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RESUMO
A despeito da imagem de sustentabilidade que acompanha o biodiesel, o balango de massa

de seu ciclo de vida ainda esta longe de ser fechado, de modo que, com a expanséao do
biodiesel e em dependéncia de fatores do mercado, o glicerol pode ser considerado como
coproduto ou residuo. Portanto, a expansdo sustentavel das industrias de biodiesel
depende do tratamento do glicerol. Nesse sentido, a fermentacdo escura pode aliar o
tratamento do glicerol a producéo de monémeros, energia e biocombustiveis (como H: e
etanol), aumentando a gama de produtos das industrias de biodiesel. No entanto, esse
processo ainda é dificultado pela presenca de impurezas e pelas altas concentracfes
necessarias para conferir aplicabilidade ao processo. Desse modo, esse trabalho avaliou
as alteragdes no metabolismo fermentativo de dois isolados de Enterobacter sp., 3R e 9R,
em resposta a variadas concentragdes iniciais de glicerol (5, 10 e 40 gL™*; G5, G10 e G40,
respectivamente). Apresentando-se como mais promissor, o isolado 9R foi avaliado
quanto aos efeitos de impurezas, pH, oxigenacdo e quantidade de células sobre a
bioconverséo do glicerol. Os resultados desses testes serviram como base para definir 0s
fatores pH, quantidade de células e concentracdo de glicerol como os mais influentes
sobre o desempenho do isolado. Em seguida, foi realizada a busca dos melhores valores
para esses parametros com uso da matriz de Doehlert e da funcdo de desejabilidade. Desse
modo, foram definidas trés configuragfes visando diferentes objetivos: HEPG (maior
consumo de glicerol e producdo simultanea de H», etanol e 1,3-PDO; sendo os valores
otimos: pH 7,85; 27,5 GI; 0,009 Indc.); PG (maior consumo de glicerol e producédo de
1,3-PDO; sendo os valores étimos: pH 7,70; 41,0 GI; 0,009 Indc.); e HEG (maior
consumo de glicerol e producdo simultanea de H- e etanol; sendo os valores 6timos: pH
8,00; 23,0 GI; 0,009 Indc.). Os resultados dos ensaios determinados pela funcdo de
desejabilidade ficaram de acordo com o estipulado, sendo obtidos os valores maximos de
59,4 mmol L? para a producdo de Hz e 7,6 gL (164,28 mmolL™) para a producéo de
etanol pela configuracdo HEG. O consumo de glicerol também foi otimizado, alcangando
na condi¢ido HEG o valor de 22,5 gL (98,0 % do glicerol adicionado) em menos 24
horas. Essa condicdo possibilitou a obtencéo de 0,42 L de etanol e 59,04 L H» por kg de
glicerol consumido. Espera-se que os resultados obtidos nesse trabalho sirvam como base
para os proximos estudos desenvolvidos por nosso grupo no campo de bioconversédo do

glicerol.
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ABSTRACT
In spite of the sustainability image that accompanies biodiesel, the mass balance of its life

cycle is still far from being closed, so that with the expansion of biodiesel and depending
on market factors, glycerol can be considered as co-product or waste. Therefore, the
sustainable expansion of the biodiesel industries depends on the treatment of glycerol. In
this context, dark fermentation can combine the treatment of glycerol with the production
of building-blocks, energy and biofuels (such as H, and ethanol), increasing the range of
products of biodiesel industries. However, this process is still hampered by the presence
of impurities and by the high concentrations required to confer applicability to the
process. Thus, this work evaluated the alterations in the fermentative metabolism of two
isolates of Enterobacter sp., 3R and 9R, in response to different initial concentrations of
glycerol (5, 10 e 40 gL; G5, G10 e G40, respectively). Enterobacter sp. 9R, the most
promising isolate, was evaluated for the effects of impurities, pH, oxygenation and
number of cells on glycerol bioconversion. These tests served as a basis to define the
factors pH, number of cells and concentration of glycerol as the most influential on the
performance of the isolate. Then, these parameters were optimized using the Doehlert
matrix and the desirability function. Next, three configurations were defined aiming at
different objectives: HEPG (optimization of glycerol consumption and simultaneous
production of Hz, ethanol and 1,3-PDO); being the optimal values pH 7.85; 27.5 GI; 0.009
Inoc); PG (optimization of glycerol consumption and 1,3-PDO production; being the
optimal values pH 7.70; 41.0 GI; 0.009 Inoc); and HEG (optimization of glycerol
consumption and simultaneous production of Hz and ethanol; being the optimal values
pH 8.00; 23.0 GI; 0.009 Inoc.). The results of the tests determined by the desirability
function were in agreement with the stipulated, obtaining the maximum values of 59.4
mmol Hz and 7.6 gL ethanol (164.3 mmolL™?) at the HEG configuration. Glycerol
consumption has also been optimized, reaching the value of 22.5 gL (98.0% of glycerol
added) in less 24 hours at the HEG condition. In this condition, isolate 9R produced 0.42
L of ethanol and 59.04 L H; per kg of glycerol consumed. It is hoped that the results
obtained in this work will serve as a basis for the next studies developed by our group in

the field of glycerol bioconversion.
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CAPITULO 1
1. Revisao de Literatura

1.1. Aumento da demanda energética e producéo de biocombustiveis

A estrutura da sociedade moderna € fundamentada no uso de combustiveis fosseis,
principalmente carvdo mineral e petroleo, para a geracdo da energia necessaria as
atividades cotidianas. Entretanto, além da incerteza sobre a disponibilidade das reservas
desses combustiveis, diversos problemas ambientais estdo associados a sua producao e
consumo (LI et al., 2013). Como exemplo, entre 1970 e 2004, o crescimento da demanda
energética para as atividades industriais e de transporte, e do consequente consumo de
combustiveis fosseis, aumentou em aproximadamente 70% as emissGes mundiais de
dioxido de carbono (PHILP et al., 2013). A liberacdo de grandes quantidades de CO2 na
atmosfera ¢ alvo de grandes discussdes e, ha muitas décadas, é correlacionada a situacdes
como o efeito estufa, o aguecimento global e o aumento do nivel do mar (MERCER,
1978; NORDHAUS, 1991).

Levando em consideracdo os problemas citados, nos Ultimos anos é crescente a
busca por formas alternativas de energia que sejam menos poluentes e que possuam ciclos
de renovacao mais rapidos, chamadas de energias limpas e renovaveis, respectivamente.
Entre os principais recursos energéticos renovaveis em uso atualmente estdo a energia
eblica, solar, hidroelétrica e de biomassa — a qual inclui produtos e residuos
agroindustriais e os biocombustiveis (bioetanol e biodiesel). No Brasil, fontes renovaveis
sdo de grande importancia para a matriz energética, sendo que enquanto a média mundial
de geracdo de energia a partir de tais fontes é de 13%, 46% da energia em nosso pais é
oriunda de recursos renovaveis. Com grande participacdo nesse percentual, devem ser
ressaltados a energia hidrelétrica, os produtos da cana-de-acucar (principalmente o
etanol) e o biodiesel, o qual apresenta aumentos anuais crescentes em sua producéo (EPE,
2018).

O uso de biocombustiveis no Brasil teve seu primeiro pico na década de 70,
guando, frente a iminéncia de escassez do petroleo e a instabilidade politica dos paises
produtores, o pais iniciou o plano Pré-Alcool, uma medida governamental que, por meio
da PETROBRAS, subsidiou a producéo e a venda de etanol combustivel produzido a
partir da cana-de-agucar. Atualmente, o etanol € consumido em sua forma anidra, a qual
é misturada a gasolina no percentual de 27% para aumentar sua octanagem, ou hidratada,
podendo ser usado diretamente como combustivel (GOLDEMBERG, 2008; MME,
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2018). Em 2009, a producéo de etanol alcancou 24 bilhdes de litros, alimentando 12,5
milhdes de veiculos no pais e em 2017 foram produzidos mais de 27 bilhGes de litros
desse biocombustivel (EPE, 2018; MORAES, 2011).

Outra alternativa ao uso de derivados de petroleo é o biodiesel, combustivel
composto de ésteres alquilicos obtidos da transesterificacdo de &cidos graxos (6leos
vegetais e gorduras animais). A possibilidade de mistura do biodiesel ao diesel
convencional tem aumentado progressivamente a produgdo e 0 consumo desse
biocombustivel. Em 2012, a producéo dos paises integrantes da Unido Europeia alcangcou
os 3 bilhdes de galdes, enquanto os Estados Unidos foram responsaveis por 1 bilhdo de
galdes, soma equivalente a aproximadamente 15,2 bilhdes de litros (SARMA et al.,
2013a).

No Brasil, como efeito do langcamento do Programa Nacional de Producéo e Uso
de Biodiesel (PNPB) em 2004, entre 2006 e 2012 a producdo aumentou de 69 milhdes
para 2,7 bilhdes de litros, sendo que a capacidade de plantas de producgéo instaladas no
pais em 2012 chegou a 6,2 bilhdes de litros por ano (LEONETI et al., 2012). Segundo o
ultimo balango energético nacional, a producdo de biodiesel no pais ultrapassou os 4,2
bilhGes de litros em 2017 e estima-se que o consumo em 2018 tenha chegado aos 5,3
bilhdes de litros (EPE, 2018; MME, 2018). Esse crescimento da producéo de biodiesel,
apesar de trazer varios beneficios ambientais, acarreta também na geracdo de maiores
quantidades de subprodutos residuais (constituidos principalmente pelo glicerol), os quais

necessitam de atencdo especial a sua destinacao.

1.2. Ascenséo do biodiesel e a questdo da co-producéo de glicerol residual

Em nosso pais, desde 2005 o biodiesel vem sendo misturado ao diesel
convencional vendido em postos varejistas, sendo que a partir de 2008 a adicao de 2 %
de biodiesel ao diesel (0 chamado B2) tornou-se obrigatdria, em 2010 foi elevada para 5
% e atualmente esta a 10 %, com aumentos progressivos previstos para 0s proximos anos,
tendo como méaximo os 15 % até 2023. Em casos especiais, como uso industrial e agricola,
a legislacdo regulamenta a adicdo de 20 a 30 % de biodiesel ao diesel de petréleo. Em
paises da Unido Europeia e nos Estados Unidos (outros dois maiores produtores mundiais
de biodiesel) o panorama atual e as previsdes futuras sdo similares. Essa condi¢édo de
obrigatoriedade legal acarretou no aumento da demanda nacional de biodiesel, tornando
0 Brasil o segundo maior produtor mundial e beneficiando pequenos produtores de gréos
com incluséo social e desenvolvimento regional (YAZDANI e GONZALEZ, 2007;
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LEONETI et al., 2012; NAYLOR e HIGGINS, 2017; MME, 2018; PADULA et al.,
2012).

Fundamentado nas promessas de beneficios ambientais e sociais, a afirmagéo do
biodiesel como integrante eminente da matriz energética mundial foi conseguida por meio
da confirmacdo de sua viabilidade econémica. Essa, por envolver questdes como 0 uso
de terras que poderiam ser empregadas para a producdo de alimentos e estar relacionada
diretamente aos precos do petrdleo, foi estabelecida e é mantida com o auxilio de diretivas
e subsidios politicos e econémicos, principalmente em épocas de baixa no valor de
mercado do petréleo (NAYLOR e HIGGINS, 2017) . Além disso, a grande geragédo de
subprodutos, principalmente o glicerol, € um fator ao qual se deve atengdo permanente
durante a era de producdo do biodiesel, a fim de garantir sua sustentabilidade ambiental,
sendo o manejo do glicerol considerado ainda como principal gargalo da industria desse
biocombustivel (MONTEIRO et al., 2018).

A co-producdo de glicerol residual é um fato inerente a maioria dos processos de
producdo de biodiesel realizados atualmente, visto que esse biocombustivel é obtido pela
reacao de transesterificacdo (Figura 1) de &cidos graxos, na qual um alcool (metanol ou
etanol) e um catalisador alcalino (hidréxido de sodio ou de potassio) sdo adicionados a
uma mistura de triglicérides (6leos vegetais ou gorduras animais). Durante a reacéo, apés
interacdo do catalisador com o alcool, ocorre um processo de substituicdo acilica
nucleofilica, no qual as moléculas de triglicérides sdo convertidas em glicerol e ésteres
alquilicos de acidos graxos, o biodiesel. Em alguns processos, ao invés do uso de um
catalisador basico e um alcool, é empregado diretamente o ion alcoxido do metanol ou
outro alcool de cadeia curta. Com aquecimento a 55°C, a reacdo &€ completada em
aproximadamente 3 horas, sendo necessarias de 24 a 48 horas adicionais para a separacao,
por sedimentacdo, dos ésteres e do glicerol (MONTEIRO et al., 2018; SILVA et al.,
2009).

Como produto inevitavel da reacdo, o glicerol é gerado na razdo de 10 kg para
cada 100 kg de biodiesel produzidos. Além da reagdo de transesterificagdo, a presenca de
agua e &cidos graxos livres (AGL) em Oleos vegetais acarreta na ocorréncia da
saponificacdo dos AGL, decorrente de sua reacdo com o catalisador alcalino (LEUNG et
al., 2010). Desse modo, ao final do processo, o principal residuo da producéo de biodiesel
é o glicerol bruto, uma mistura de glicerol, sabdo, &cidos organicos livres, sais
inorganicos, agua, ésteres metilicos e metanol, além de mono-, di- e triglicérides que nao

reagiram. Tanto a composicdo quanto a propor¢do dos componentes podem variar
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dependendo da materia-prima, método de transesterificacdo e condicGes de separacdo do
glicerol residual (CHATZIFRAGKOU e PAPANIKOLAOU, 2012). A tabela 1 mostra
0s principais componentes do glicerol bruto bem como a faixa de variagdo de sua
porcentagem em dependéncia do tipo de Oleo vegetal empregado para a producdo de

biodiesel.

Figura 1. Processo de transesterificacdo para a producéo de biodiesel. Na presenca de um
catalisador alcalino o metanol reage com a porcdo de acidos graxos que compde 0
triglicéride, formando moléculas de ésteres metilicos (biodiesel) e glicerol. Adaptado de

Silva e colaboradores, 2009.
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Inicialmente considerado um co-produto, o glicerol bruto, apds purificacdo, era
vendido a indUstrias de cosméticos, de bebidas, farmacéuticas e alimenticias (YAZDANI
et al., 2010). No entanto, o crescimento da oferta do glicerol bruto, que acompanhou a
expansdo do setor do biodiesel, fez com que seu pre¢o no mercado internacional caisse
em aproximadamente dez vezes apenas entre 2004 e 2006 (YAZDANI e GONZALEZ,
2007). No Brasil, em 2005, o preco médio do glicerol era de R$ 3,00/kg, sendo que em
2012 (ano em que foram produzidos 270 milhGes de litros de glicerol residual de
biodiesel) esse valor chegou a R$ 0,60/kg. A despeito de variagdes positivas e negativas
no valor de mercado do glicerol em decorréncia da faléncia de industrias que produziam
esse composto antes do crescimento das usinas de biodiesel, dados do ano de 2017
mostram que o resultado liquido dessas alternéncias foi a queda do preco do glicerol para
R$ 0,25/kg (Biomercado, 2017).
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Tabela 1. Composicdo media do glicerol bruto originario de diferentes biomassas e

usinas de producao.

Composto Porcentagem (m/m)
Glicerol 22,90 — 96,50
Metanol 0,00 — 22,70

Sais 0,01-6,60

Agua 1,0-28,7

Sabdo 0,0-314

Esteres alquilicos de acidos graxos 0,5-28,8
Glicerideos 0,4-7,0

Acidos graxos livres 0,0-34,8

Cinzas 0,0-29,4

Fonte: Adaptado de Chen e Walker, 2011; Hansen et al., 2009; Hu et al., 2012; Kerr et
al., 2009; Liang et al., 2010; Mothes et al., 2007; Rywinska et al., 2016; VVenkataramanan
etal., 2012.

A queda no preco, aliada aos altos custos de purificagdo do glicerol bruto,
aumentou drasticamente a razdo oferta/demanda desse subproduto, transformando o que
era antes um co-produto em um residuo da producéo de biodiesel para o qual o descarte
sem tratamento pode acarretar em problemas ambientais. Tendo em vista o crescimento
previsto para a industria de biodiesel e os valores do glicerol bruto até o ano de 2017, era
consenso que a expansao dessas usinas dependeria fortemente do desenvolvimento de
métodos para a conversdo do glicerol bruto residual em outros produtos com maior valor
agregado (HUANG et al., 2017; LEONETI et al., 2012).

Tal conjuntura impulsionou o desenvolvimento de varios estudos na area de
conversao do glicerol. No entanto, variagdes inesperadas e abruptas nos pre¢os tanto para
o glicerol quanto para os produtos oriundos de sua transformacao devem ser considerados
devido as flutuagbes do mercado, de modo que a busca por métodos de conversdo do
glicerol deve ser justificada ndo sO por agregar valor a este substrato mas também por
aumentar a gama de commodities que pode ser oferecida por uma industria de biodiesel,
convertendo-a, de fato, em uma biorrefinaria.

Além disso, apesar de ocorrer em menores proporcoes, o glicerol também é um
residuo da producdo de etanol, o mais importante biocombustivel nacional. Durante a

conversdo de agUcares em etanol, as leveduras responsaveis pelo processo produzem
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glicerol, o qual € encontrado na concentracdo de 2% (m/v) no caldo ao final da
fermentacgdo e, caso seja de interesse da usina, também pode ser direcionado para um
processo de transformacdo (YAZDANI et al., 2010).

Portanto, a despeito das oscilacdes de mercado, a converséo do glicerol em outros
produtos quimicos apresenta-se como uma solugéo tanto para o problema de destinacdo
de residuos quanto para a consolidagdo de industrias de biodiesel como biorrefinarias, nas
quais todos os compostos gerados possam ser considerados produtos de interesse

econémico, seja de maneira imediata ou a médio e longo prazo.

1.3. Transformacao de industrias de producdo de biodiesel em biorrefinarias

A possibilidade de conversao do glicerol residual de biodiesel em produtos com
maior potencial de mercado ou que sirvam cOmMoO recurso energético propicia a
transformacéo de industrias de biodiesel em biorrefinarias. O conceito de biorrefinaria
pode ser definido como uma unidade fabril na qual a biomassa é convertida em um
produto final e os residuos do processo podem ser transformados — por meio de vias
termoquimicas ou bioguimicas — em produtos quimicos, energia (eletricidade ou calor) e
biocombustiveis, de modo que tudo que resulte do processo produtivo apresente algum
ganho para a usina (AZAPAGIC, 2014). Uma explicacdo simplificada do conceito de
biorrefinaria aplicado as industrias de biodiesel pode ser visto na figura 2.

Processos de transformacdo do glicerol residual em outros bens de capital ou
consumo podem ser realizados através de aplicacdo direta, transformacdo quimica ou
conversdo microbiana. Um exemplo de aplicacdo direta do glicerol é seu emprego na
alimentacdo de gado. No entanto, a presenca de metanol e outros compostos no glicerol
bruto exige o pré-tratamento do residuo para a diminuicdo de efeitos danosos desses
contaminantes sobre os animais (YANG et al., 2012).

Devido as suas caracteristicas quimicas peculiares, o glicerol pode ser convertido
em compostos quimicos variados, tanto por meios termoquimicos quanto por processos
biolégicos. Entre as conversGes termoquimicas, podem ser citados os processos de
polimerizagdo, reforma a vapor, eterizagdo, oligomerizacéo e pirolise. Apesar de Uteis na
obtencdo de produtos como polimeros ciclicos, acroleina, acetaldeido, alcanos e
hidrogénio, essas reagcdes ocorrem em temperaturas entre 90 e 650°C, sendo que algumas
sdo dependentes de catalisadores quimicos e de alteracdes na pressao do sistema, fatores
gue elevam os gastos com o processo (ALSAMAD et al., 2018; MEDEIROS et al., 2011).

