala de bancada 7,66 0,45 48

Presente trabalho Sob identificação 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

Castro (2014)  P. acidipropionici  CIP 53616 xilose  Batelada alimentada com células imobilizdas  26

Castro (2014)  P. acidipropionici  CIP 53617 hidrolisado hemicelulósico de bagaço de sorgo Batelada sequencial com células imobiliizadas 31,3

Zhu et al.  (2010) P. acidipropionici CGMCC 1.2230 Glicerol 20 g.L
‐1 Batelada  15,72 120

Zhu et al.  (2010) P. acidipropionici CGMCC 1.2231 Glicerol 50 g.L
‐1 Batelada  28,53

150

Zhu et al.  (2010) P. acidipropionici CGMCC 1.2232 Glicerol 70 g.L
‐1 Batelada  29,21 300

Zhu et al.  (2010) P. acidipropionici CGMCC 1.2233 Glicerol 80 g.L
‐1 Batelada  32,00 350

Zhu et al.  (2010) P. acidipropionici CGMCC 1.2234 Glicerol 20 g.L
‐1 Batelada alimentada 

(alimentação constante entre 48 e 96 h) 
34,81 240

Zhu et al.  (2010) P. acidipropionici CGMCC 1.2235 Glicerol 30 g.L
‐1 Batelada alimentada 

(alimentação constante entre 72 e 120 h) 
44,62 220

Zhu et al.  (2010) P. acidipropionici CGMCC 1.2236 Glicerol 50 g.L
‐1 Batelada alimentada 

(glicerol puro adicionado em 96 h)
35,51 200

Zhu et al.  (2010) P. acidipropionici CGMCC 1.2237 Glicerol 40 g.L
‐1 Batelada alimentada 

(glicerol puro adicionado em 84 h)
43,50 250

Liu et al.  (2011) P. acidipropionici  CGMCC1.2225  Glicerol Batelada 18,1 NI 168

Liu et al.  (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

Liu et al.  (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) 19,7 ‐‐‐‐‐‐‐‐ 130

Silva (2013) P.acidipropionici CCT‐4843 Ácido lático Batelada  14 NI 96

Máximo de 0,18 em 

batelada

Máximo de 0,05 em 

batelada alimentada

0,21 h
‐1 

(medido no pré‐inóculo)

NI  ‐ não informado pelo autor
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Em todos os trabalhos referidos, as concentrações de ácido propiônico foram obtidas 

em biorreatores de bancada. Em alguns casos, foram utilizadas ainda, formas de condução de 

processo que permitem o controle de temperatura ou ainda que têm se mostrado mais 

promissoras para a produção de ácido propiônico.  

Portanto, comparativamente, as concentrações de ácido propiônico obtidas no presente 

trabalho, em escala de bancada em frascos de penicilina, mostraram-se bastante altas, sendo, 

já em alguns casos, superior à observada em estudos da literatura. Como exemplo, no meio 

Yadav et al. (2014), a produção de ácido propiônico foi de 17,87 g.L-1, superior àquela 

observada por Zhu et al. (2014), utilizando glicerol na concentração de 20 g.L-1 como fonte de 

carbono em batelada. Isso sugere que com formas de condução de processos mais adequadas, 

as concentrações de ácido propiônico poderiam ser ainda maiores que os resultados da 

literatura. Portanto, o uso desse micro-organismo para a produção de ácido propiônico é 

bastante promissor.  

Além disso, na maior parte dos casos da literatura, esses valores de concentração de 

ácido propiônico são obtidos após 72 horas de fermentação. O micro-organismo deste 

trabalho tem metabolismo bastante rápido, o que é sugerido pelo µ de 0,95 h-1 durante a 

primeira fase exponencial da fermentação no meio Yadav et al. (2014), muito superior às 

taxas específicas de crescimento normalmente encontradas na literatura para bactérias 

propiônicas. Isso explica porque concentrações altas de ácido propiônico foram obtidas 

mesmo após 48 horas de fermentação, o que também representa uma grande vantagem desse 

micro-organismo.   

VI. CONCLUSÕES  

O presente trabalho visou a dar continuidade a estudos anteriores em que bactérias 

anaeróbias foram isoladas de solo de manguezal da restinga da Marambaia. Inicialmente, 

haviam sido feitos alguns testes fermentativos, que não haviam sido totalmente conclusivos. 

Neste trabalho, algumas hipóteses foram testadas. Apesar disso, tratou-se, ainda, de 

um trabalho de prospecção. Como as bactérias não foram devidamente identificadas, sendo 

conduzida apenas uma identificação preliminar, as rotas metabólicas não são totalmente 

conhecidas, de forma que as hipóteses foram sendo testadas com base nas observações feitas 

ao longo dos próprios experimentos, seguindo-se o que já foi observado na literatura. Em 
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relação ao isolado 7, os resultados sugerem a existência de uma rota metabólica semelhante à 

observada na literatura e predominante nas bactérias propiônicas. Entretanto, em todos os 

meios de fermentação testados, o isolado mostrou também produção de ácido lático. Além 

disso, o consumo de ácido lático para a produção de ácido propiônico só 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 produção de 

ácido propiônico. 