Wu e colaboradores (2013) demonstraram a produgdo simultanea de hidrogénio e
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nanotubos de carbono a partir da reforma do glicerol, processo que exige o uso de
catalisadores quimicos complexos e temperaturas de 700 °C. Como visto, a despeito dos
produtos obtidos, 0s processos termoquimicos requerem, além de catalisadores, alto gasto

energético para a operacdo dos reatores.

Figura 2. Conceito simplificado da integracdo de processos em uma biorrefinaria.
Adaptado de Azapagic, 2014.
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Por outro lado, tais exigéncias ndo sdo encontradas em processos bioldgicos de
conversdo do glicerol residual. Na literatura sdo descritas varias linhagens bacterianas
com a capacidade de metabolizar o glicerol na presenca ou auséncia de aceptores finais
de elétrons (em processos de respiracdo ou fermentacdo, respectivamente) sendo que 0s
processos fermentativos sdo mais interessantes pois, além de produzirem diferentes
metabolitos e ndo necessitarem de gastos com a aeracao dos reatores, também apresentam
a possibilidade de co-producdo sequencial de biogas contendo hidrogénio e/ou metano
(ALMEIDA et al., 2012 DAMS et al., 2018; DIKSHIT et al., 2018; LENG et al., 2019;
SARMA et al., 2013; SPEECE, 1983). Entre as bactérias com a capacidade de
fermentagdo do glicerol encontram-se espécies dos géneros Klebsiella, Citrobacter,
Enterobacter, Clostridium, Lactobacillus, Bacillus, Propionibacterium,
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Anaerobiospirillum e Gluconobacter, entre outras (DIKSHIT et al., 2018; MURARKA
et al., 2008)

Além dessas bactérias, Dharmadi e colaboradores (2006) demonstraram a
capacidade da bactéria Escherichia coli de utilizar o glicerol na auséncia de aceptores
finais de elétrons, ao contrario do que ja tinha sido apresentado em outros trabalhos.
Como discutido por Dharmadi e colaboradores (2006), a fermentacéo de glicerol por E.
coli ainda ndo havia sido verificada devido a faixa de pH empregada para os meios de
cultura. Segundo os autores, a alteracdo do pH de valores basicos para valores acidos
possibilitou a degradacdo anaerdébia do glicerol devido ao aumento da atividade do
complexo FHL em condicdes &cidas, acarretando na maior disponibilidade de CO2, um
composto importante para varias vias anabdlicas em E. coli.

No entanto, trabalhos posteriores de outro grupo mostraram que a degradacdo do
glicerol por E. coli pode ocorrer em faixas iniciais de pH basico, auxiliando na atividade
das enzimas glicerol desidrogenase e dihidroxiacetona quinase (primeiras a atuarem na
degradacdo do substrato) e que a consequente acidificagdo intracelular causada pela
formacéo de acidos organicos possibilitaria a atuacdo do complexo FHL (TRAN et al.,
2015). Levando em consideracdo o conhecimento sobre o genoma e a similaridades entre
0 metabolismo de E. coli e de outros micro-organismos (principalmente da familia
Enterobacteriacea), tal descoberta apresenta grande importancia para estudos sobre as
vias metabdlicas de conversdo do glicerol, mesmo que as taxas de metabolizacdo do
glicerol por essa bactéria ainda sejam muito menores que as encontradas para outras
espécies (ITO et al., 2005; TRAN et al., 2014).

Quando comparado a aglcares como glicose, xilose, arabinose e sacarose
(substratos comuns utilizados em biorrefinarias lignocelulésicas), o uso de glicerol em
processos de fermentacdo apresenta a vantagem de este ser um co-produto inerente a um
biocombustivel em expanséo continua no mercado além de n&o ser usado como recurso
para alimentacdo humana. Outro ponto a favor do uso de glicerol para a producéo
bioldgica de compostos quimicos é 0 maior grau de redugdo (k) de seus atomos de
carbono (k =4,67) em relagao aos agucares supracitados —todos com k = 4,00 — e também
em relacdo a massa celular bacteriana (k = 4,30) (CLOMBURG e GONZALEZ, 2013;
NIELSEN et al., 2003).

O grau de redugao por carbono (k) de uma molécula pode ser interpretado como
0 numero de elétrons disponiveis por unidade de carbono ou, em outras palavras, a

“quantidade de energia” disponivel por carbono do substrato organico. Visto 0 maior k
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do glicerol em relacdo a massa celular, seu consumo pelos micro-organismos acarreta no
excesso de equivalentes redutores durante a producdo de biomassa bacteriana. Para
garantir a manutencéo do estado redox intracelular, os micro-organismos redirecionam
tais equivalentes redutores para vias que possam consumi-los, possibilitando uma maior
obtencdo de compostos mais reduzidos (tais como 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol e
propanol) quando comparado a fermentagdo da glicose (CLOMBURG e GONZALEZ,
2013; HUANG et al., 2017).

Por meio de fenbmenos de regulacdo enzimatica, esse maior grau de reducao do
glicerol facilita a producao simultanea de etanol e hidrogénio por anaerdbios facultativos,
0 que € mais dificil de se obter quando a glicose é usada como substrato, além de também
ser possivel a producdo de demais produtos comuns da fermentacdo (como lactato,
succinato, formiato, propanol e butanol) (CLOMBURG e GONZALEZ, 2013; LI et al.,
2013; NIELSEN et al., 2003). Detalhes da fermentacdo do glicerol e da regulagédo
enzimatica serdo apresentados a frente, no item 1.5.

Além dos biocombustiveis e outros compostos organicos, alguns trabalhos
mostram a possibilidade de producdo direta de eletricidade durante a degradacdo do
glicerol com o uso de sistemas bioeletroquimicos, como as células de combustivel
microbianas. Esses sistemas aliam o tratamento de residuos a producéo de energia elétrica
por meio da oxidacdo bacteriana da matéria organica em camaras similares as baterias
elétricas. O processo consiste da respiracdo anaerobia do substrato — e consequente
liberacdo de protons e elétrons — por micro-organismos aderidos a um anodo, o qual serve
como receptor final de elétrons. A migracdo dos protons (através da solugdo) e dos
elétrons (através de um circuito externo) até o catodo da origem a uma corrente elétrica
(NIMJE et al., 2011). Nimje e colaboradores (2011), reportaram a capacidade de geracao
de 60 mW/m? de poténcia por meio da degradac&o do glicerol bruto pela bactéria Bacillus
subtilis. Nesse ambito, Chookaew e colaboradores (2014) demonstraram a possibilidade
de producdo sequencial de Hz e eletricidade em um sistema de dois estagios para a
conversdo de glicerol residual em bioenergia por uma comunidade mista. No sistema
reportado pelos autores, o residuo foi primeiramente fermentado a hidrogénio (com
rendimento de 0,55 mol de Ho/mol de glicerol) e &cidos orgénicos. Na segunda etapa, 0s
acidos foram empregados como substrato em uma célula de combustivel microbiana,
gerando uma poténcia de 92 mwW/m?,

Como demonstrado nos trabalhos discutidos acima, a bioconversédo do glicerol

residual € uma alternativa interessante para a geracdo de diferentes bens de interesse
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econdmico por inddstrias de biodiesel, por meio da producéo de energia, biocombustiveis
e de outros compostos com potencial de mercado. Em nosso trabalho, o foco foi voltado
principalmente para a producdo de hidrogénio, etanol e 1,3-propanodiol, compostos que
podem ser produzidos simultaneamente e apresentam caracteristicas fisico-quimicas que

facilitam sua separacao.

1.4. Producéo e vantagens do hidrogénio

Entre os biocombustiveis que podem ser obtidos por meio da fermentacdo do
glicerol residual, o hidrogénio é um produto ao qual é dedicada atencdo crescente nos
ultimos anos. Frente a outros biocombustiveis, o biohidrogénio mostra trés principais
vantagens que o tornam um promissor carreador de energia limpo e renovavel. Em
primeiro lugar, o0 Hz € o unico combustivel livre de carbono, de modo que durante sua
conversdo no interior de células de combustdo o principal residuo gerado ¢é a agua, sem
que haja liberagdo de gases causadores do efeito estufa. Em segundo lugar, o diéxido de
carbono emitido na producdo bioldgica de hidrogénio pode ser facilmente capturado,
visto que é liberado durante a producdo — e ndo durante o consumo - desse
biocombustivel. Outra vantagem do hidrogénio é sua maior capacidade calorifica (em
termos massicos) em comparacdo a combustiveis fosseis convencionais ou mesmo 0s
demais biocombustiveis (BIELEN et al., 2013; VALLE et al., 2017). As principais

diferengas entre 0 Hz e outros combustiveis podem ser vistas na Tabela 2.

Tabela 2. Comparacéo entre diferentes combustiveis em relagdo a capacidade calorifica
e emissao especifica de carbono. Adaptado de Das e colaboradores, 2014.

Contetdo de Capacidade Emisséo especifica
Combustivel Estrutura quimica carbono (% m/m) calorifica de carbono (kg

(MJ/kg) C/kg combustivel)
Hidrogénio H, 0,0 141,90 0,00
Etanol C.HsOH 52,0 29,90 0,50

Esteres alquilicos de
Biodiesel acidos graxos (C12 a 77,0 37,00 0,50
C22)

Metanol CH3OH 37,5 22,30 0,50
Metano CH, 75,0 50,00 0,46
Gasolina C4aCl2 74,0 47,40 0,86
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Como ocorre para outros produtos quimicos, o hidrogénio também pode ser obtido
por processos termoquimicos de conversdo do glicerol ou outros substratos. Para a
obtencédo de H> sdo utilizados praticamente apenas insumos fosseis e, até os dias de hoje,
0s principais métodos de producdo desse gas sdo: reforma a vapor de gas natural (48%),
reforma de 6leos e nafta (30%), gaseificacéo de carvao mineral (18%) e eletrélise da dgua
(3,9%) (DAS e VEZIROGLU, 2008; LUKAJTIS et al., 2018; MOHAN e PANDEY,
2013). Contudo, além de muitos desses métodos serem baseados em recursos nado
renovaveis, eles também apresentam as mesmas desvantagens citadas anteriormente para
as conversdes termoquimicas do glicerol, como a exigéncia de altas temperaturas e o alto
gasto energético. Mesmo o processo de eletrolise da dgua, que pode usar energia elétrica
obtida de geradores eolicos ou fotovoltaicos, apresenta grandes perdas energeéticas e
emprega na geracdo de hidrogénio uma forma ja refinada de energia (eletricidade), a qual
poderia ser usada diretamente para consumo (HALLENBECK, 2009). Por outro lado, a
producdo bioldgica de hidrogénio ocorre em condigdes mais brandas de temperatura e
pressao, além de aliar o tratamento de residuos a producdo de H». Outras vantagens da

producdo de biohidrogénio sdo listadas na tabela 3.

Tabela 3. Vantagens da producéo de biohidrogénio. Adaptado de Das e colaboradores,
2014.

Vantagens do biohidrogénio Comentario

Produzido por micro-organismos sob  condigdes
ambientais de temperatura e pressao.

Producédo ndo acarreta na emissao de gases causadores do
efeito estufa, desde que o didxido de carbono seja retido.
Pode ser produzido de uma grande variedade de
substratos, incluindo glicerol residual.

Certeza da producdo continua de residuos em grandes
quantidades.

Producédo e consumo atual ndo interferem negativamente
em processos futuros.

Reducdo da dependéncia energética de paises
politicamente instaveis.

Mais rentdvel quando comparado aos combustiveis
fosseis.

A combustdo do Hz € 50% mais eficiente do que da
gasolina.

Naturalidade
Neutralidade
Versatilidade
Garantia de substratos
Sustentabilidade
Seguranca energética
Acessibilidade

Eficiéncia
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Os processos bioldgicos de produgdo de H> podem ser separados em dois
principais grupos: os que necessitam de luz (fotofermentacdo e biofotélise direta ou
indireta) ou os que ocorrem na auséncia de luz (fermentagdo escura), sendo que 0S
processos de fotofermentacdo e fermentacdo escura recebem maior atengdo, devido aos
resultados mais promissores (HALLENBECK e GHOSH, 2009; KHETKORN et al.,
2017; YANG e WANG, 2018). O esquema simplificado dos dois processos pode ser visto
na figura 3.

Figura 3. Esquema simplificado dos processos de producéo bioldgica de hidrogénio por
fotofermentacdo (esquerda) e fermentacdo escura (direita). Adaptado de Hallenbeck e
Ghosh (2009).

A Acidos
2 \vE_Xv4 orgénicos e H,
2 <] > alcoois
ﬁ ADP > /& A7
H+ == | Nitrogenase |« ATP
A %
Sistema
fotossm.tetlco I Piruvato |
Transporte bacteriano
reverso de T
elétrons
A I Glicdlise |
Acidos T
organicos I Substratos organicos |

No processo de fotofermentacdo, bactérias fotossintéticas usam a luz e substratos
organicos (preferencialmente &cidos carboxilicos) para a obtencao de ATP e elétrons, por
meio de um processo chamado fluxo reverso de elétrons. Esses elétrons sdo usados para
reduzir a proteina ferredoxina, a qual, juntamente com as moléculas de ATP geradas,
direciona a reducdo de prétons (H") a hidrogénio (H.) realizada, com auxilio da enzima
nitrogenase na auséncia de nitrogénio. Apesar da conversao praticamente completa de
alguns substratos a H> e CO2, a operagdo continua do processo de fotofermentagéo
depende da exposi¢do constante dos reatores a luz, necessidade que acarreta em gastos
adicionais com energia para iluminacdo. Além disso, os fotobiorreatores tém que ser

construidos com materiais acrilicos transparentes e impermeaveis ao hidrogénio, o que
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também torna o processo mais oneroso (HALLENBECK e GHOSH, 2009; KHETKORN
etal., 2017).

Tais desvantagens nédo sdo encontradas nos processos de fermentagéo escura, 0s
quais ocorrem na auséncia de luz e podem ser realizados em reatores convencionais, mas
também impermeaveis ao hidrogénio. Alem disso, devido a variada capacidade de
degradacdo de micro-organismos fermentativos, diferentes tipos de residuos, inclusive o
glicerol bruto, podem ser empregados para a producao de biohidrogénio. Outros residuos
organicos (como restos de alimentos, residuos de suinocultura e bagaco de cana-de-
acucar) também podem ser empregados para a producdo bioldgica de hidrogénio. No
entanto, materiais lignocelul6sicos (como o bagaco de cana-de-agucar) requerem métodos
de pré-tratamento severos para que seus agucares se tornem disponiveis para 0s micro-
organismos produtores de hidrogénio, enquanto que residuos solidos (como os de
suinocultura ou alimenticios) necessitam de moagem e/ou mistura para que possam ser
submetidos a fermentacédo. Por outro lado, o glicerol residual produzido pela indUstria de
biodiesel pode ser diretamente consumido por micro-organismos fermentativos apos a
diluicdo do residuo e tratamentos menos severos, mostrando-se como um substrato ideal
para futura a producdo em larga escala de hidrogénio, como ja demonstrado para
diferentes bactérias (SARMA et al., 2012; YANG e WANG, 2018)

1.5. Fermentacdo do glicerol a hidrogénio, etanol e outros metabdlitos

Como citado anteriormente, o glicerol apresenta caracteristicas quimicas que
propiciam a producdo biol6gica ndo sé de hidrogénio, mas de varios bens econémicos,
principalmente o etanol, quando a bioconversdao é realizada por alguns tipos de
enterobactérias. A producdo de acidos e outros compostos organicos durante a
fermentacdo escura também pode ser considerada como uma vantagem desse método
bioldgico, visto que esses podem ser purificados e empregados em variados processos
quimicos ou usados como substrato em uma segunda etapa de producédo de hidrogénio,
dessa vez por fotofermentacéo. Alguns trabalhos mostram também a possibilidade de uso
do efluente ou das celulas geradas durante a fermentacéo escura de diferentes fontes de
carbono como substrato para a producdo de metano por digestdo anaerdbia (BAETA et
al., 2016; JUNG et al., 2012; LUO et al., 2011; NWACHUKWU et al., 2012; SARMA
et al., 2013a). A conversdo bioldgica do glicerol a variados produtos pode ser vista, de

maneira simplificada, na figura 4.
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Figura 4. Esquema simplificado da fermentacdo do glicerol em compostos de interesse
comercial e vias de producdo de hidrogénio por anaerdbios facultativos (via PFL) e
anaerdbios estritos (via PFOR). DHA, dihidroxiacetona; DHAP, dihidroxiacetona-
fosfato; PEP, fosfoenolpiruvato. Setas pontilhadas indicam a existéncia de varias reacoes.
Adaptado de Silva e colaboradores (2009), Clomburg e Gonzalez (2013) e Goyal e
colaboradores (2013).
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As vias de bioconversdo de acutcares ou glicerol a hidrogénio apresentam maédulos
em comum para todas as bactérias, no entanto, algumas diferencas importantes podem ser
notadas entre bactérias anaerobias estritas e anaerdbias facultativas ou mesmo entre
membros desses grupos e serdo ressaltadas no texto quando necessario (Figura 4)
(CLOMBURG e GONZALEZ, 2013; GOYAL et al., 2013).

Ap0s sua internalizacdo, o glicerol pode ser direcionado a trés vias principais:
producdo de massa celular; reducéo a 1,3-propanodiol pela enzima glicerol desidratase
(codificada pelo gene dhaB); ou oxidagdo a dihidroxiacetona pela enzima glicerol

desidrogenase (dhaD). Como durante a producdo de massa celular existe a liberacéo de
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equivalentes redutores, a via de producéo de 1,3-propanodiol serve como um sistema de
manutencgéo do estado redox intracelular, consumindo o excesso desses equivalentes na
reducéo do glicerol (TRINH e SRIENC, 2009). Micro-organismos com a capacidade de
fermentar glicerol e que ndo possuem essa via direcionam o excesso de elétrons para a
producdo de 1,2-propanodiol, a partir da reducdo de dihidroxiacetona-fosfato
(METSOVITI et al., 2012). A producéo de 1,3-PDO ¢ de grande interesse da industria,
visto 0 seu uso na producdo de diferentes poliésteres e fibras téxteis especiais baseadas
em um de seus derivados, o politrimetileno tereftalato (PTT), o qual vém apresentando
crescimento continuo de mercado nos ultimos anos (HUANG et al., 2017; WISCHRAL
etal., 2016).

A via oxidativa, terceira via de metabolizacdo do glicerol, é empregada pelos
micro-organismos para a geracao de energia e producdo de compostos para o suprimento
das demais rotas metabdlicas microbianas. Do ponto de vista da producdo de acidos
organicos, mondémeros, hidrogénio e outros combustiveis (como etanol), a via oxidativa
€ a que apresenta 0 maior numero de estudos e tentativas de manipulacéo, visto o grande
nimero de etapas (e, consequentemente, de genes e enzimas) envolvidas nos processos
de transformacdo. Além disso, tal processo apresenta grande similaridade com as vias de
oxidacdo de acUcares, sendo, portanto, alvo de vérios estudos (ALMEIDA et al., 2012;
CLOMBURG e GONZALEZ, 2013; WESTBROOK et al., 2018).

Visto a complexidade da via oxidativa e sua relacdo com demais vias metabdlicas,
o rendimento tedrico da producdo de H» a partir do glicerol pode variar em dependéncia
dos micro-organismos empregados, das condic¢des do processo e dos co-produtos gerados
durante a fermentacdo. Por exemplo, quando o acetato é o subproduto majoritario da
fermentacdo pela bactéria termofilica Thermotoga maritima podem ser gerados teéricos
4 mol de Hz (e 1 mol de &cido acético) por mol de glicerol, ao passo que a co-producéao
exclusiva de etanol por E. coli ou Enterobacter sp. resulta na liberacdo teérica méaxima
de 1 mol de H2 (junto a 1 mol de etanol) por mol de glicerol consumido (CLOMBURG e
GONZALEZ, 2013; DOUNAVIS et al., 2015; MARU et al., 2013). E importante
ressaltar que tais valores sdo baseados no balango estequiométrico entre produtos e
reagentes da conversdao de modo que, para sistemas bioldgicos, esse valor serve como
base para comparac6es, mas pode variar em decorréncia do consumo de outras fontes de
carbono e da atividade das demais vias metabolicas dos micro-organismos.

A oxidacdo do glicerol se inicia apds sua internalizacéo através de uma proteina

facilitadora de difusdo (codificada pelo gene glpF) e pela acdo da enzima glicerol
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desidrogenase (DhaD) sendo convertido em dihidroxiacetona (DHA). Em seguida a
DHA é fosforilada e convertida em um intermediario da glicolise, a dihidroxiacetona-
fosfato (DHAP) a qual alimenta a via glicolitica. Nessa etapa ocorre a principal diferenca
entre o metabolismo do glicerol e de outras fontes de carbono, pois a enzima
dihidroxiacetona quinase (DhaK, codificada pelos genes dhaKLM) usa o
fosfoenolpiruvato (PEP) como doador do grupo fosfato para a fosforilagdo da DHA.
Desse modo, uma caracteristica Unica da metaboliza¢do do glicerol por E.coli € que a
conversdo de PEP a piruvato € acoplada a fosforilacdo de DHA e realizada por uma Gnica
enzima, a DhaK. Para outras fontes de carbono o piruvato € obtido a partir do
fosfoenolpiruvato pela acdo da enzima piruvato quinase. A obtencéo de piruvato é de
grande importéncia para a geragéo de etanol e Hy, visto que serve de composto chave para
a producdo desse gas tanto por bactérias anaerdbias estritas quanto por anaerobias
facultativas (ABO-HASHESH e HALLENBECK, 2012; CINTOLESI et al., 2012).

Em organismos anaerdbios facultativos sob condi¢es favoraveis, o piruvato é
convertido a acetil-CoA e formiato, o qual é transformado em CO; e H.. Para anaerobios
estritos, durante a conversao de piruvato a acetil-CoA, ocorre a reducdo simultanea da
ferredoxina, a qual é empregada na reducdo de uma hidrogenase para a producdo de
hidrogénio (DAS e VEZIROGLU, 2008). As vias de producéo de hidrogénio a partir do
piruvato em cada grupo bacteriano recebem o nome da primeira enzima responsével pelo
processo, desse modo, em anaerdbios facultativos a via é denominada PFL (piruvato-
formiato liase), enquanto que para anaerobios estritos a principal via é a PFOR (piruvato-
ferredoxina oxido-redutase).

Neste ponto do metabolismo, para anaerdbios facultativos, o uso de glicerol como
substrato também favorece a produgéo de H> comparado a outras fontes de carbono, pois
0 piruvato também poderia ser convertido a acetil-CoA e CO; pela enzima piruvato-
desidrogenase. Apesar dessa enzima ser ativa principalmente em condi¢Ges aerobias,
ainda apresenta alguma atividade na auséncia de oxigénio. No entanto, sua atividade é
reprimida por altas razdes NADH/NAD™, como ocorre durante a fermentacéo do glicerol
(DURNIN et al., 2009), como exposto no item 1.3. Em determinados tipos de
enterobactérias, a molécula de acetil-CoA oriunda dessa etapa pode ser convertida em
etanol por meio da acdo da enzima acetaldeido/alcool-desidrogenase, fato que, do ponto
de vista de obtencdo de energia € uma grande vantagem, devido aos beneficios ambientais

em relacdo aos combustiveis fosseis apresentados por esse biocombustivel.
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Além das vias convencionais citadas acima, existe também a possibilidade de
producdo de H> por meio de enzimas capazes de aproveitar os protons e elétrons
adicionados as moléculas de NAD™ durante o catabolismo de substratos organicos, as
chamadas NADH:ferredoxina oxido-redutases (NFOR) para anaerdbios estritos e uma
suposta hidrogenase membranar estudada em Enterobacter aerogenes (HALLENBECK
etal., 2012; NAKASHIMADA et al., 2002).

No entanto, a operacdo das NFOR no sentido da reducdo da molécula de
ferredoxina € extremamente desfavoravel termodinamicamente e ocorre apenas em
condicdes de pressdes parciais de hidrogénio muito baixas (KHANAL, 2008). Desta
forma pode-se considerar que a diminuigdo da presséo parcial de hidrogénio do meio
favoreceria a acdo das NFOR e portanto poderia levar a uma maior producdo de
hidrogénio pelas bactérias anaerdbias estritas (ABO-HASHESH e HALLENBECK,
2012). Entretanto, niveis de baixa pressio parcial de hidrogénio (abaixo de 102 atm) sdo
reportados apenas para ambientes em que encontram-se comunidades compostas por
bactérias fermentativas e por micro-organismos consumidores de hidrogénio, tais como
comunidades anaerdbias mistas contendo metanogénicos hidrogenotroficos. Porém o
consumo do H; liberado por bactérias fermentativas resulta na producéo quase nula do
gés. Outra alternativa para direcionar o funcionamento das enzimas NFOR para a reducéao
da ferredoxina seria a remocao do Hz dissolvido por meio do stripping de gases do meio,
entretanto, os fluxos necessarios sdo considerados impraticaveis e a mistura com outros
gases dificultaria o processo de purificacdo do hidrogénio (HALLENBECK, 2005).

Quanto a provavel hidrogenase NADH-dependente citada para Enterobacter
aerogenes, existem estudos realizados com glicose como substrato que levantam
suposicdes sobre sua ocorréncia baseadas (i) em suposicdes termodinamicas que
explicariam sua existéncia; (ii) na diferenca encontrada por alguns autores entre a
producdo molar de hidrogénio e a soma da producdo molar de acetato e etanol ou outros
produtos oriundos da conversdo da molécula de acetil-CoA,; (iii) na evolugdo de H a
partir de NADH mediada apenas pela fracdo membranar de células de E. aerogenes e (iv)
no rendimento encontrado estar acima do tedrico maximo para a conversao da fonte de
carbono (KUMAR; GHOSH; DAS, 2001; NAKASHIMADA et al., 2002; TANISHO et
al., 1989; ZHAO et al., 2009).

Porém, essa diferenca quantitativa poderia estar relacionada (i) ao consumo de
acetato decorrente de alteragcdes no metabolismo bacteriano ocasionadas pela diminuigéo

da disponibilidade de fontes de carbono e reducéo do pH no decorrer da fermentacéo; (ii)
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diferencas na quantidade excretada (ou re-internalizada) dos produtos da metabolizagéo
de acetil-CoA; (iii) pelo consumo de outros fatores nutricionais presentes encontrados no
meio de cultura para a producdo de formiato; (iv) pela conversdo de acetil-CoA a
componentes da biomassa e (v) pela interconversdo de formiato a acetato (CHONG et al.,
2009; COZZONE, 1998; GONG et al., 2016; LEONHARTSBERGER et al., 2002;
NGUYEN et al., 2008; SAWERS, 2005; WOLFE, 2005; ZELCBUCH et al., 2016).

Somado a isso, apesar da crescente atencdo destinada a essa via, ndo existe a
confirmacdo experimental da existéncia de nenhuma enzima que participe diretamente da
conversédo de NADH a H, além do que essas também estariam sujeita as limitagdes
termodinamicas ressaltadas anteriormente para as NFOR (LIU et al., 2017; ZHANG et
al., 2011). Tais discrepancias demonstram que, a despeito do conhecimento parcial sobre
a producdo biologica de H», ainda existem muitas informagdes sobre o metabolismo
microbiano a serem obtidas e confirmadas para que esse processo possa ser aplicado com
sucesso em escala real.

A exemplo do que ocorre para outros substratos, apesar do enorme potencial
biotecnologico da fermentacédo do glicerol residual a hidrogénio, algumas questfes ainda
inviabilizam a aplicacdo em grande escala desse processo. Entre as principais questdes a
serem resolvidas estdo a sensibilidade dos micro-organismos aos outros componentes do
glicerol bruto e a producdo de H> apenas em concentracdes muito baixas de glicerol,
fatores que tornam o processo mais oneroso devido principalmente a necessidade de
diluicdo do glicerol residual (CHATZIFRAGKOU e PAPANIKOLAOU, 2012;
LUKAJTIS et al., 2018; SARMA et al., 2013a,c).

Desta forma, a fim de garantir a aplicabilidade do processo, torna-se
imprescindivel tanto a busca por linhagens bacterianas que produzam hidrogénio com
uma menor diluicdo do glicerol quanto a compreenséo dos efeitos de altas concentracdes
desse substrato sobre 0 metabolismo microbiano, uma vez que essas inibem ndo s6 a

producdo de Hz, mas o desempenho das culturas de forma geral.

1.6. Alternativas para melhoria da bioconversao do glicerol

Atualmente, as abordagens de otimizagao da bioconversdo de substratos organicos
a hidrogénio podem ser divididas em trés vertentes principais: busca por novas linhagens,
adequacdo das condicbes de fermentacdo e modificacdo das vias metabdlicas

microbianas. Tais abordagens serdo discutidas nos itens a seguir.
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1.6.1. Engenharia metabolica e analise do fluxo metabdlico

A producao final de hidrogénio e outros compostos é considerada baixa por muitos
autores quando comparada ao potencial tedrico de conversdo de substratos organicos a
esses produtos. Dessa forma, muitos trabalhos ressaltam a necessidade de abordagens que
possibilitem a transposicéo de barreiras adaptativas e termodindmicas para aumentar o
rendimento da bioconversdo de residuos, entre eles o glicerol, a H2 e outros produtos
(DELLOMONACO et al., 2010; GHOSH et al., 2013; HALLENBECK e GHOSH,
2012a; POLADYAN et al., 2018; SABOURIN-PROVOST e HALLENBECK, 2009;
VALLE etal., 2017; YOSHIDA et al., 2006; WESTBROOK et al., 2018).

Baseados na potencialidade de aperfeicoamento do consumo de substrato,
produtividade e rendimento de compostos alvo, uma grande parcela dos pesquisadores
julga a engenharia metabdlica a alternativa mais promissora para alcancar a produgdo em
larga escala de biocombustiveis e outros produtos de origem bioldgica. Essa linha de
pensamento € baseada na pressuposta possibilidade de alteracdo das vias metabodlicas de
conversdo de substratos a produtos de interesse comercial (CHA et al., 2013;
DHARMADI et al., 2006; HALLENBECK et al., 2012; MAJIDIAN et al., 2018).

No ambito dos trabalhos sobre engenharia genética, seja para a compreensdo do
metabolismo ou visando melhorias na obtencao de bioprodutos, grande atencdo € dada a
bactéria Escherichia coli devido ao amplo conhecimento acerca de sua fisiologia, seu
rapido crescimento e a facilidade relativa de manipulacdo de seu material genético
(PONTRELLI et al.,, 2018). Além disso, até o inicio da atual década, estudos de
engenharia metabdlica visando a producdo de hidrogénio, por exemplo, avaliavam
preferencialmente processos de conversao de substratos comerciais, principalmente a
glicose (GOYAL et al., 2013). Outros agucares para os quais linhagens mutantes de E.
coli foram usadas para a producdo de hidrogénio sdo arabinose, xilose, frutose, sacarose,
maltose e lactose (GHOSH e HALLENBECK, 2009).

No que diz respeito ao glicerol, logo apds surgirem os primeiros indicativos de
expansdo da industria de biodiesel, houve um crescimento no ndmero de trabalhos
empregando técnicas com o foco de otimizar a bioconverséo de glicerol (puro ou residual)
para a obtencdo de produtos como 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol, succinato, lactato,
etanol e hidrogénio (LI et al., 2013;YAZDANI e GONZALEZ, 2010; ZHANG et al.,
2011).

Entre os trabalhos que fazem uso de engenharia genética para a conversdo de

glicerol a H» cita-se o de Hu e Wood (2010). Tais autores empregaram técnicas de
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adaptacéo evolutiva e mutagénese quimica induzida por nitrosoguanidina para obter uma
linhagem de E. coli (HW2) com uma taxa de crescimento especifico em glicerol puro 5
vezes maior que a cepa parental. Além disso, a produtividade volumétrica e a produgéo
de hidrogénio na linhagem HW2 foram aumentadas em 20 e 14 vezes, respectivamente.
A analise do transcrissoma total (feito por microarranjos de DNA) e a confirmacao dos
resultados por gRT-PCR comparando a expressao de genes especificos nas duas cepas
mostraram que a melhoria do desempenho da linhagem esta relacionada as alteragdes na
expressao de varios genes. Segundo os autores, 0 aumento da expressao do gene eno (que
codifica para a enzima enolase) pode ter contribuido para a maior geracdo de
dihidroxiacetona-fosfato e formiato; enquanto que a represséo dos genes focA e gatYZ e
fbp pode ter aumentado a quantidade intracelular de formiato e diminuido o consumo de
gliceraldeido-3-fosfato pela gliconeogénese, respectivamente.

Além de técnicas de mutacdo aleatdria, alguns trabalhos demonstram a
possibilidade de direcionar as modificacfes genéticas por meio da anélise da cinética das
reaces e da quantidade de metabdlitos gerados durante a fermentacdo do glicerol.
Cintolesi e colaboradores (2012), empregando analises de controle metabdlico (ACM)
para a fermentacdo de glicerol pela bactéria E. coli, identificaram as vias (e
consequentemente as enzimas e genes) a serem regulados para aumentar a produtividade
de etanol a partir de glicerol. Visto que a técnica de ACM permite inferir como a
concentracdo de um determinado metabolito pode influenciar tanto em passos individuais
da via quanto nas demais etapas da reacdo em estudo, ao invés de alteragdes multiplas,
foram definidas apenas duas enzimas (GlyDH e DhaK, codificadas pelos genes gldA e
dhaKLM, respectivamente) como responsaveis por controlar o consumo de glicerol e sua
conversdo a etanol. A superproducao dessas e das demais enzimas pertencentes a essa via
comprovou os resultados previstos no modelo, de modo que a degradacdo de glicerol e a
concentracéo final de etanol foram aumentadas apenas quando houve superexpressao dos
genes que codificam para GlyDH e DhaK. Como discutido em trabalho posterior do
grupo, amanipulacdo da via propiciou ndo apenas maior producdo de etanol, mas também
0 aumento da producdo de H> a partir de glicerol, considerando a produgdo equimolar de
etanol e formiato (e sua completa conversdo a hidrogénio) durante a fermentacédo
(CLOMBURG e GONZALEZ, 2013).

O estudo das vias de conversao do glicerol tambem pode ser util para a escolha de
genes a serem deletados visando o direcionamento do metabolismo microbiano para a

producdo de etanol e H2. O emprego dessa metodologia visa reduzir o fluxo de carbono e
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elétrons que é direcionado para vias que competem com a producdo desses dois
compostos. Yazdani e Gonzalez (2008) mostraram que a delecéo dos genes que codificam
para as enzimas fumarato redutase (frdA) e fosfotransacetilase (pta), responsaveis pela
producdo de succinato e acetato, respectivamente, deu origem a uma linhagem de E.coli
(denominada SY03) capaz de produzir 1 mol de etanol e 1 mol de H: (considerando a
conversado total do formiato a hidrogénio) para cada mol de glicerol consumido. Segundo
0s autores, 0s resultados sdo comparaveis aos obtidos para linhagens modificadas para a
conversao de agucares aos mesmos produtos.

Em dois trabalhos mais recentes, Tran e colaboradores (2014 e 2015) empregaram
técnicas de mutacdo aleatéria ou direcionada em E. coli, na tentativa de identificar
delecGes que beneficiassem a produgdo de H. a partir de glicerol. Com as mutagoes
randémicas (TRAN et al., 2015), feitas por meio do uso de do transposon Tn5, foram
obtidos quatro mutantes que apresentaram aumento (variando de 1,1 a 1,6) no rendimento
de hidrogénio por quantidade de glicerol consumido. Interessantemente, dois dos genes
que sofreram mutacdo (ycgR e ycgl) ndo apresentam relacdo direta com a via metabdlica
de dissimilacdo do glicerol, sendo um deles envolvido na estrutura flagelar e o outro com
funcdo desconhecida. Além disso, os autores verificaram um aumento na producéo de
formiato (e H2) e uma diminuigdo na producdo de etanol, contraditoriamente ao que é
mostrado em outros trabalhos (YAZDANI e GONZALEZ, 2008), mostrando que talvez
o favorecimento da producdo de etanol pode ndo ser diretamente correlacionado a uma
maior producdo de hidrogénio.

No trabalho com mutacdes direcionadas (TRAN et al., 2014), realizadas com uso
do sistema de transducdo P1, foram realizadas delecbes de genes diretamente
relacionados ao consumo e conversdo do glicerol a variados metabolitos, além da
combinacdo entre tais mutacfes. Os autores mostram que, como esperado, delecdes que
ajudam na evolucdo de hidrogénio a partir de glicose podem néo apresentar 0s mesmos
efeitos para a fermentacdo do glicerol e que delecbes que sdo benéficas isoladamente
podem apresentar efeitos nulos (ou mesmo negativos) quando usadas em conjunto. Como
principal resultado, foi obtido um mutante sétuplo que apresentou um aumento de 5 vezes
na produtividade e no rendimento da producdo de hidrogénio, sendo que delecBes
posteriores nesse mutante interferiram de maneira negativa no metabolismo celular
(supostamente no balango redox) de modo a prejudicar a producéo de Ho.

No entanto, o0 aumento na produtividade e no rendimento de H. apresentados no

trabalho de Tran e colaboradores (2014) foram compensados negativamente com uma
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queda acentuada no crescimento celular e no consumo de glicerol pelo mutante sétuplo
acarretando em uma producdo méxima de hidrogénio proxima ao da espécie selvagem e
na presenca de maiores concentracdes de glicerol residual apos a fermentacdo, fatos que
ainda inviabilizam a aplicacdo do processo fora dos limites de um laboratorio.

Como abordado por Wu e colaboradores (2015), a manipulacéo excessiva de vias
metabdlicas pode causar um desequilibrio entre 0 metabolismo energético e de carbono,
de modo que apenas micro-organismos que apresentam producgdes naturalmente muito
baixas possam ter suas vias manipuladas com sucesso e ostentar resultados expressivos.
Como exemplo préatico dessa afirmacdo, podem ser comparados os dados obtidos nos
trabalhos de Tran e colaboradores (2014) e Ito e colaboradores (2005), apresentados
anteriormente. O que pode ser visto € que, apesar do aumento no rendimento da producédo
de H2 alcangado apos a delecdo de sete genes de vias competitivas, a linhagem de E. coli
modificada apresentou uma producdo maxima de Hx (e etanol) levemente superior a
alcancada por uma cepa selvagem de E. aerogenes, porém em um tempo de ensaio 8 vezes
maior e sem consumir completamente o glicerol (o qual, quando comparados ensaios na
mesma concentracdo, ndo foi mais detectado no mosto de E. aerogenes HU-101 apds 6
horas de fermentacéo).

Ainda segundo Wu e colaboradores (2015), a despeito das evolugdes
biotecnoldgicas alcancadas com o uso de modificacBes genéticas, a vertente dos
biocombustiveis ainda apresenta apenas o etanol, um metabdlito obtido por vias naturais,
como unico produto economicamente viavel e em uso em larga escala na atualidade. Para
contornar tal situacdo, os autores sugerem a busca por linhagens diferentes das
empregadas como workhorses em processos fermentativos, visto a possibilidade da
existéncia de novas vias metabdlicas, e também andlises mais aprofundadas do
metabolismo microbiano (como anélises do fluxo metabdlico — AFM — e do balango de
fluxo — ABF) previamente a modificacGes genéticas.

A andlise do fluxo metabdlico (AFM) consiste, basicamente, no levantamento (em
bancos de dados) das vias metabdlicas para 0 micro-organismo selecionado e
determinacdo, com auxilio de dados experimentais e modelos matematicos, daquelas que
apresentam maior atividade nas condigdes testadas (TOYA et al., 2011). A aplicagéo
dessa analise previamente as etapas de manipulacdo genética pode ser de grande valia
para a otimizagdo dos processos bioldgicos de produgédo de Ho, tanto para determinar
modifica¢fes genéticas quanto para adequar as condigdes ambientais do processo. A

despeito de sua funcionalidade ja demonstrada para outros sistemas (CAl et al., 2010,
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2011), a busca na literatura ndo revelou trabalhos que apliquem essa técnica para
aumentar a converséo de glicerol a hidrogénio.