Portanto, o presente trabalho, majoritariamente um estudo de prospecção, no qual as 

hipóteses foram testadas com base nos resultados observados ao longo do próprio estudo mais 

do que no conhecimento teórico sobre o metabolismo dos micro-organismos e o efeito que 

certas variáveis podem ter sobre ele, teve alcançado seu objetivo central, que era avaliar o 

potencial biotecnológico dessas bactérias.  

O isolado 7 mostrou-se promissor para a produção de ácido propiônico, um produto de 

interesse industrial e cuja produção industrial por fermentação ainda é pouco explorada. Esse 

micro-organismo mostrou, inclusive, capacidade de produzir ácido propiônico em altas 

concentrações utilizando glicerol como fonte de carbono, o que pode ser uma alternativa 

bastante interessante para tornar o processo competitivo industrialmente, além de ser uma 

solução para o glicerol bruto obtido como subproduto na indústria de biodiesel.  

Conforme mencionado na Seção II.9, autores apontam que a principal alternativa para 

viabilizar economicamente um processo fermentativo é a redução do custo com as matérias-

primas. Alguns autores que fizeram estudos de viabilidade econômica para a produção de 

solventes a partir de fermentação sugerem que a solução mais promissora para reduzir os 

custos do processo é o uso de matérias-primas de baixo custo. Isso pode, facilmente, ser 

aplicado à produção de outros insumos industriais, cuja produção por fermentação ainda não 

compete economicamente com os processos de síntese química tradicionais. 

Além disso, altas concentrações de produtos (ácido lático, para o isolado 1 e ácido 

propiônico para o isolado 7) foram obtidas, mesmo com experimentos realizados em escala de 

bancada, em pequenos volumes e sem controle de certas variáveis como pH.  

O uso desses dois isolados, tratados mais profundamente no presente trabalho, para 

fermentações em escalas maiores, como em biorreatores de bancada é promissor. Ademais, 

esses foram os isolados escolhidos para estudos mais aprofundados por terem sido os que 

apresentaram comportamentos mais interessantes no estudo anterior. Entretanto, não é 

descartado o uso dos outros isolados para a produção de ácido lático e, como não foram 
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testados muitos meios alternativos, além de seu metabolismo não ser conhecido, eles podem 

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

VII. SUGESTÕES 

Conforme discutido, o método de identificação dos micro-organismos por 

espectroscopia de massas foi escolhido como alternativa preliminar, por ser um método 

simples e rápido. Além disso, o objetivo do presente trabalho não era fazer estudos com base 

no conhecimento teórico das rotas metabólicas dos micro-organismos e, sim, avaliar o 

potencial biotecnológico de micro-organismos isolados de um solo de manguezal, com 

características bastante peculiares. Portanto, a identificação não era crucial para a condução 

dos experimentos deste trabalho.  

Apesar disso, uma identificação com maior confiabilidade, principalmente após a 

realização de testes fermentativos com os micro-organismos em diferentes condições, é 

interessante para elucidar algumas questões ainda não esclarecidas. Conhecer a rota 

metabólica dos micro-organismos isolados pode ser útil, sobretudo, na avaliação de variáveis 

que tenham efeito sobre a produção do produto de interesse, além da possibilidade de 

conhecer a existência de outros caminhos metabólicos.  

Portanto, como primeira sugestão para trabalhos futuros, tem-se a identificação pelo 

método do DNA 16s.  

Após a identificação, um estudo comparativo entre os resultados obtidos e 

informações da literatura deve ser conduzido com olhar crítico, visando principalmente a 

elucidar as questões e variáveis que podem ter levado aos metabólicos para os quais até o 

momento não se têm referências. 

Posteriormente, os isolados escolhidos podem ser submetidos a diferentes condições, 

para avaliar as variáveis que reconhecidamente, mais influenciam no metabolismo, 

permitindo a otimização do processo. É interessante pensar, principalmente, na otimização 

utilizando-se matérias-primas de baixo custo. Um fator a ser estudado seria também a 

substituição das fontes de nitrogênio utilizadas no presente trabalho (triptona e extrato de 

levedura) por fontes de nitrogênio de baixo custo, tais como milhocina.  

Após a otimização, é possível pensar em um scale-up com a realização da fermentação 

ainda em escala de bancada, porém em volumes um pouco maiores, em biorreatores, por 

exemplo. 
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