Mesmo para produtos com fins diferentes dos biocombustiveis, 0 conhecimento
que se tem hoje sobre o metabolismo microbiano ndo permite alcancar resultados
aplicaveis industrialmente por meio da manipulacdo genética, como ressaltado por Sun e
colaboradores (2018) para a producéo de 1,3-PDO a partir de glicerol.

Pelo exposto, os trabalhos citados mostram que, apesar da converséo de glicerol a
diferentes produtos obtida em alguns trabalhos estar préxima, ou mesmo idéntica, ao
rendimento tedrico, muitos estudos sobre o metabolismo microbiano ainda séo
necessarios para resolver questdes tais como a capacidade de crescimento, consumo total
e taxa de consumo do substrato, principalmente em concentracgdes elevadas de glicerol; o
aumento da producdo, rendimento e taxas de conversdo; resisténcia a toxicidade dos
contaminantes presentes no glicerol bruto; e a compreensédo e direcionamento de vias
metabdlicas para a conversdo do glicerol a H> e demais produtos sem prejudicar o
crescimento celular e o consumo do substrato.

Portanto, considerando o que foi exposto para o campo da engenharia metabolica,
estudos acerca da influéncia das condi¢fes ambientais sobre 0 metabolismo de linhagens
com a capacidade de conversdo do glicerol ainda sdo de extrema importancia para o
desenvolvimento de sistemas Uteis para a bioconversdo desse residuo em um futuro

préximo.

1.6.2. Escolha do tipo de cultura microbiana e otimizacéo das condicdes de
fermentacéo

Esta abordagem busca a selecéo de culturas microbianas puras ou mistas capazes
de fermentar o substrato de interesse. O uso combinado de vérias culturas microbianas,
as chamadas comunidades mistas, apresenta a possibilidade de unido de diferentes
capacidades hidroliticas, além de outros fatores importantes como a capacidade de
deplecdo de oxigénio, formacdo de grénulos e quebra de substratos complexos.
Entretanto, a presenca de varios micro-organismos pode trazer instabilidade ao processo
de producdo de hidrogénio, devido & ocorréncia de competi¢ao pelo substrato, consumo
de hidrogénio (principalmente por bactérias homoacetogénicas) e mudanga do
metabolismo de alguns membros frente a condicdo ambiental instavel (GUWY et al.,
2011; MARTINEZ-MERINO et al., 2013).
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Considerando que o residuo do biodiesel é constituido principalmente pelo
glicerol (um substrato de baixa complexidade), a presenca de bactérias com diferentes
capacidades hidroliticas ndo se mostra vantajosa para a producdo de hidrogénio e, desse
modo, o emprego de micro-organismos isolados para a bioconversao de glicerol a H»
torna-se mais adequado. O uso de culturas puras facilita o controle do processo e o
direcionamento do metabolismo para a producéo do composto desejado.

Culturas bacterianas puras para a conversédo do glicerol podem ser obtidas de
fontes comerciais ou podem ser isoladas de comunidades naturais ou comunidades ja
adaptadas ao substrato, tal como em reatores aplicados ao tratamento de residuos da
producdo de biodiesel. O isolamento segue adotando-se meios de cultura especificos
acrescidos de glicerol como fonte de carbono. Como demonstrado por Ito e colaboradores
(2005), a linhagem HU-101 de Enterobacter aerogenes, isolada de lodo metanogénico,
foi capaz de produzir aproximadamente 1 mol de H2 e 1 mol de etanol por mol de glicerol
bruto consumido, além de outros compostos como lactato, acetato, formiato e 1,3-
propanodiol em menores quantidades.

Reungsang e colaboradores (2013) mostraram a capacidade da cepa KKU-S1 de
E. aerogenes, obtida de lodo empregado para o tratamento de residuos com alta
quantidade de agUcares, em produzir 0,12 mol de Hz e 0,83 mol de etanol por mol de
glicerol puro, obtendo uma conversédo de 70% da energia contida no substrato na
formacédo de tais produtos. Vale ressaltar que, apesar dos altos rendimentos, em ambos 0s
casos citados, e nos demais trabalhos encontrados na literatura, a producédo de hidrogénio
ocorreu apenas com a complementacdo do meio com outros nutrientes (na maioria das
vezes com suplementos complexos como extrato de levedura, carne ou malte, ou peptona,
0s quais também podem servir como fonte de carbono). Além disso, também se mostram
necessarias medidas de adequacdo de outros parametros do processo, como pH,
temperatura, concentracao dos suplementos e uso de sais (CHONG et al., 2009; DUTTA
etal., 2009; KHANNA etal., 2011; LEE etal., 2012; SONG et al., 2010; TRCHOUNIAN
etal., 2016)

Nesse &mbito é que atuam as abordagens pertencentes a linha de otimizacdo das
condigdes de fermentacdo. Em ambos os trabalhos citados acima, o consumo de glicerol
e a producdo de hidrogénio foram dependentes da adi¢cdo de extrato de levedura ou
solugcdo de vitaminas (ITO et al., 2005; REUNGSANG et al.,, 2013). Segundo
Fountoulakis e Manios (2009) e Sarma e colaboradores (2013a, b), esse fato levanta a

possibilidade de co-fermentacdo do glicerol com outros residuos para aumentar a
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producdo de compostos de interesse. O uso de outros residuos para a suplementacao do
meio com elementos traco e fontes de nitrogénio é uma alternativa para alcancar alta
producdo de hidrogénio e diminuir o custo com o meio de fermentagédo (SARMA et al.,
2013a). Nesta linha, varios trabalhos mostram melhorias na geracdo de diferentes
produtos ao empregar a co-digestdo de glicerol com residuos como lodo, restos de
alimentos, esterco, vinhaca, biomassa de algas, entre outros (BULKOWSKA et al., 2018;
MENESES-REYES et al., 2018; SILVA, F. M. S. et al., 2018).

Além da composicdo do meio, alguns trabalhos mostram que alteracdes nas
configuracBes do reator podem ser Uteis para a conversdo microbiana do glicerol. Han e
colaboradores (2012) mostraram a aplicabilidade do aumento da concentracéo celular por
meio da imobilizacdo de células de E. aerogenes em pérolas de diferentes polimeros
(&gar, alginato, silica, entre outros). O maior nimero de células propiciou, até certo ponto,
0 aumento da producéo de H». Outros trabalhos demonstraram que pardmetros como a
quantidade de in6culo, a concentracdo inicial de glicerol, o headspace dos reatores, a
presenca de oxigénio e, concentracdo de sais e taxa da carga organica podem influenciar
no processo (CHAUDHARY et al., 2011; JITRWUNG e YARGEAU, 2011; MARKOQV,
2012; SITTIJUNDA e REUNGSANG, 2017).

Com o intuito de auxiliar na determinacao de melhores condic6es para a produgéo
dos bioprodutos de interesse, sdo reportados na literatura diferentes ferramentas
estatisticas. O uso de delineamentos experimentais baseados nas matrizes do Composto
Central ou de Doehlert combinados com analises de superficies de resposta € uma
estratégia ja consolidada em estudos de otimizacdo da conversao de substratos a produtos
de interesse (BERIKTEN e KIVANC, 2014; IMANDI et al., 2007). Outra ferramenta que
apresenta a possibilidade de ser usada para direcionar a melhoria de processos é a fungédo
de desejabilidade, a qual, apesar de sua relativa simplicidade para a predicdo e otimizagédo
de respostas multiplas ainda € empregada apenas para processos termoquimicos (LEE et
al., 2018), ndo sendo encontrados trabalhos aplicando essa funcdo diretamente em
processos bioldgicos, 0 que abre a possibilidade de seu uso como uma nova alternativa
para tais sistemas.

Levando em consideracdo 0s conhecimentos apresentados, esse trabalho tem
como objetivo principal o entendimento das vias de bioconversao do glicerol a Hz, etanol
e 1,3-PDO em cepas bacterianas isoladas de sistemas de tratamento de glicerol bruto. Para
isso, varios dos fatores ambientais tidos como influentes sobre o metabolismo microbiano

foram avaliados e a otimizados.
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CAPITULO 2
2.1. Justificativa

A evolugéo e o desenvolvimento da sociedade humana estéo estritamente ligados
com o uso de fontes de energia. Até recentemente, a disponibilidade natural, a relativa
facilidade de obtencdo e a ideia de inesgotabilidade de combustiveis fosseis regeram o
consumo de recursos naturais para a obtencédo de energia. Tal quadro implica em diversos
problemas ambientais de nosso tempo, como poluigéo, degradacdo de ambientes naturais
e aquecimento global, além da constante ameaca de escassez de tais fontes que, junto a
oscilacbes de mercado, causa também cenarios de instabilidade e problemas
socioecondmicos.

Felizmente, em resposta a oscilagdes do preco de combustiveis fdsseis, nas
ultimas décadas vém crescendo a busca por fontes alternativas de energia, as quais
possam ser manipuladas durante todo seu ciclo de vida, como é o caso dos
biocombustiveis (principalmente bioetanol e biodiesel). No entanto, apesar de superiores
no que diz respeito a sustentabilidade e a reutilizacdo de dioxido de carbono, o balango
de massa do processo de producdo dos biocombustiveis esta longe de ser fechado, visto
a quantidade de residuos gerados nas etapas de transformacdo da biomassa. Como
exemplo, a despeito do incentivo a sua producdo, o biodiesel traz como subproduto
enormes quantidades de glicerol, sub-produto para o qual sdo necessérias acdes de
destinacao apropriadas.

Desse modo, visando alcangar o conhecimento necessario para a instauracao de
biorrefinarias de biodiesel, sdo buscados diferentes métodos que propiciem a recolocacao
do glicerol na cadeia energética e/ou econdémica da producao de biodiesel, convertendo-
0 a produtos com maior potencial de mercado. Entre esses métodos, aqueles que aplicam
micro-organismos tém recebido grande atencdo, devido principalmente a maior
compatibilidade ambiental desses processos em relacdo a processos termoquimicos e a
capacidade de obtencdo de produtos energéticos, como hidrogénio e etanol, dois
biocombustiveis considerados como extremamente promissores.

Nesse &mbito, nos ultimos anos, muitos trabalhos mostraram a evolucdo do
conhecimento e aperfeicoamentos desse processo, empregando diferentes culturas,
otimizacdo das condicdes, variagdes na configuracdo do sistema e engenharia metabdlica.
No entanto, apesar das melhorias alcangadas, a aplicabilidade da transformacéo biologica

de glicerol ainda esbarra em complicagOes inerentes a sistemas reais, principalmente no
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que diz respeito as altas concentracdes de substrato e a presenca de impurezas que ainda
inviabilizam a aplicacdo préatica do processo.

Desse modo, esse trabalho visou estudar as diferencas no metabolismo de isolados
bacterianos produtores de H> e etanol quando em contato com diferentes concentrages
iniciais de glicerol e diferentes parametros operacionais, com o intuito de conhecer os
fatores metabdlicos que podem limitar o desempenho microbiano em altas concentragdes
desse substrato e, assim, obter informacGes para posteriores otimiza¢des do processo.
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2.2. Objetivos

Objetivo geral
Avaliar a fermentacdo de glicerol a hidrogénio e etanol por Enterobacter sp.

Objetivos especificos
1. Isolar, caracterizar e selecionar enterobactérias capazes de consumir glicerol.

2. Avaliar a influéncia da concentra¢do do substrato sobre o desempenho dos
isolados na fermentacédo do glicerol a Hz e etanol.

3. Analisar a influéncia de parametros da fermentacdo, como pH, aerobiose,
impurezas e quantidade de indculo, sobre a capacidade de consumo e conversdo do
glicerol a H2 e etanol pelo isolado Enterobacter sp. 9R.

4. Buscar os melhores valores para os parametros pH, concentracdo de indculo e
concentracdo de substrato visando a producdo de hidrogénio e etanol e o consumo de

glicerol.
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CAPITULO 3
3. Metodologia

As metodologias descritas abaixo foram realizadas no Laboratorio de Biologia e
Tecnologia de Micro-organismos (LBTM) e no Laboratério de Quimica Tecnoldgica e

Ambiental (LQTA) da Universidade Federal de Ouro Preto. A figura 5 mostra a sequéncia

de experimentos realizados.

Figura 5. Fluxograma dos experimentos realizados nesse trabalho.
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3.1. Isolamento das bactérias

O isolamento dos micro-organismos foi feito a partir do lodo de um reator UASB
(Upflow Anaerobic Sludge Blanket) em escala de bancada empregado para o tratamento
do residuo de producdo de biodiesel (ALBUQUERQUE, 2014). Para isso, 10g de lodo
foram diluidos em 90 mL de tampao fosfato salino esteril pH 7,8 (KH2PO4 2mM, Na2PO4
6 mM e NaCl 10mM) e homogeneizados com o auxilio de agitador de tubos por 2
minutos. Um volume de 100 pL da suspensdo de micro-organismos foi plaqueado no
meio de cultura EMB (meio eosina azul de metileno), especifico para membros da familia
Enterobacteriaceae). As placas foram incubadas a 25°C em estufa bacteriologica sob
condicGes aerdbias (NUNES, 2014).

3.2. Caracterizacdo morfologica e bioquimica dos isolados

Os isolados foram caracterizados quanto a cor e formato das col6nias e também
empregando a coloracdo de Gram e posterior visualizagdo em microscépio dptico.

Para a caracterizacdo bioquimica, foram realizados os testes de: producao de H>S,
motilidade, producao de indol, vermelho de metila (VM), Voges-Proskauer (\VP), citrato,
lisina, hidrdlise de uréia, consumo de glicose e lactose, producdo de gas e agar triplo
acucar e ferro (TSI) (Breed et al., 1957).

3.3. Sequenciamento do gene rRNA 16S

Previamente ao sequenciamento, o0 DNA genémico dos isolados foi extraido
seguindo o protocolo descrito por Cheng e Jiang (2006). Para isso, 1 mL de células
crescidas overnight em meio minimo acrescido de glicerol foi coletado e centrifugado a
8.000 g por 2 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspensas em 400 pL de tampdo STE (100 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA,
pH 8.0) e novamente centrifugadas a 8.000 g por 2 minutos. O pellet foi ressuspenso em
200 pL de tampdo TE (10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) e a suspensdo foram
adicionados 100 pL de fenol saturado em Tris 10 mM. A mistura foi agitada por 60
segundos e centrifugada a 12.470 g por 5 minutos a 4 °C. 160 pL da fase aquosa foram
transferidos para um novo tubo, ao qual foram adicionados 40 pL de tampdo TE e 100
pL de cloroférmio. O tubo foi centrifugado a 12.470 g por 5 minutos a 4°C e a etapa de
transferéncia, adicao de cloroformio e TE e centrifugacdo foi repetida até a eliminacdo da

interface branca entre a fase aquosa e a fase organica.
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Para a amplificacdo do fragmento RNAr 16S foram empregados os iniciadores
Epsilon 10 (5"-GAGASTTGATCMTGGCTCAG-3") e 1541R (5’-AAGGAGGTGATC
CAGCC-3’) para o dominio Bacteria. A mistura de PCR foi constituida de: 2,5 pL de
Tampdo (10X), 2,0 pL de MgCl2 (2,0 mM), 1,25 pL de cada iniciador (0,5 pmol/ul), 0,5
pL da mistura de dNTP (0,2 mM), 0,125 pL de Taq polimerase (1,25 u/ul; Fermentas),
2,0 pl de DNA molde e agua para um volume final de 25 pl. Os tubos foram submetidos
as seguintes condi¢des de amplificacdo: desnaturacdo inicial de 5 minutos a 94°C; 25
ciclos compostos de 30 segundos a 94°C, 1 minuto a 60°C, 1 minuto a 72°C; e uma
extensdo final de 10 minutos a 72°C. A amplificacdo do gene de interesse foi verificada
por eletroforese em gel de agarose a 1%.

Para o sequenciamento, os amplicons foram extraidos do gel de acordo com o
protocolo descrito por Aitken e colaboradores (1998). As bandas foram excisadas do gel,
transferidas para microtubos e mantidas em banho-maria a 65 °C até o derretimento das
mesmas. O mesmo volume de fenol foi adicionado aos tubos e, ap6s agitacdo manual, 0s
mesmos foram centrifugados a 12.470 g por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida
para novos microtubos aos quais foi adicionado o mesmo volume de uma mistura (1:1)
de fenol/cloroférmio. Apos agitacdo, os microtubos foram novamente centrifugados a
12.470 g por 10 minutos e a fase aquosa transferida para novos microtubos. A fase aquosa,
foi adicionado 1/10 (em volume) de acetato de sddio 3M pH5,5 e o dobro de volume de
etanol 100%.

Apbs agitacdo, os microtubos foram centrifugados a 12.470 g por 15 minutos e o
sobrenadante descartado. 500 pL de etanol 70% foram adicionados aos microtubos,
seguido de nova centrifugacdo e descarte do sobrenadante. Apos evaporacdo do etanol a
temperatura ambiente, o pellet foi ressuspenso em 20 pL de 4gua destilada. Os fragmentos
de DNA purificados foram enviados para sequenciamento pela empresa Genomic
Engenharia Molecular Ltda., e os resultados analisados pelo programa Ribosomal
Database Program (RDP, Release 8.1; MAIDAK et al., 1996) conforme Wang e
colaboradores (2007).

3.4. Ensaios de crescimento bacteriano, consumo de glicerol e producéo de
H: e outros metabolitos em reatores em batelada sob diferentes condi¢cfes

Diferentes ensaios foram realizados a fim de caracterizar o comportamento dos
isolados durante o consumo anaerdbio de glicerol e de otimizar a bioconversdo desse

substrato pelo isolado Enterobacter sp 9R. Previamente & realizacdo dos ensaios, 0s
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isolados foram conservados a 4°C em placas de Petri contendo agar nutriente e, exceto
quando descrito no texto, glicerol. Durante o processo fermentativo foram coletadas
amostras da fase gasosa para verificacdo da producdo de Hz e da fase liquida para
avaliacdo do crescimento microbiano e da producdo de metabdlitos soluveis dos reatores
em batelada. As particularidades de cada ensaio, juntamente com os protocolos de anélise,
sdo dadas nos tdpicos e subtdpicos seguintes. Abaixo sdo dadas as caracteristicas gerais
a todos 0s ensaios.

O meio empregado para todos os ensaios de fermentacéo de glicerol, denominado
como meio minimo, foi adaptado de Homann e colaboradores (1990) sendo composto de
3,40 gL KoHPO4; 1,30 gL KH2PO4; 2,00 gLt (NH4)2SO4; 0,005 gL FeS04.7H20;
0,20 gL! MgS04.7H.0; 0,02 gL CaCl,.2H,0; 0,25g NaHCOs e 1 gL extrato de
levedura (em substituicdo ao conjunto de vitaminas empregado no meio original).

Com o intuito de garantir as condi¢bes de anaerobiose dos ensaios, todas as
solucBes empregadas (meio, glicerol e 4gua) foram preparadas com agua fervida. Além
disso, os ensaios foram realizados em frascos ambar de 250 mL selados com tampa de
borracha e lacre metalico. Ap6s serem lacrados, a atmosfera dos frascos foi purgada com
nitrogénio por 1 minuto com o intuito de eliminar o oxigénio presente. Essa purga com
N> também foi realizada a cada amostragem dos frascos, para garantir que todo o
hidrogénio produzido no intervalo analisado fosse removido antes da proxima leitura da
fase gasosa.

Para a realizacdo dos ensaios, uma coldnia das culturas mantidas em placas de
Petri foi coletada e inoculada em um tubo de ensaio com tampa de rosca com 5 mL de
meio minimo contendo glicerol ainda sob condi¢fes aerébias. Ap6s 16 horas de
incubacdo a 35 °C e 170 rpm, 500 pL dessa cultura foram repicados em um frasco ambar
lacrado (sob condicdes anaerdbias) contendo meio minimo acrescido de glicerol, em um
volume final de 150 mL. Para o inicio dos ensaios, essa Ultima cultura foi inoculada para
uma densidade Optica a 550 nm de 0,035 (exceto quando especificado um valor diferente

no texto) em frascos lacrados e esses reatores foram incubados a 35 °C e 170 rpm.

3.4.1. Determinacgdo da massa seca de células

O crescimento dos micro-organismos foi acompanhado por meio da medicédo da
densidade 6ptica da cultura a 550 nm com auxilio de um espectrofotémetro UV-Visivel
(SP-2000UV, Spectrum). Para o isolado Enterobacter sp. 9R também foi realizada a

determinacdo da massa seca de células. Para isso, foi realizado um ensaio de fermentacéo
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do glicerol como descrito no topico 4.4 e 10 mL da fase liquida foram coletados entre 0
e 24 horas de ensaio em intervalos de duas horas.

Ap0s a coleta, a fase liquida foi filtrada por sistema de vacuo em membranas pré-
pesadas de éster de celulose com porosidade de 0,45 um. Em seguida, as membranas
foram mantidas em estufa de secagem a 80 °C até que ndo fosse verificada nenhuma
alteracdo de massa. O uso desse procedimento permitiu a determinagdo da equivaléncia
entre 1,0 ponto de absorbéncia a 550 nm e 0,49 gL de massa seca de células para o
isolado 9R.

3.4.2. Verificacdo da influéncia da concentragéo inicial de glicerol sobre o
metabolismo dos isolados

Um dos principais problemas a serem resolvidos quanto a conversdo biolégica do
glicerol é a dificuldade dos micro-organismos em lidar com altas concentracfes desse
composto (SARMA et al., 2013b). Considerando esse fato, 0s primeiros ensaios de
fermentacdo realizados visaram compreender as atividades das rotas metabolicas dos
isolados em diferentes concentracgdes iniciais de glicerol.

Para isso, a montagem geral dos reatores em batelada seguiu o descrito no item
3.4. Os experimentos foram realizados em meio minimo com pH 6,5 em trés diferentes
concentragdes iniciais de glicerol: 5,00; 14,00 e 40,00 gL, empregadas desde as placas
para manutencdo dos micro-organismos, até os frascos de adaptacdo, indculo e ensaios
de fermentacdo. Os reatores em batelada foram incubados a 35 °C e 170 rpm e foram
monitorados até o encerramento da producdo de hidrogénio. O pH dos meios também foi
definido com base no trabalho de Homann e colaboradores (1990). A escolha das
concentracdes de glicerol foi baseada nos valores iniciais empregados para a fermentacéo
desse substrato em varios trabalhos apresentados na literatura e discutidos durante a
revisao de literatura, com o intuito de serem testadas concentracdes consideradas como
baixas, medianas e elevadas.

Para estimar o direcionamento de carbono em cada situacdo, os rendimentos
produto/substrato (Ypss) foram calculados dividindo a quantidade de produto (em gL ou
molL™?) pela quantidade de substrato consumido em cada condigdo testada. Além disso,
o direcionamento relativo do carbono foi calculado por meio das razdes entre o0s
rendimentos Ypss de produtos derivados de acetil-CoA e os rendimentos Yps de produtos

gerados previamente a geragdo de acetil-CoA.
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Em um segundo momento, foi avaliada a possibilidade de pré-adaptacdo do
metabolismo do isolado 9R a concentracgdo de glicerol presente no frasco indculo. A fim
de verificar essa hipotese, foram realizados ensaios similares aos descritos no paragrafo
anterior, com a diferenca de que células pré-condicionadas em alta concentracdo de
glicerol (50 gL™) durante o periodo de crescimento do indculo foram inoculadas em

ensaios de fermentacdo com concentragdo intermediaria de glicerol (20 gL™) e vice-versa.

3.4.3. Avaliacdo dos impactos de contaminantes do glicerol bruto sobre o
metabolismo do isolado Enterobacter sp. 9R

Além da dificuldade em se trabalhar com altas concentragdes de substrato, outro
obstaculo para o tratamento bioldgico do glicerol residual € a presenca de diversas
impurezas em sua composi¢do (SAMUL et al., 2014). Desse modo, foram realizados
testes para a verificacdo dos efeitos de alguns desses contaminantes sobre o metabolismo
do isolado Enterobacter sp. 9R. Para os testes, foram escolhidas as impurezas NaCl, KCI
e metanol, as quais apresentam maior ubiquidade e concentragdo média em amostras de
glicerol e/ou maior efeito tdxico sobre micro-organismos, com base na informacéo
disponibilizada por varios autores (HANSEN et al., 2009; HU et al., 2012; KERR et al.,
2009; LIANG et al., 2010; MOTHES et al., 2007; RYWINSKA et al., 2016;
VENKATARAMANAN et al., 2012). As concentracfes de cada impureza também foram
calculadas a partir dos valores reportados por esses estudos.

Assim, os ensaios foram montados de acordo com o que é descrito no item 4.4,
com a adicdo individual em cada teste de NaCl (na concentracdo final de 0,86 ou 1,43 gL~
1 ou KCI (na concentragio final de 0,86 ou 1,43 gL ) ou metanol (na concentragéo final
de 2,00 ou 3,14 gL}).

3.4.5. Avaliacdo dos efeitos da quantidade inicial de células sobre o
metabolismo do isolado Enterobacter sp. 9R

Vaérios valores referentes a quantidade de células usadas como indculo sédo
reportados na literatura para ensaios de conversdo do glicerol, tanto para culturas puras
como para culturas mistas (LIU et al., 2013; PARATE et al., 2018; REUNGSANG et al.,
2013; VIKROMVARASIRI et al., 2016). A fim de verificar a influéncia desse fator sobre
0 metabolismo do glicerol pelo isolado 9R foram montados reatores em batelada como
descrito no item 4.4 e os ensaios foram realizados com valores de densidade Optica inicial

da cultura 2 e 7 vezes maiores que o valor padronizado nos primeiros ensaios (0,035),

35



Zorel, J. A. Capitulo 4: Resultados e Discussao

empregando para cada condicdo, um valor inicial de DO de 0,070 e 0,245,

respectivamente.

3.4.6. Avaliacdo dos efeitos da aerobiose e do pH sobre o metabolismo do
isolado Enterobacter sp. 9R

Alguns autores reportam grandes diferencas metabdlicas para a mesma linhagem
em processos de conversdo de substratos sob condi¢Oes de anaerobiose ou aerobiose,
sendo para alguns micro-organismos e produtos a presenca de oxigénio pode ser benéfica
(CHEN et al., 2006; HALLENBECK, 2005; MAZUMDAR et al., 2013). Além da
presenca de oxigénio, o pH dos meios empregados para processos de bioconversao
realizados apresenta inimeros exemplos de tentativas de otimizacdo (LEE et al., 2017;
LIN e LAY, 2005; RODRIGUES et al., 2018; TRCHOUNIAN et al., 2015).

Desse modo, a influéncia desses dois fatores também foi analisada. Para analisar
os efeitos do pH, foram realizados os mesmos procedimentos descritos no item 3.4, no
entanto, com o pH inicial fixado em 8,0. Ja para avaliar os efeitos da oxigenagdo, também
foram realizados os mesmos procedimentos descritos no item 3.4, com excecdo da purga
com Nz, a qual ndo foi realizada inicialmente. Em vez disso, os frascos foram mantidos
com atmosfera ambiente e nos pontos de 4, 8, 10, 14, 26, 54, 72 horas, foram purgados
com ar sintético (20,0% O e % 80,0 N2, WhiteMartins). Para todos os outros pontos de

coleta desse ensaio, a purga foi realizada com Na.

3.5. Técnicas analiticas
3.5.1. Coleta da fase liquida e quantificacdo dos compostos por cromatografia

liquida

Para verificar quais compostos foram produzidos durante os ensaios, amostras de
1,5 mL foram tomadas em diferentes intervalos de tempo, filtradas em membranas de
0,45 um com auxilio de uma seringa e analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Com o auxilio de um auto injetor (modelo SIL 30AC - Shimadzu®), um
volume de 20 pL foi injetado em um sistema HPLC Shimadzu equipado com duas colunas
em série (HPX-87H e Fermentation Monitoring, Bio-Rad).

A separagdo dos metabolitos foi monitorada com o uso de um detector UV-Vis
(SPD-10AV Shimadzu®, nos comprimentos de onda de 210 nm e 284 nm) seguido de

um detector de indice de refracdo (RID-6A Shimadzu®). A fase movel empregada foi
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acido sulfarico a 6 mM (grau HPLC, Sigma) na vazao de 0,5 mL/min e a temperatura do
forno (CTO-10A Shimadzu®) foi mantida a 36 °C.

Para a verificacdo dos compostos produzidos, os tempos de retencdo dos picos dos
cromatogramas foram comparados com 0s cromatogramas obtidos da separacdo da
mistura de padrdes de diferentes metabdlitos. Foram inseridos no pool de padrdes, além
do glicerol, variados compostos que podem ser produzidos durante a fermentacdo desse
substrato ou que podem estar presentes em amostras de glicerol bruto: lactato, succinato,
formiato, acetato, propionato, butirato, iso-butirato, valerato, iso-valerato, metanol,
etanol, propanol, 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol, 2,3-butanodiol e butanol. A
quantificacéo foi realizada empregando-se curvas padréo na faixa de concentragdo de 100
mgL* a 5.000 mgL! para élcoois, polialcoois e acidos organicos e 100 mgL™ a 40.000

mgL* para o glicerol.

3.5.2. Coleta da fase gasosa e determinacéo do H2 produzido

Previamente a cada amostragem da fase gasosa, a presséo dos frascos foi aferida
com uso de um mandmetro. Em seguida, com auxilio de uma seringa, uma amostra da
fase gasosa foi injetada em um cromatdgrafo gasoso acoplado a um detector de
condutividade térmica (GC-TCD, GC-2014 Shimadzu) equipado com colunas CP-
Molsieve 5A e CP Pora BOND Q. Para a separacdo dos gases, nitrogénio foi empregado
como gas de arraste, as temperaturas do forno e do detector foram mantidas a 40°C e
120°C, respectivamente, e a velocidade linear mantida a 50,0 cm/s. Os valores da
concentracdo dos gases foram obtidos usando a teoria de gases ideais e corrigidos para
condicdes de pressao de 1 atm e temperatura de 273 K.

3.6. Célculos, planejamento experimental e modelagem

Para auxiliar na compreensdo e comparacdo dos dados experimentais, foram
empregadas diferentes ferramentas matematicas, apresentadas nos sub-itens abaixo. Os
métodos apresentados nessa sec¢do foram colocados em prética por meio dos softwares
MATLAB (Math Works, 2010) e STATISTICA (Tibco, 2010).

3.6.1. Analise da cinética de producéo de H2
Para a modelagem e andlise cinética dos dados de producéo de H» foi empregado
0 modelo modificado de Gompertz como descrito por Zwietering e colaboradores (1990),

segundo a equacdo abaixo:
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[(BmE)ea-)+1)]

Produgdo de H2 (mmol) = Pe™®

Onde:

P = producdo maxima producédo de hidrogénio (mmol);
Rm = taxa maxima de producao do gas (mmol/h);

A = tempo de fase lag (horas);

e = constante de Euler (2,71828)

O uso do modelo modificado de Gompertz j& é consolidado na literatura para
andlises da producéo biologica de H, (LO et al., 2013; MARU et al., 2013; SEIFERT et
al., 2009; SELEMBO et al., 2009) e por isso foi empregado para a modelagem de nossos

dados.

3.6.2. Analise da cinética de consumo de substrato e crescimento microbiano
Para a modelagem dos dados de consumo de substrato e crescimento microbiano
foi empregado, primeiramente, 0 modelo de Monod. Buscando o melhor ajuste dos dados,
devido a hip6tese de inibicdo pelo substrato outros modelos foram testados, entre eles os
de Moser, Tan, Haldane e Luong (DUTTA , 2015). As equacdes dos modelos de Monod

e Luong sdo mostradas abaixo:

U= HieS Equacéo de Monod
(K +S5)
— /’Lmaxys |: ,VS :ln
=] —
(KS + Vs) Vs Equacdo de Luong

Onde: p = velocidade especifica de crescimento;
umax = velocidade especifica maxima de crescimento;
S = concentracao de substrato;
Ks = constante de saturacdo (igual a S quando p = 0,5 pumax);
Ys = concentracdo de substrato;
y's = concentracdo maxima de substrato acima da qual o crescimento é

completamente inibido.
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3.6.3. Equacéo estequiometrica da conversao de glicerol em produtos

Para verificar o efeito das diferentes concentragdes de glicerol sobre o conversao
de substrato a produtos, foi estabelecida uma equagdo com o0s coeficientes
estequiométricos para todos os metabdlitos encontrados ao final da producdo de
hidrogénio para o isolado 9R, nos ensaios de verificacdo da influéncia da concentracao

inicial de glicerol sobre o metabolismo do mesmo, a qual é mostrada abaixo:

C;HO;+aNH; +bCH, 505N 3; & ¢CH,; ;055N 25
+dH,
+eCO,
+H,O
+¢gC,H,O
+hC;H,0,
+HC,H,O,
+C;H,O,
+kC,H 0,
Onde: a = coeficiente estequiométrico da amonia;
b = coeficiente estequiométrico do extrato de levedura (NIELSEN et al., 2003);
c = coeficiente estequiométrico da biomassa de Enterobacter (NIELSEN et al.,
2003);
d = coeficiente estequiométrico do hidrogénio;
e = coeficiente estequiométrico do didxido de carbono;
f = coeficiente estequiométrico da agua;
g = coeficiente estequiométrico do etanol;
h = coeficiente estequiométrico do 1,3-propanodiol;
i = coeficiente estequiométrico do acido succinico;
J = coeficiente estequiométrico do acido latico;

k = coeficiente estequiométrico acido acetico.

3.6.4. Planejamento experimental e determinacdo dos parametros de
desejabilidade para a obtencéo de diferentes produtos de interesse

Os dados obtidos durante os experimentos de caracterizacdo do metabolismo do
isolado 9R foram usados para definir as variaveis pH, concentragdo inicial de glicerol e

concentracdo inicial de células como os pardmetros ambientais relevantes a serem
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ajustados para aumentar a bioconversao do glicerol. Tais melhorias foram avaliadas por
meio da realizacdo de uma série de 19 ensaios delineada empregando para o planejamento
experimental a matriz de Doehlert, como descrito por Ferreira e colaboradores 2004.

Para cada um dos ensaios foram definidos diferentes valores para as variaveis
supracitadas. Para a realizacdo do planejamento, foram definidos como minimos e
maximos, respectivamente, para cada variavel os valores de pH: 6,50 e 9,50; glicerol
inicial: 5,00 e 50,00 gL!; e indculo: 0,009 a 0,031 gL™. Os valores determinados para
cada variavel sdo mostrados na tabela 4, juntamente com as respectivas razdes
carbono/nitrogénio (C/N) de cada ensaio. Os valores de maximo e minimo para cada
variavel analisada foram determinados com base nos resultados dos ensaios realizados
previamente.

Apds a realizacdo dos ensaios, os valores obtidos para cada varidvel resposta
(produtos de interesse) foram verificados por meio de andlise de variancia (ANOVA),
diagrama de Pareto e superficie de resposta. As informacdes extraidas dessas analises
foram entdo submetidas a ferramenta de desejabilidade, para obter condi¢des otimizadas

para a producdo de diferentes conjuntos de metabdlitos.
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Tabela 4. Valores das variaveis pH, concentracdo inicial de glicerol e inoculo

determinados pelo planejamento experimental de Doehlert.

Experimento pH Glicerol (gL ™) In6eulo (gL™) Razéo C/N
1 9,50 27,50 0,020 15,26
2 8,75 50,00 0,020 27,74
3 8,75 35,00 0,031 19,42
4 6,50 27,50 0,020 15,26
5 7,25 5,00 0,020 2,77
6 7,25 19,99 0,009 11,09
7 8,75 5,00 0,020 2,77
8 8,75 19,99 0,009 11,09
9 7,25 50,00 0,020 27,74
10 8,00 42,49 0,009 23,58
11 7,25 35,00 0,031 19,42
12 8,00 12,51 0,031 6,94
13 8,00 27,50 0,020 15,26
14 8,00 27,50 0,020 15,26
15 8,00 27,50 0,020 15,26
16 8,00 27,50 0,020 15,26
17 8,00 27,50 0,020 15,26
18 8,00 27,50 0,020 15,26
19 8,00 27,50 0,020 15,26
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CAPITULO 4
Resultados e Discussao
4.1. Isolamento, caracterizacao e analises metabdlicas iniciais
Os subtopicos do item 4.1 contemplam os dados referentes ao isolamento e
identificacdo dos micro-organismos e a caracterizacdo do metabolismo do isolado

Enterobacter sp. 9R em diferentes concentragdes iniciais de glicerol.

4.1.1. Obtencdo e caracterizagdo morfologica, bioquimica e molecular dos
isolados obtidos no meio EMB

O isolamento de enterobactérias presentes no lodo biol6égico envolvido no
tratamento de glicerol bruto, realizado em meio EMB e sob condi¢des aerdbias. Revelou
a presenca de diversas colbnias. Colbnias com caracteristica macroscopicas e

morfotintoriais distintas foram selecionadas e estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas morfologicas dos isolados do lodo de um reator anaerdbio
tratando glicerol residual (NUNES, 2014).

Isolado Caracteristica da colénia  Morfologia celular  Parede celular

em meio EMB

3R Marrom Bacilo curto Gram-negativo
9R Marrom Bacilo curto Gram-negativo
12R Branca Bacilo longo Gram-negativo
101R Amarelo creme Bacilo curto Gram-negativo
6D Branca Coco/Bacilo Gram-negativo
9D Vermelho Bacilo curto Gram irregular

A identificacdo dos isolados foi conseguida com a amplificacdo e o
sequenciamento do gene rRNA 16S, seguidos da comparagéo das sequéncias obtidas com
banco de dados disponibilizado no Ribosomal Database Project (Release 8.1, Maidak et
al., 2016), e os resultados sdo mostrados na tabela 6. Como um dos objetivos do trabalho
é a compreensdo do metabolismo microbiano responsével pela degradagéo do glicerol, a
busca por membros da familia Enterobacteriacea foi baseada na maior quantidade de
informagdes disponibilizada sobre a fisiologia e as vias metabdlicas desses. Além disso,
trabalhos anteriores de nosso grupo mostraram, por meio de analises protedmicas, 0

enriquecimento de enterobactérias em um cultura mista apds seu contato com glicerol,
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nos reatores UASB que serviram como fonte da biomassa usada na etapa de isolamento
(ZOREL, 2013). Somado a esse fato, varios autores relatam a obtencéo de enterobactérias
apos o isolamento de micro-organismos consumidores de glicerol e ressaltam vantagens
(como velocidade de crescimento, consumo de substrato e taxa de producdo de varios
compostos) desse tipo de bactéria sobre outras para a conversao desse substrato a produtos
de interesse (HOMANN et al., 1990; ITO et al., 2005; KUROKAWA; TANISHO, 2005;
REUNGSANG et al., 2013).

Tabela 6. Identidade entre a sequéncia do gene 16S rRNA dos isolados e de especies de

referéncia e producdo volumétrica de biogas em 24 horas (NUNES, 2014).

Isolado indice de similaridade — Producdo de hidrogénio em 24
Espécie mais proxima horas (mL)
3R 0,992 — Enterobacter aerogenes 21,4
9R 0,998 — Enterobacter cloacae 29,8
12R 0,992 — Enterobacter cloacae 16,1
101R 0,992 — Enterobacter cloacae 12,3
6D 0,998 — Enterobacter cloacae 14,6
9D 0,998 — Enterobacter cloacae 16,6

Interessantemente, a identificacdo molecular mostrou que todos os isolados
obtidos pertencem ao género Enterobacter. Esse fato pode ser explicado pela alta taxa de
crescimento e consumo de substrato no meio EMB por esse género, como ja demonstrado
em outros trabalhos (ZHAO, et al., 2009).

Seguido ao isolamento, os micro-organismos foram submetidos a ensaios
preliminares de crescimento e producéo de hidrogénio em meio liquido contendo glicerol
(Tabela 6). Desses ensaios, dois isolados, 3R e 9R, foram selecionados, devido a maior
producdo de biogas e melhor reprodutibilidade nos testes.

Algumas de suas caracteristicas fisioldgicas foram avaliadas com o uso de séries
bioquimicas para corroborar os resultados do sequenciamento bem como para buscar
indicativos das possiveis rotas metabodlicas presentes nos isolados. Os resultados das
séries bioguimicas sdo mostrados na tabela 7. As analises permitiram confirmar a
identificacdo dos dois isolados como pertencentes ao género Enterobacter, sendo que,
como diferencas no perfil bioquimico, enquanto o isolado 3R possui as caracteristicas de

fermentacao acido-mista de glicose (vermelho de metila positivo) e de ndo produzir 2,3-

43



Zorel, J. A. Capitulo 4: Resultados e Discussao

butanodiol a partir desse substrato (\VVoges-Proskauer negativo), o isolado 9R néo realizou

fermentacgdo acido-mista e apresentou a produgdo do poli-alcool.

Tabela 7. Caracterizacdo bioguimica dos isolados 3R e 9R.

Teste Isolado
3R 9R
Lactose + +
Indol + +
Citrato + +
Sacarose - -
Glicose + +
Gas + +
H2S - -
Lisina + +*
Motilidade - -
Urease - -
Vermelho de metila + -
Voges-Proskauer - +

* Positivo com 48 horas.

Os resultados dos testes bioquimicos, além de corroborarem as anélises
moleculares, permitem inferir sobre alguns dos produtos que podem ser encontrados
durante a fermentagdo (como por exemplo 2,3-butanodiol, como indica o teste de Voges-
Proskauer, ou diferentes acidos carboxilicos, pelo teste de vermelho de metila) e também
sobre a capacidade de uso de outros nutrientes além da fonte de carbono principal (como

indicado pelos testes de citrato, lisina e indol).

4.2. Influéncia da concentracao inicial de glicerol na producéo de Hz, no crescimento
microbiano e no consumo de substrato

A obtencdo de hidrogénio a partir do glicerol residual pode auxiliar na
sustentabilidade de industrias de biodiesel. No entanto, considerando os rendimentos (em
mol de Hz/mol de glicerol consumido), os melhores resultados descritos na literatura
foram obtidos com baixas concentrages iniciais de glicerol. A producdo de hidrogénio

empregando concentracgdes iniciais de glicerol mais altas é desejavel, visto que o alto fator
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de diluicdo do glicerol (puro ou bruto) necessario atualmente implica em custos com o
meio para fermentacdo (Sarma et al., 2013). Desse modo, essa se¢do do trabalho visou
identificar os fatores da fermentacdo (crescimento microbiano, cinética de producédo de
hidrogénio e fluxo de carbono) afetados por variacdes na concentracdo inicial de glicerol.

Primeiramente, os dois isolados foram comparados quanto a capacidade de
crescimento, producdo de hidrogénio e consumo de substrato em trés diferentes
concentragdes iniciais de glicerol: 5,00, 10,00 e 40,00 gL* (chamadas de G5, G10 e G40,
respectivamente). As razdes C/N para cada condicdo foram de, respectivamente, 2,77;
5,55; e 22,20. Neste ponto, faz-se uma ressalva quanto a condi¢do G10 para o isolado 9R,
a qual teve como concentracdo inicial real, conforme resultados da analise por HPLC,
14,00 gLt de glicerol e, consequentemente, razdo C/N de 7,77. Como mostrado na figura
6, 0 isolado 9R apresentou um maior crescimento (estimado por densidade dptica) quando

comparado ao isolado 3R em todas as concentracdes testadas.

Figura 6. Curvas de crescimento a 5 (tridngulos), 10 e 14 (quadrados) e 40 gL (circulos)
de glicerol para os isolados 3R (A) e 9R (B).
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Foi observada a influéncia negativa de maiores concentragdes de glicerol sobre o
crescimento de ambos os isolados, mas essa foi mais pronunciada para o isolado 9R. Em
processos fermentativos, 0 crescimento dos micro-organismos é um fator importante,
visto que o numero de células pode influenciar os resultados finais do processo tanto
positiva quanto negativamente. Uma maior densidade celular é desejavel, pois a completa
bioconversédo do substrato € obtida mais rapidamente quanto mais células ativas estiverem
presentes no sistema. Por outro lado, o crescimento excessivo de células resulta em uma
maior quantidade de biomassa que necessitara de um pdés-tratamento (AIVASIDIS e

DIAMANTIS, 2005). Além disso, quanto mais células sdo obtidas, menor é o rendimento
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produto/biomassa (Yrix). Portanto, uma concluséo sobre o efeito liquido de mudangas no
crescimento microbiano pode ser estimada apenas quando confrontado com a producéo,
rendimentos finais e taxa de producéo dos produtos de interesse. O perfil de producdo de

H> pelos dois isolados pode ser visto na figura 7.

Figura 7. Producgdo cumulativa de H> (mmol) da fermentagéo de 5 (triangulos), 10 e 14
(quadrados) e 40 gL (circulos) de glicerol para os isolados 3R (A) e 9R (B).
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De uma forma geral observa-se a diminuicdo na producdo de hidrogénio para
ambos os isolados na maior concentracao de glicerol testada. Para auxiliar na analise do
desempenho dos isolados, foi empregado o modelo modificado de Gompertz
(ZWIETERING et al., 1990). Por meio da modelagem dos dados experimentais, essa
ferramenta permite calcular a producdo méaxima, a taxa maxima de producdo e o tempo
de fase lag () para um produto de interesse. Como exemplo da adequabilidade do
modelo, o ajuste desse para um dos ensaios é apresentado na figura 8 e os resultados da
modelagem sdo mostrados na tabela 8. Devido ao perfil de producdo de H> pelo isolado
3R na condicdo G40 apresentar dois patamares, 0s dados desse ensaio foram modelados
por um modelo de primeira ordem, como feito por Ferreira e colaboradores (2013).

Quando comparada a producédo de H> nas trés condi¢es (figura 7 e tabela 8), trés
observagodes iniciais podem ser feitas: todos 0s ensaios apresentaram uma fase lag de
producdo, a concentracdo intermediria de glicerol foi a melhor para ambos os isolados e
0 tempo necessario para que o isolado 9R atingisse a producdo maxima foi muito menor

em todos 0s ensaios.
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Figura 8. Ajuste do modelo modificado de Gompertz aos dados experimentais do ensaio
G10 para o isolado 9R, apresentado aqui como exemplo dos ajustes obtidos para os

demais experimentos.
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Apesar de ndo desejada em processos fermentativos, a fase lag para a geracao de
um produto é comum quando ha a transferéncia de células de um meio para outro, devido
ao tempo necessario para a reestruturacdo da maquinaria celular em resposta as condi¢oes
do novo ambiente (Pin et al., 2009). Quanto ao tempo para atingir a producdo méaxima,
para o isolado 9R esse variou entre 18 a 24 horas, enquanto que para o 3R, esse intervalo
chegou a atingir 173 horas. Na condicdo G10, as produ¢des maximas para 0 3R e 0 9R
foram de 8,35 e 12,60 mmol de H>, respectivamente. Devido a diferenca na concentracéo
inicial de glicerol e no consumo do substrato pelos dois isolados (Tabela 8), esses valores
podem ser comparados apenas quando tomados como rendimento Ypis (em mols de H:
produzido/mols de glicerol consumido). Para o 3R, 0 Ypss para o Ha foi de 0,86, enquanto
para 0 9R foi de 0,55 (Tabela 8).

Esses rendimentos equivalem a 85,7% e 55,3% do valor teérico de 1 mol de
H>/mol de glicerol que pode ser obtido por linhagens de Enterobacter na fermentacgdo de
glicerol a H2 e etanol (co-produto preferencial para a obtencdo de hidrogénio em
enterobactérias) (NWACHUKWU et al., 2012; YAZDANI e GONZALEZ, 2008). Para
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Tabela 8. Dados experimentais e modelados da producéo de hidrogénio e dados experimentais do consumo de glicerol e rendimento de hidrogénio.

Modelagem de Gompertz

Isolado Ensaio Producao Po Rm A R? Rendimento
(mmol total experimental Producéo Taxa de Fase lag Glicerol consumido (mmol
em 150 de Hz (mmol) maxima de H2 producéo (horas) (% consumida) Hz/mmol
mL) (mmol) (mmol Hz/hora) (mgL?) mmol glicerol)
G5 6,17 6,23 0,21 2,53 0,99 4.288,54 6,99 0,88
(8,69) (80,81)
3R G10 8,35 8,22 0,29 2,04 0,99 5.980,35 9,74 0,86
(16,29) (59,79)
G40 5,75 6,73* 0,02* - 0,94 ND ND
(65,15)
G5 5,69 5,72 1,08 3,63 0,99 5.313,04 8,65 0,66
(8,65) (100,00%)
9R G10 12,60 12,96 1,64 5,88 0,99 14.000,02 22,80 0,55
(22,80) (100,00%)
G40 4,04 4,08 0,69 2,94 0,99 7.750,88 12,62 0,32
(65,15) (19,37%)

Onde:*: Ajustado por modelo de primeira ordem, ND: N&o determinado.
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a fermentacéo do glicerol por diferentes isolados do género Enterobacter, sdo reportados
na literatura valores de rendimento entre 12 e 89% (ITO et al., 2005; MARKOV et al.,
2011; REUNGSANG et al., 2013). Considerando que grande parte dos trabalhos sobre
fermentacdo do glicerol fazem uso de concentracdes proximas as da condicdo G10
(CINTOLESI et al., 2012; SARMA et al., 2013), os rendimentos apresentados por n0ssos
isolados sdo compardveis aos obtidos em diferentes sistemas.

A despeito do maior rendimento obtido pelo isolado 3R, o tempo necessério para
alcanca-lo foi de 73 horas, frente a 22 horas pelo 9R. Esse menor intervalo de evolugéo
de hidrogénio acarretou em uma taxa maxima de producao 5,7 e 34,5 vezes maior para o
9R em relacédo ao isolado 3R nas condi¢bes G10 e G40, respectivamente. (Tabela 8). A
relacdo inversa entre taxas de producdo e rendimentos encontrada para os dois isolados é
comum para sistemas biolégicos de produgéo de Ha, independentemente da técnica, do
indculo e do substrato empregados, como ressaltado por Hallenbeck e colaboradores
(2012). Em um trabalho de reviséo sobre diferentes sistemas, os autores observaram que
reatores de fermentagdo escura com maiores taxas de producao apresentam baixos valores
de rendimento.

Além das maiores taxas de producdo, nas condi¢des G5 e G10, o isolado 9R
consumiu a totalidade de substrato adicionado em 24 horas, enquanto o caldo fermentado
do 3R ainda continha, respectivamente, aproximadamente 20 e 40% de substrato, ap6s 56
horas de fermentacdo. Essa capacidade de consumo rapido do substrato € uma vantagem
do isolado 9R sobre outros micro-organismos estudados para a conversao de glicerol a
H> e que faz dele um candidato promissor para o tratamento de glicerol residual, visto
que o tempo € um fator importante no estabelecimento de um processo.

O consumo de glicerol apresentado pelo isolado 9R pode ser considerado alto
mesmo quando comparado com micro-organismos geneticamente modificados. Como
exemplo, Tran e colaboradores (2104) demonstraram que a delecao de sete genes de vias
competitivas & geragdo de hidrogénio na linhagem de E.coli BW25113 aumentaram 0s
rendimentos obtidos para a produgdo de H. Entretanto, tais modificacdes também
acarretaram na diminuicdo do crescimento microbiano e do consumo de glicerol, de modo
que, mesmo apos 120 horas de fermentagdo, menos de 40 % do substrato (em uma
concentragéo inicial de 10 gLt) foi consumido pela cepa mutante.

Provavelmente, o maior consumo de substrato pelo 9R foi devido ao crescimento

mais acentuado desse isolado, o qual pode estar relacionado com a maior capacidade de
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lidar com o excesso de equivalentes redutores gerado pelo consumo de glicerol por meio
da producéo de 1,3-propanodiol, como seré discutido a seguir.

Esse excesso de equivalentes redutores reportado pela literatura pode ter sido
uma das causas para a menor producdo de Hz para os dois isolados na condi¢do G40.
Devido ao maior grau de reducéo do glicerol em relacdo a biomassa, seu consumo gera
excesso de NADH, aumentando a razdéo NADH/NAD™ (CLOMBURG e GONZALEZ,
2013). Como o NAD™ é necessario no primeiro passo da oxidacdo do glicerol, sua falta
pode diminuir o consumo desse substrato e fazer com que a célula dé preferéncia a vias
que regenerem mais rapidamente esse cofator, diminuindo, consequentemente, a
producdo de hidrogénio. Interessantemente, Barbirato e colaboradores (1996),
demonstraram, em um estudo com E. agglomerans, que concentracdes altas de glicerol
também podem influir de maneira contraria na razdo NADH/NAD* e, da mesma forma,
interferir negativamente na atividade da via glicolitica e no consumo do glicerol.

Esse impedimento do consumo de glicerol pode ser notado para o isolado 9R, 0
qual, na condi¢cdo G40, apesar da maior disponibilidade de substrato, consumiu apenas
7.750,88 mgL? (12,62 mmols) de glicerol, aproximadamente 55% do consumido na
condicdo G10. Infelizmente, esse comparativo ndo pdde ser realizado para o isolado 3R,
devido a contaminacdo das amostras que seriam submetidas a cromatografia.

Por outro lado, alguns autores atribuem a diminuicdo da producdo e do
rendimento de H. e co-produtos ao estresse osmotico e a consequente perda de agua pelas
células causada por altas concentracdes de glicerol (REUNGSANG et al., 2013). No
entanto, o glicerol € altamente difusivel pela membrana de bactérias (DILLS et al., 1980)
e, contrariamente a outros osmélitos, ndo demonstra efeitos negativos sobre a expressao
de enzimas do complexo FHL (complexo multiproteico responsavel pela dissimilacéo de
formiato em CO2 e Hz) (GOUESBET et al., 1993). Como demonstrado por Gouesbet e
colaboradores (1993), o estresse osmotico ndo foi verificado para o glicerol na
concentragéo de 75,5 gL* (o equivalente a 820 mosM), de modo que esse efeito pode ser
descartado também em nossos ensaios, 0s quais foram realizados em concentragdes
inferiores de glicerol. Desse modo, pode-se supor que a diminui¢cdo da producdo de
hidrogénio causada pela maior concentracdo de glicerol testada pode estar relacionada
também com a alteracdo de outras vias indiretamente relacionadas com esse processo —
como consumo de substrato e direcionamento do fluxo de carbono — visto que, em ensaios

de quimiotaxia, ja foram demonstradas altera¢gdes do comportamento de células de E. coli
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quando em contato com a mesma concentracao de glicerol empregada na condi¢do G40
(LI e ADLER, 1993).

Li e Adler (1993) demonstraram que as alteracdes de comportamento de células
de E.coli observados com a adicédo de glicerol foram dependentes de receptores presentes
na membrana, indicando que esse carboidrato pode induzir alteracbes em processos
celulares prévios a sua internalizacdo. Em suma, os efeitos negativos de altas
concentracdes de glicerol podem estar ligados diretamente ao seu consumo (devido a
variacdes nos niveis de NADH ou produtos inibitorios) ou a influéncia da presenca do
substrato sobre a regulacdo do metabolismo microbiano. Desse modo, a analise dos
metabdlitos produzidos em cada condi¢do (exposta em seguida) torna-se imprescindivel
para a formulacdo de qualquer suposicao sobre as causas para o que foi observado.

Como o foco desse capitulo do trabalho é a compreensdo do metabolismo de um
micro-organismo com a capacidade de aliar o tratamento de um residuo a producdo de H»
e co-produtos de uma maneira economicamente e ambientalmente favoravel, nos tdpicos
abaixo € dada maior atencdo ao metabolismo do isolado 9R, devido as maiores taxas de
producdo de H> e consumo de glicerol. Por outro lado, considerando a producéo e o
rendimento de outros compostos, principalmente o etanol, o isolado 3R pode ser alvo de

futuros trabalhos do grupo, desde que suas taxas de conversao pudessem ser melhoradas.

4.2.1. Influéncia da concentracao inicial de glicerol sobre os produtos da
fermentacao e a relacdo desses com a producao de H2

Considerando que a fermentacao do glicerol pode produzir, além do hidrogénio,
outros compostos de interesse e que a quantificacdo desses pode indicar quais as
principais vias metabolicas ativas nos isolados, foi realizada a andlise do caldo
fermentado em diferentes intervalos de tempo. No que tange a produtos em potencial, em
comparacdo aos valores apresentados na literatura para os compostos encontrados (LI et
al. 2013), somado ao H., ambos os isolados mostraram uma producdo consideravel de
etanol (levando em conta posteriores otimizagdes do sistema), como pode ser visto na
tabela 9. A atencgéo especial dada ao Hz deve-se ao fato de que as melhores condigdes de
consumo de substrato e crescimento do isolado foram acompanhadas pelos melhores
resultados relacionados a esse produto, de modo que, além de suas outras vantagens ja
destacadas, o hidrogénio pode servir como indicador do desempenho do isolado 9R

durante a fermentacéo do glicerol.
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Tabela 9. Concentracdes e rendimentos finais (Yess) dos produtos da fermentacdo do glicerol pelos isolados 3R e 9R nas condi¢fes G5, G10 e

G40. Os rendimentos Yps sdo dados em mol produto/mol glicerol consumido.

Ensaio  Glicerol consumido Acido succinico Acido latico Acido acético
mgL?  mmolL? mgL' mmolL?  Yes mgL™*! mmolL*? Yeis mgL?  mmolL? Yeis
G5 4288,54 46,57 63,05 0,53 0,01 251,10 2,79 0,06 114,40 2,05 0,04
3R G10 5980,35 64,94 108,25 0,92 0,01 403,35 4,48 0,07 123,35 1,91 0,03
G5 5313,04 57,69 235,20 1,99 0,04 384,23 427 0,07 168,63 2,81 0,05
9R G10 14000,02 152,02 326,00 2,76 0,02 580,55 6,44 0,04 163,70 2,73 0,02
G40 7750,88 84,16 267,70 2,27 0,03 1164,4 12,93 0,15 113,87 1,90 0,02

Ensaio Biomassa 1,2-PDO 1,3-PDO Etanol

gL? mgL?  mmolL?  Yps mgL™! mmolL*! Yeis mgL?  mmolL?  Yps
G5 - 144,94 1,90 0,04 - - - 22459 48,75 1,05
3R G10 - 287,06 3,77 0,06 - - - 2797,4 60,72 0,94
G5 0,5598 - - - 626,65 8,24 0,14 22249 48,29 0,84
9R G10 0,6343 - - - 1024,06 13,46 0,09 4183,40 90,81 0,60
G40 0,5006 - - - 1648,85 21.67 0,26 1400,27 30,40 0,36
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Nos ensaios G5 e G10, o isolado 3R apresentou altos rendimentos de conversao
de glicerol a etanol, sendo que na condi¢do G5 esse superou em 5% o rendimento tedrico
méaximo de 1 mol de etanol/mol de glicerol para essa transformacdo (NWACHUKWU,
R. et al., 2012). Rendimentos levemente acima dos teoricos para o etanol ja foram
encontrados para outros micro-organismos consumidores de glicerol e podem ser
explicados pelo consumo de outras fontes nutricionais presentes no meio — em nosso caso,
0 extrato de levedura (ITO et al., 2005; NWACHUKWU et al., 2012; YAZDANI e
GONZALEZ, 2008).

Em contrapartida aos altos rendimentos do isolado 3R, o isolado 9R produziu
quantidades proximas ou superiores as do 3R para todos 0s metabdlitos encontrados (com
excecdo do 1,2-propanodiol, o qual foi observado apenas para o primeiro isolado) em
menor tempo, e apresentou maior consumo de glicerol, sendo que nas concentracfes
iniciais de 5,00 e 14,00 gL™! consumiu todo o substrato. Por outro lado, assim como para
0 Ha, os rendimentos Yps do isolado 9R foram menores, devido ao maior consumo de
glicerol e maior producgéo de biomassa.

Entretanto, os menores rendimentos do isolado 9R ndo indicam pior desempenho
do mesmo em comparacdo ao isolado 3R, visto que as maiores producdes, 0 maior
consumo e o menor tempo de fermentacdo do 9R s@o pontos positivos quando se
considera o desenvolvimento de um processo de conversdo de determinado substrato.
Desse modo, considerando as caracteristicas do isolado, a regulacdo dos rendimentos
apresentados pelo 9R se mostram como uma 6tima alternativa para a otimizacdo da
bioconversédo do glicerol por esse micro-organismo.

Apesar de menos promissores do ponto de vista quantitativo, os demais
metabolitos da fermentacdo sdo Uteis para a compreensdo de alteracBes no
comportamento microbiano em decorréncia de mudancgas no sistema e servem como
indicadores de parametros do processo a serem otimizados. Como exemplo, a producéo
de diferentes polidis pelos isolados (1,2-PDO para o0 3R e 1,3-PDO para o0 9R) indica a
presenca de diferentes vias metabolicas para a destinacdo de equivalentes redutores em
excesso e para a renovacdo de moléculas de NAD™ nas duas linhagens e pode ter sido um
dos fatores determinantes para o melhor desempenho do 9R.

Segundo Clomburg e Gonzalez (2013), a via de produgéo de 1,3-PDO € mais
comum entre micro-organismos e resulta em maiores quantidades desse poliol em relagéo
ao 1,2-PDO. Como a producdo dos dois compostos auxilia na manutencdo do estado

redox intracelular, a capacidade de producéo de 1,3-PDO em maiores quantidades facilita
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a oxidacdo de moléculas de NADH e sua reintegracdo — na forma de NAD" — a via
glicolitica, mantendo o funcionamento da mesma e garantindo a continuidade do
consumo de substrato.

A producéo dos compostos metabdlitos em fungdo do tempo também foi analisada

e os resultados dessas andlises para os isolados 3R e 9R sdo mostrados nas figuras 9 e 10,
respectivamente

Figura 9. Monitoramento dos produtos da fermentacdo do glicerol em diferentes

concentragdes iniciais pelo isolado 3R. A = G5 (glicerol inicial a 5 gL ') ¢ m = G10.
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Figura 10. Monitoramento dos produtos da fermentacdo do glicerol em diferentes
concentracdes iniciais pelo isolado 9R. A = G5 (glicerol inicial a 5,00 gL ™), m = G10
(glicerol inicial a 14,00 gL™) e @ = G40 (glicerol inicial a 40,00 gL™1).
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No decorrer do processo fermentativo podem acontecer alteracbes no
metabolismo microbiano. Entre elas, pode ser citada inclusive o consumo dos produtos
ao invés da fonte de carbono adicionada inicialmente (GHOSE et al., 1977). Assim, era

esperado que alguns dos compostos estudados aparecessem em maior concentragcdo em
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pontos intermediarios do que no final da fermentacéo. A analise desse comportamento é
importante tanto para obter maiores quantidades de um produto de interesse quanto para
compreender as variagcdes do metabolismo microbiano durante o processo. De fato, pela
analise das figuras 9 e 10, nota-se que para 0s dois micro-organismos alguns dos acidos
organicos apresentaram concentracdes maiores em pontos intermediarios do processo,
sendo o &cido formico o exemplo mais claro desse acontecimento. Conforme discutido
anteriormente, abaixo séo analisados os comportamentos de producdo e/ou consumo de

cada um dos metabdlitos e sua relacdo com a producéo de Ha.

4.2.1.1. Acido férmico

Para ambas as linhagens, o acido férmico foi verificado em maior concentragéo
no meio entre 4 a 6 horas e ndo foi detectado ao final dos ensaios. Além disso, foi
verificado que o intervalo que compreende a maior concentracdo de acido formico e seu
imediato e continuo decaimento coincide com o ponto de inflexdo ascendente da curva
de producéo de H. (Figuras 7, 9 e 10). Essa correlacdo era esperada, visto que para as
enterobactérias o formiato € incialmente excretado e, com a acidificacdo do meio ocorrida
durante a fermentacao, o acido é reinternalizado e convertido principalmente a H, e CO>
pelo complexo FHL (LEONHARTSBERGER et al., 2002).

Apesar dessas similaridades, os isolados apresentaram diferencas na concentragéo
e no perfil de consumo de acido féormico que podem auxiliar na compreensdo da
quantidade de H. produzido e da taxa de producdo do gas por cada um. De modo geral, o
isolado 9R apresentou concentracdo maxima e velocidade de consumo de &cido férmico
superiores, de modo que com 24 horas o0 composto ndo foi detectado no meio em nenhuma
das condi¢Bes analisadas. Essa maior producdo, somada a rapida reinternalizacdo de
formiato, provavelmente influenciaram na maior producdo de H, apresentada pelo
isolado, pois a expressao de genes do complexo FHL é dependente de altas concentraces
intracelulares de formiato (SAWERS, 2005). Por outro lado, para o isolado 3R, além da
menor concentracao, o acido formico desapareceu do meio de forma bem mais lenta e foi
encontrado mesmo apds 48 horas de fermentacdo, dados que podem ser relacionados as
menores producdes finais, menores taxas de produgdo e maior tempo de evolugéo de
hidrogénio para o isolado.

A importancia da capacidade de obtencéo de acido formico para a producédo de H>
pode ser verificada quando comparadas as trés condicGes iniciais para o isolado 9R. A

concentra¢do maxima de formiato foi superior na condi¢cdo G10, aproximadamente 1,7 e
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1,2 vezes maior que nas condi¢cBes G40 e G5, respectivamente. Em relacdo a condicao
G5, a maior concentragdo de formiato encontrada para a condi¢cdo G10 pode ser explicada
pela maior disponibilidade de substrato. No entanto, a elevacdo da concentracgdo inicial
de glicerol para 40 gL na condi¢io G40 reduziu expressivamente a quantidade de acido
férmico encontrada no meio (e, consequentemente, a quantidade de H; produzido). Essa
observacdo indica, como suposto no item acima, que o aumento na disponibilidade de
substrato pode ter redirecionado o metabolismo microbiano para a producdo de
compostos que sirvam como um escape para 0 excesso de equivalentes redutores,

reduzindo o fluxo de carbono e elétrons que é direcionado para a producéo de formiato.

4.2.1.2. Acido latico e 1,3-propanodiol

Para o isolado 9R, dois metabdlitos, 1,3-propanodiol e acido latico, foram
produzidos em maiores quantidades quanto maior a concentracdo inicial de glicerol. A
producdo de ambos 0s compostos emprega moléculas de NADH, permitindo sua oxidagdo
a NAD" (BARBIRATO et al., 1997). A despeito de sua funcionalidade na manutencéao
do balanco redox, a producédo desses compostos pode interferir de maneira negativa no
desempenho microbiano.

Como exemplo, a transformacdo do glicerol a 1,3-PDO comega com a agéo da
enzima glicerol desidratase, que converte o glicerol a 3-hidroxipropionaldeido (3-HPA),
o qual é reduzido, com o uso de uma molécula de NADH, a 1,3-PDO pela enzima 1,3-
propanodiol oxidoredutase. Em altas concentracdes de glicerol, alguns trabalhos relatam
o acumulo de 3-HPA, o qual, devido a reatividade de seu grupo carbonila, torna-se
altamente toxico e pode impedir o consumo de glicerol e o crescimento celular (MA et
al., 2013). De fato, como pode ser visto nas figuras 6 e 9 e na tabela 8, na condi¢do G40
para o isolado 9R foram obtidos os menores valores de densidade dptica e de porcentagem
de consumo de glicerol.

J& o acido latico, outro composto produzido em maiores quantidades na condi¢do
G40, e obtido pela reducdo NADH-dependente do piruvato pela enzima lactato
desidrogenase. Lu e colaboradores (2010), comparando o metabolismo de uma cepa
selvagem de E. aerogenes e seu mutante deficiente na producéo de lactato, observaram
um maior crescimento celular, consumo de substrato (no caso, glicose) e producao final
de H> na auséncia de producéo de acido latico. Os autores atribuiram parte dos efeitos
benéficos a menor acidificacdo do meio pelo mutante, devido a menor producéo ndo sé

de acido latico, mas também acético e succinico, 0 que permitiu que a cepa mutante

57



Zorel, J. A. Capitulo 4: Resultados e Discussao

mantivesse sua atividade por mais tempo. Por outro lado, Barbirato e colaboradores
(1996), em trabalho com trés espécies de enterobactérias (Enterobacter agglomerans,
Klebsiella pneumoniae e Citrobacter freundii) em diferentes concentragdes de glicerol,
verificaram que a adicdo de lactato (de 1,98 a 9,64 gL™) — bem como acetato (de 2,70 a
5,83 gL1), succinato (de 0,47 a 2,95 gL™), formiato (de 1,38 a 4,79 gL%), etanol (de 0,18
a 2,30 gL e 1,3-PDO (de 9,28 a 32,64 gL™!) — ndo apresentou toxicidade aos micro-
organismos, sendo esta atribuida exclusivamente ao 3-HPA. Interessantemente, no
mesmo trabalho, 0 aumento da concentracdo de glicerol causou a elevacdo na
concentracdo de lactato apenas para K. pneumoniae e C. freundii e ndo para E.

agglomerans.

4.2.1.3. Etanol

Além do aumento dos titulos de 1,3-PDO e &cido latico, o redirecionamento
metabdlico decorrente do aumento da concentragdo de glicerol diminuiu ndo s6 a
producdo de &cido formico (e H2), mas também de etanol, indicando um efeito negativo
de maiores concentracdes de glicerol sobre a obtencdo de acetil-CoA e derivados. Essa
diminuicdo na producédo de etanol pode parecer contraria ao raciocinio apresentado para
o lactato e 0 1,3-PDO, pois a conversao de acetil-CoA a etanol regenera 2 moléculas de
NAD™, que seriam de extrema importancia para a manutenc¢éo do estado redox celular em
altas concentracdes de glicerol. No entanto, quando em condi¢cBes que aumentam
expressivamente a razdo NADH/NAD?, a transformacé&o de piruvato em lactato mostra-
se como opcgao preferencial para 0s micro-organismos, visto que pode ser realizada mais
rapidamente do que a inducgéo de outras vias fermentativas (CLARK, 1989). O mesmo
raciocinio se aplica a producdo de 1,3-PDO, na qual a molécula de glicerol passa por
apenas 2 transformac@es enzimaticas. Desse modo, a menor producéo de etanol pode ser
consequéncia do menor fluxo de carbono direcionado para a geragao de acetil-CoA.

A diminuicdo na producdo de etanol em concentrac@es elevadas de glicerol ja foi
observada para E. agglomerans e diferentes linhagens de E. aerogenes (BARBIRATO et
al., 1996; ITO et al., 2005; LEE et al., 2012). Alem da diminuigdo na concentracéo final,
0s dados de Lee e colaboradores (2012) e Ito e colaboradores (2005) mostram que o
consumo (absoluto ou em taxa) de substrato e o rendimento (mols de etanol/mols de
glicerol consumido) também diminuiram com o aumento da concentragéo de glicerol. Por
outro lado, Reungsang e colaboradores (2013), em um trabalho sobre otimizacdo das

condigbes da fermentagdo de glicerol por E. aerogenes, observaram aumentos
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progressivos na quantidade de etanol produzido com a elevacdo da concentracgéo inicial
de glicerol de 10,00 a 48,31 gL, porém com perdas no rendimento de H,. Tais
discrepancias podem estar relacionadas com as diferentes condicGes de cultivo (incluindo
composicdo do meio e pH inicial) e com variagdes nas vias metabolicas dependendo da
linhagem empregada. Interessantemente, para a condi¢cdo G10, a producéo de etanol foi
observada também durante a fase estacionaria de crescimento do isolado, coincidindo
com o consumo de &cido acético. Essa possibilidade de converséo de outros subprodutos
a etanol por nosso isolado também € um ponto a ser explorado em trabalhos futuros e
alguns dos fendmenos metabolicos envolvidos nesse processo sdo discutidos no item

abaixo.

4.2.1.4. Acido acético

Da mesma forma que ocorreu para o formiato, a figura 10 evidencia claramente o
acumulo de acetato até determinado momento da fermentacéao seguido da reducédo de sua
concentracdo no meio. A comparacao entre os pontos de 10 e 24 horas de fermentagéo
para o isolado 9R na condicdo G10 mostra que a concentracdo do acido diminuiu 5,5
vezes nesse intervalo (de 902,6 para 163,7 mgL™). Apesar da diferenca na concentragao
maxima de acido acético observada entre os ensaios — também inversamente proporcional
a concentracdo inicial de glicerol — a concentragdo final de acetato nas trés condicdes
apresentou valores parecidos e menores do que 0s encontrados para a maioria dos pontos
intermediarios da fermentacdo. Essa andlise indica que houve o consumo, ou pelo menos
a internalizacdo, do &cido acético primeiramente exportado para 0 meio.

Segundo Wolfe (2005), a producdo e excrecdo de acetato ocorrem devido a
tentativa de limitar o ciclo do &cido tri-carboxilico; reciclagem de coenzima A,
regeneracdo de NAD™ e obtencéo de energia (pelo modulacdo da razdo etanol/acetato) e
fatores externos (como estado de oxidagédo do substrato e pH). Ainda segundo 0 mesmo
autor, a reinternalizacdo do acido acético acontece em diferentes tipos de fermentacéo e
é desencadeada principalmente por fatores como: entrada na fase estacionaria de
crescimento, acidificagdo do meio ou proximidade da deplecdo de substrato. Essa
internalizacdo, reportada para enterobactérias desde a década de 40 do século passado
(Slade e Werkman, 1942), geralmente acontece com a co-assimilagdo do substrato e
fornece para o micro-organismo uma fonte de carbono auxiliar que pode ser prontamente

convertida a acetil-CoA, auxiliando na elevacdo do pH externo.

59



Zorel, J. A. Capitulo 4: Resultados e Discussao

Portanto, nossos dados indicam que as suposicoes, citadas na revisao de literatura,
acerca da existéncia em linhagens de Enterobacter de uma via funcional de producéo de
hidrogénio NADH-dependente (KUMAR; GHOSH; DAS, 2001; NAKASHIMADA et
al., 2002; TANISHO et al., 1989; ZHAO et al., 2009) podem ter sido baseadas em valores
subestimados de acetato produzido. Como a dissimilacdo de piruvato em formiato gera
também uma molécula de acetil-CoA, varios trabalhos supdem que o nimero de mols de
H> produzido por essa via seja impreterivelmente igual ao namero de mols de derivados
de acetil-CoA (etanol e acetato ou outros acidos) excretados menos o nimero de mols de
formiato remanescente. Devido a incoeréncia entre esses valores que ocorre na maioria
dos trabalhos, ou seja, 0 nimero de mols de Ha é superior ao dos produtos de acetil-CoA
levados em consideragdo, ¢ suposto que o “excesso” de hidrogénio seja proveniente de
uma outra via, a qual emprega NADH diretamente como doador de prétons e elétrons
para a producdo do gas.

No entanto, o primeiro trabalho a conjecturar sobre a existéncia de tal via foi
baseado em calculos termodindmicos supondo a existéncia dessa, tendo como evidéncias
experimentais apenas dados de pH étimo de evolugdo de hidrogénio (TANISHO et al.,
1989). Em trabalhos posteriores do mesmo grupo, a hipétese foi alimentada com o
desbalanco de massa entre os valores encontrados para os produtos excretados de acetil-
CoA e o rendimento de hidrogénio (também apresentado na forma de H. calculado a partir
da quantidade estimada de NADH remanescente em dependéncia dos metabolitos
encontrados no meio) (KUROKAWA e TANISHO, 2005; TANISHO e KADOKURAT,
1998; TANISHO e ISHIWATA, 1994).

A partir de entdo, varios trabalhos consideram o “excesso” de hidrogénio como
oriundo de uma via NADH dependente (JAWED et al., 2016; LU et al., 2009, 2010; LU
et al., 2011; LU et al., 2011; Pl et al., 2016; WANG et al., 2013; ZHANG et al., 2011;
ZHANG et al., 2009; ZHAO et al., 2015, 2009). Entretanto, apenas um trabalho da
indicios da evolucdo de H: in vitro a partir da fragdo membranar de extratos celulares de
E. aerogenes em contato com NADH ou NADPH, ndo tendo sido encontradas
investigacOes posteriores na literatura (NAKASHIMADA et al., 2002; LIU et al., 2017).
Além disso, nenhum dos trabalhos supracitados leva em consideragdo a participacao de
acetil-CoA na producdo de componentes da biomassa celular (como aminoacidos e
lipideos) ou a possibilidade de conversdo do acetato a outros metabdlitos (inclusive o

formiato).
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Ainda, a maioria desses trabalhos analisa os produtos da fermentacgéo ao final do
ensaio, ou por menos tempo ou ainda em intervalos maiores do que 0s empregados em
nosso trabalho, de modo que esse fenbmeno de excregédo/reinternalizacédo pode ter
passado desapercebido. A fragilidade da proposicdo dessa nova via metabdlica
empregando apenas o balanco de massa de produtos excretados torna-se maior quando
analisados trabalhos recentes sobre a reversibilidade in vivo de dois processos
enzimaticos essenciais para a produgdo de hidrogénio via fermentacdo: a converséo de
piruvato a acetil-CoA e formiato (via PFL) e a dissimilacdo de formiato a H> e CO» (via
FHL) (PINSKE e SARGENT, 2016; ZELCBUCH et al., 2016).

Pinske e Sargent (2016), usando uma linhagem de E. coli deficiente para 0s genes
pflA, hyaB, hybC e fdhE — sem a capacidade de producdo enddgena de formiato e
desprovida de demais hidrogenases ou formiato-desidrogenases, exceto o complexo FHL
— observaram a fixagcdo H>-dependente de CO. na forma de formiato realizada pelo
complexo FHL. Com o uso de substratos marcados com C*, Zelcbuch e colaboradores
(2016) verificaram a internalizacdo de acetato e formiato e sua conversao a piruvato (e,
posteriormente a aminoacidos) por uma cepa de E. coli deficiente para o ciclo do
glioxilato (AaceA). Esses achados, somados ao que foi discutido acima e & existéncia de
meios de conversdo de acetato a formiato — ou formiato a acetato — por meio da via
redutiva de acetil-CoA (Zelcbuch et al., 2016), ilustram a complexidade da proposicéo de
novas vias metabolicas bem como do destino final de seus metabolitos baseando-se
apenas em célculos feitos sobre vias ja conhecidas.

Portanto, € provavel que as afirmacfes sobre a existéncia dessa via NADH-
dependente para a producdo de hidrogénio em espécies do género Enterobacter sejam
fundamentadas apenas em balancos de massa subestimados e calculos tedricos que

desconsideram as demais vias metabdlicas bacterianas.

4.2.1.5. Acido succinico e 2,3-butanodiol

Além dos produtos discutidos acima, também foi verificada a producéo, pelo
isolado 9R, de &cido succinico e de alguns picos que ndo corresponderam a nenhum dos
padrdes avaliados. A analise de uma amostra do meio de cultura antes do inicio dos
ensaios revelou que esses picos séo relativos a componentes da formulagdo do meio,
provavelmente oriundos do extrato de levedura. Quanto ao succinato, este ndo apresentou
variagOes consideraveis em sua producdo com o0 aumento da concentracdo inicial de

glicerol de 10 para 40 gL, contrariamente ao que ocorre na fermentacéo de glicose por
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E. aerogenes, na qual os titulos de acido succinico acompanham o0 aumento da
concentragéo de substrato (CONVERTI e PEREGO, 2002).

Para a fermentacdo do glicerol empregando culturas mistas ou linhagens de
Enterobacter ou E. coli, séo reportados valores baixos ou mesmo a auséncia da producao
desse acido (BARBIRATO et al., 1996; MOSCOVIZ et al., 2016; MURARKA et al.,
2008). Segundo Murarka e colaboradores (2008), o succinato ndo é um metabdlito
essencial para a fermentacdo do glicerol por E. coli. Por outro lado, 0s mesmos autores
afirmam que os efeitos negativos de altas pressdes de hidrogénio sobre o crescimento e 0
metabolismo desse micro-organismo podem estar relacionados ao aumento da sintese de
acido succinico nessas condicdes. E provéavel que esse fendmeno ndo ocorra da mesma
forma para linhagens de Enterobacter, visto que essas sdo menos sensiveis a altas
pressdes parciais de hidrogénio (NAKASHIMADA et al., 2002) e que variacbes na
concentracdo de succinato nao foram verificadas em nosso ensaios.

Outro fato a ser ressaltado sobre o quadro geral de produtos da fermentagcéo do
isolado 9R ¢é a auséncia de 2,3-butanodiol (2,3-BDO) entre os metabdlitos detectados.
Dado que o isolado foi classificado, em testes com glicose, como positivo no teste de
Voges-Proskauer, era esperado que esse poliol fosse encontrado durante o ensaio. No
entanto, apesar do 2,3-BDO ser um dos produtos majoritarios da fermentacéo de glicose
por linhagens de Enterobacter (CONVERTI e PEREGO, 2002), Nakashimada e
colaboradores (2002), ao analisarem a fermentacdo de diferentes fontes de carbono por
Enterobacter aerogenes, observaram que os rendimentos de 2,3-BDO variaram em
dependéncia do substrato, sendo que para a fermentacdo do glicerol a producéo desse
alcool foi praticamente nula quando comparada a fermentacdo da glicose.

4.2.1.6. Consumo de glicerol

Somado as altera¢des na quantidade dos produtos gerados, a maior concentracao
inicial de glicerol também reduziu a quantidade de substrato consumido. Como discutido
acima, de acordo com a literatura, essas alteracdes metabodlicas podem estar relacionadas
a um maior consumo de glicerol e consequentes variagdes (positivas ou negativas) na
razdo NADH/NAD". No entanto, como pode ser visto na figura 10, apesar das diferencas
na quantidade total de substrato consumido, o consumo de glicerol pelo isolado 9R nas
trés condicdes foi muito similar nas seis primeiras horas da fermentacdo, em despeito as

diferencas nos produtos apresentados em cada condigéo.
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Essa observacdo mostra a necessidade de andlises mais aprofundadas sobre o
direcionamento do fluxo de massa e energia realizado pelos micro-organismos durante a

fermentagao do glicerol.

4.2.1.7. Alteracdes do direcionamento de carbono e indicativos de inibicéo
para o isolado 9R

O aumento da concentragéo inicial de glicerol acarretou na variagdo néo uniforme
da concentracdo dos metabolitos excretados e na diminuicdo do consumo do substrato,
fato que permite supor uma redistribuicdo do fluxo de carbono em decorréncia da
disponibilidade, e ndo diretamente do uso, do glicerol. A fim de verificar como a
concentracdo inicial de glicerol influenciou nos fluxos metabodlicos, foram adotadas trés
abordagens: o estabelecimento de uma equacao para o balanco de massa ao término da
fermentacdo, a modelagem do consumo de substrato e crescimento da biomassa e a
analise do direcionamento do substrato consumido para cada produto em diferentes
intervalos.

Para a montagem da equacdo de balanco de massa (Materiais e Métodos, Secdo
3.6.3) foram considerados os produtos encontrados apds 24 horas de fermentagédo e
também o didxido de carbono. Apesar do CO2 ndo ter sido quantificado em nossos ensaios
devido a limitagbes do sistema cromatografico, a atribuicdo de coeficientes
estequiométricos para 0s substratos e os produtos da reacdo nos permite estimar a
quantidade de CO2 produzido. Outra consideracdo para a escolha dos fatores da equagédo
foi de que o extrato de levedura pode servir como fonte de carbono e nitrogénio para o
crescimento dos micro-organismos. Em trabalhos futuros, essa hipdtese sera verificada
experimentalmente por andlises de carbono organico total e contetido de nitrogénio.

De maneira simplificada, a equacdo proposta nos serviu, além de auxiliar na
analise do fluxo de carbono, para corrigir os coeficientes estequiométricos da converséo
de substratos a produtos, considerando o consumo do extrato de levedura, e para estimar
a gquantidade de diéxido de carbono liberado. Os coeficientes estequiométricos de cada
componente do sistema podem ser vistos na tabela 10. Como visto, para a condi¢do G5
alguns dos coeficientes apresentam valor negativo, fato que, apesar de solucionar a
equacdo, ndo tem sentido fisico e, desse modo, inviabiliza a inclusdo desse ensaio nessa
etapa da discussdo. Provavelmente, a impossibilidade de adequacdo de alguns dos

coeficientes nessa situagdo esta relacionada a baixa quantidade de nitrogénio adicionada
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ao meio, 0 que pode ser visto pelo valor negativo atribuido ao coeficiente a (relativo a
amonia) na condigédo G5.

Para os metabdlitos analisados por cromatografia, esses coeficientes apenas
reiteram o que foi mostrado na tabela 9 para os rendimentos dos diferentes produtos. Por
outro lado, a comparacao do coeficiente b entre as duas condi¢bes (G10 e G40), indica
que o consumo de extrato de levedura para cada mol de glicerol consumido foi
aproximadamente 7 vezes maior na condi¢cdo G40 em relacdo a condi¢cdo G10. Quando
considerada a reducéo de 55% no consumo de glicerol observada para a condicdo G40
(tabela 8), esse maior consumo de extrato de levedura, somado ao maior direcionamento
de substrato para a geracdo de biomassa nessa condicéo (representada pelo coeficiente c),
poderia justificar a diminuicdo de apenas 26% na massa de células em relacdo a condigdo
G10 (Tabela 9). Além disso, a preferéncia pelo extrato de levedura na condicdo G40
permite a suposicdo de algum tipo de efeito inibitério exercido pelo glicerol ou da
necessidade de algum micronutriente que auxiliaria no consumo do mesmo quando na
maior concentragéo testada nessa etapa. Ademais, esse maior consumo relativo de extrato
de levedura pode ter levado a extingéo precoce da fonte de nitrogénio no meio e ter sido
uma das causas do menor consumo de glicerol nessa condicdo. A maior razdo C/N (de
22,20) na condi¢do G40 também pode ter sido outro fator que influenciou negativamente
0 desempenho do isolado 9R nessa situacdo. No entanto, experimentos adicionais devem
ser realizados para confirmar qualquer uma das suposi¢cdes levantadas, visto que a
literatura apresenta uma ampla faixa para os valores 6timos da razdo carbono/nitrogénio,
variando de 5 a 200, para processos de digestdo anaerébia (KOTHARI et al., 2017).

O efeito inibitdrio da alta concentracdo de glicerol sob o isolado 9R também pode
ser verificado quando analisados os dados de modelagem apresentados na figura 11 e na
tabela 11. Como pode ser visto na figura 11, o modelo de Monod se adequou
satisfatoriamente, tanto ao consumo de substrato quanto ao crescimento da biomassa nas
condigdes G5 (R? de 0,950 e 0,970 para consumo de substrato e crescimento celular,
respectivamente) e G10 (R? de 0,908 e 0,931 para consumo de substrato e crescimento
celular, respectivamente). No entanto, 0 mesmo ndo ocorreu para os dados da condigéo
G40 (Figura 11). Somadas a interrup¢do do consumo de substrato verificada no ensaio
G40, a falta de ajuste e a alteracdo dos valores dos parametros da equacdo de Monod
(tabela 11) confirmam a ocorréncia de algum tipo de inibicdo nessa condi¢éo.
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Tabela 10. Coeficientes estequiométricos de substratos e produtos para as condi¢bes G5,
G14 e G40 para o isolado 9R.

Coeficiente Ensaio

Estequiométrico G5 Gl4 G40

a (Amonia) -0.1990 0.0408 0.0050
b (Ext. levedura) 1.8611 0.0567 0.3940
¢ (Biomassa) 0.4695 0.2019 0.2878
d (Hidrogénio) 0.8363 0.7185 0.4084
e (CO2) 1.0408 0.7102 0.4404
f (Agua) -0.4644 0.2203 0.2783
g (Etanol) 1.0586 0.7554 0.4567
h (1,3-PDO) 0.2185 0.1119 0.3255
i (Ac. succinico) 0.0436 0.0230 0.0341
j (Ac. latico) 0.0935 0.0536 0.1942
k (Ac. acético) 0.0615 0.0227 0.0285

Véarios modelos que consideram a inibigcdo por substrato (DUTTA et al., 2015)
foram testados para os dados desse ensaio, entre eles os modelos de Moser, Tan, Luong
e Haldane, e os resultados da modelagem pela equacgéo de Luong sdo mostrados na figura
11. Infelizmente, assim como para o0 modelo de Luong, os demais modelos testados nao
se adequaram aos dados. Provavelmente, isso ocorreu devido a efeitos combinados de
inibicdo exercidos ndo s6 pelo substrato, mas também pelos produtos da fermentacéo,
como ja demonstrado por Vlysidis e colaboradores (2011). Os autores, ao trabalharem
com um sistema de conversdo de glicerol a acido succinico empregando células de
Actinobacillus succinogenes, verificaram a necessidade do desenvolvimento de um

modelo que abrange ambos os tipos de inibigéo.
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Tabela 11. Parametros cinéticos encontrados para os ensaios pelo modelo de Monod
(para G5 e G10) e pelo Modelo de Luong (para G40).

Parametros Ensaio
cinéticos
G5 G10 G40
Hmax (W) 1,0801 0,648 3,975
Ks (gL ™) 4,7491 7,422 34,977
Sm — — 29,149
Substrato  Isolado  Substrato  Isolado
9R 9R
R? 0,950 0,970 0,908 0,931 0,421
RMSE 0,560 0,0481 1,52 0,061 —
NRMSE (%) 10,50 8,840 10,8 9,6 —

Onde: umax: Velocidade especifica de crescimento méximo; Ks: constante de saturacéo;
Sm: concentracéo inibitoria; R2: coeficiente de correlagdo; RMSE: raiz quadrada do erro

médio; NRMSE: raiz quadrada normalizada do erro medio.

Como demonstrado pela modelagem de nosso sistema nas trés diferentes
condigdes, provavelmente o glicerol em altas concentragdes exerce algum tipo de inibigéo
sobre o isolado em andlise. Baseado no que é exposto na literatura, esse fendmeno poderia
ser atribuido principalmente: as variacGes da razdio NADH/NAD™ ocasionadas pela maior
quantidade de glicerol que seria consumida nessa situacdo — atrapalhando a via oxidativa
— ou a produtos (ou intermediarios) téxicos gerados durante o consumo do substrato.
Ambas as situacOes citadas (alteracdo do balanco redox e producdo de compostos
inibitdrios) podem interferir na distribuicdo do fluxo de carbono durante a fermentacao e,
portanto, esse parametro também foi analisado e os dados de rendimentos instantaneos
para os diferentes intervalos da fermentacéo sao mostrados na figura 12.

A andlise da figura 12 revela alguns pontos em comum entre as trés condi¢des,
como o acentuado direcionamento de carbono para a formacéo de biomassa nas primeiras
4 horas da fermentagdo e o rendimento muito similar para acetato, formiato e etanol no
intervalo de 0 a 2 horas. Os rendimentos tanto do acetato quanto do formiato diminuiram
no intervalo de 2 a 4 horas, exceto para a condi¢cdo G10, para a qual houve aumento do
fluxo de carbono para a geragédo de &cido férmico, antes da queda no préximo intervalo.
Interessantemente, na condicdo G10, o aumento do rendimento do formiato foi

acompanhado pelo aumento do rendimento de etanol.
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Figura 11. Modelagem dos dados de crescimento microbiano e consumo de glicerol nas
condigdes (A) G5, (B) G10 e (C) G40. o — Dados experimentais do crescimento da
biomassa; + — dados experimentais do consumo de glicerol; linha continua — modelagem
do crescimento da biomassa; linha tracejada — modelagem do consumo de glicerol. (A) e

(B) dados modelados pelo modelo de Monod e (C) dados modelados pelo modelo de

Luong.
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A partir das 4 horas até o final dos ensaios, também foi comum para todos a
similaridade entre os perfis das curvas de etanol e H», indicando uma correlagéo entre a
producdo dos dois compostos nas situacdes testadas. Quanto ao acetato, apesar de ser
consumido junto com o substrato ao final das 24 horas (como indicado pelos valores de
rendimento negativos), seu rendimento apresentou uma elevacao entre 6 e 10 horas para
as condicbes G5 e G10, enquanto que para a condicdo G40 esse foi reduzido
continuamente a partir das 4 horas de fermentacgéo. Essa diferenca pode estar relacionada
ao maior rendimento de lactato observado para esse ponto na condi¢do G40 e se mostra
como uma das principais diferencas entre esse ensaio e os demais. Outra diferenca € o
maior direcionamento do fluxo de carbono para a producéo de 1,3-PDO na condi¢do G40

durante todo o tempo de fermentacéo.
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As diferencas no fluxo de carbono entre as condi¢Ges de consumo completo do
substrato (G5 e G10) e a condigdo G40 se tornam mais evidentes quando comparada a
razdo entre os rendimentos dos produtos derivados de acetil-CoA e dos produtos prévios
a formacéo desse intermediario (Figura 12). Pode-se notar que para as condices G5 e
G10 o isolado 9R direcionou o fluxo de carbono, desde o inicio da fermentacéo,
preferencialmente para produtos derivados de acetil-CoA em relagdo aos produtos
originados antes da formag&o desse intermediario, contrariamente ao que foi observado
para a condicdo G40.

Considerando que o consumo de glicerol até as 6 horas de fermentacéo foi muito
similar para as trés condicdes testadas (Figura 10), é razoavel supor que as diferengas no
metabolismo microbiano sejam uma resposta prévia ao consumo, ou pelo menos nado
diretamente relacionada com a quantidade de glicerol consumida, nas primeiras horas da
fermentacdo. Algumas suposi¢fes sobre os fatores fisiologicos e moleculares que
poderiam justificar o que foi observado séo discutidas abaixo.

Barbirato e colaboradores (1996), analisando aspectos fisioldgicos do consumo de
glicerol por E. agglomerans, observaram que mantendo uma concentracao inicial fixa de
substrato (66,3 gL™!) e alterando o pH do meio, nenhuma alteragdo no consumo da fonte
de carbono foi notada nas primeiras 8 horas de fermentacéo. Porém, o consumo final ap6s
32 horas variou entre 10 e 100% do substrato, em pH 6 e 8, respectivamente. Analises do
pool de nucleotideos e da atividade das enzimas da via redutiva e das primeiras enzimas
da via oxidativa mostraram que nenhuma delas estaria ativa no inicio da fermentacéao e
que diferencas no pH inicial influenciariam na formacdo de metabdlitos por meio da
alteracdo da atividade dessas enzimas.

Além disso, alguns autores mostram que dependendo da linhagem ou do meio
utilizado, o pH influencia de maneira contraria a atividade de enzimas que quebram
glicerol e que geram hidrogénio (DHARMADI et al., 2006; ROSSMANN et al., 1991).
Essa diferenca favoreceria a geracdo de outros produtos antes da formacéo de H», os quais

poderiam inibir a acdo do isolado frente ao glicerol.
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Figura 12. Distribuicdo do fluxo de carbono pelo isolado 9R nas condi¢bes G5, G10 e
G40. Esquerda: Rendimento (mol/mol glicerol) de biomassa e produtos produzidos
previamente a acetil-CoA. Simbolos abertos: circulo — 1,3-PDO, quadrado — &cido
sucinico, triangulo — acido latico, triangulo invertido - biomassa. Direita: Rendimento
(mol/mol glicerol) de produtos derivados de acetil-CoA. Simbolos fechados: circulo —
etanol, quadrado — Ha, tridangulo — acido formico, triangulo invertido — &cido acético.
Abaixo: Razdo dos rendimentos dos produtos pds acetil-CoA/pré acetil-CoA nas trés

condicdes.
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Outra possibilidade é que a determinacao das vias de dissimilacdo do substrato
tenha sido induzida pela percepcdo, por meio de receptores, da concentragao de glicerol
no meio e consequente regulacdo da expressdo ou atividade das enzimas envolvidas no
metabolismo desse carboidrato.

Oosawa e Imae (1983, 1984), realizando ensaios de quimiotaxia, observaram
alteragBes do comportamento de células de E. coli em respostas a altas concentracdes de
glicerol. Thais alteragbes de comportamento foram relacionadas aos receptores de
membrana MCP (Methyl-Accepting Chemotaxis Proteins) indicando que esse carboidrato
pode induzir alteracbes em processos celulares previamente a sua internalizacdo. Em
trabalhos posteriores do mesmo grupo, Li e Adler (1993) observaram um efeito repelente
do glicerol sobre E. coli quando em contato com a mesma concentragdo de glicerol
empregada na condicdo G40.

Além disso, foi demonstrado que mutantes desprovidos dos genes tsr, tar, trg e
tap (que codificam para os receptores MCP) ndo apresentam respostas taticas a altas
concentragcdes de glicerol. Zhulin et al. (1997) estenderam essas observacOes para
Salmonella typhimurium. Além disso, demonstraram que tanto para E. coli quanto para
S. typhimurium, baixas concentracdes de glicerol exercem efeito quimioatraente e causam
alteragBes no transporte de elétrons e no potencial de membrana, ambos os efeitos sendo
mediados por outra proteina quimiotatica CheB.

Desse modo, considerando o que € exposto na literatura e os achados de nosso
trabalho (i.e. diferencas no direcionamento de carbono mesmo com o consumo similar de
glicerol) pode-se supor que a definicdo de quais produtos serdo formados com a utilizagéo
do glicerol ocorra antes de seu consumo, sendo determinada por sinais percebidos por
receptores externos ou internos.

Na enterobactéria Klebsiella pneumoniae, os genes que codificam tanto para as
duas enzimas da via redutiva (glicerol desidratase e 1,3-propanodiol oxidorredutase)
quanto as duas primeiras enzimas da via oxidativa (glicerol desidrogenase e
dihidroxiacetona quinase) do glicerol estdo localizadas no chamado regulon dha, o qual
codifica ainda, por meio do gene dhaR, a enzima DhaR com fung&o regulatdria para esse
grupo de genes (SUN, J. et al., 2003).

Sun e colaboradores (2003), em um estudo comparativo da estrutura de genes
dhaR em diferentes bactérias, encontraram sequéncias correspondentes a varios dominios
envolvidos em processos regulatérios e de transducdo de sinal, entre eles 0os dominios

GAF, dominio de interagdo com o fator 6°*, histidina HTH_8 e PAS. Interessantemente,
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0 dominio PAS esta envolvido com o sensoriamento de luz, niveis internos de oxigénio,
energia e potencial redox, sendo também atribuida a esse dominio a capacidade de
interagir com diferentes cofatores, inclusive o glicerol (MOGLICH et al., 2009; SUN et
al., 2003; TAYLOR e ZHULIN, 1999).

De acordo com Mdoglich e colaboradores (2009), além de servirem como
cofatores, em alguns casos essas moléculas sdo o sinal que desencadeia a resposta da
proteina. Além disso, segundo Taylor e Zhulin (1999), alguns sensores contendo o
dominio PAS sdo responsivos a alteracdes na concentracdo de glicerol e outras fontes de
carbono. Logicamente, inlmeros experimentos ainda sdo necessarios para construir essa
hipo6tese, mas é possivel que a maior quantidade de glicerol no meio possa ser percebida
pela proteina DhaR, acarretando na preferéncia pela via redutiva em detrimento a via
oxidativa, visto que, como demonstrado por Zheng e colaboradores (2006), essa proteina
regulatdria pode exercer efeitos distintos sobre a expressao dos genes do regulon dha.

Visto que néo existem trabalhos analisando a conversdo de glicerol a hidrogénio
por bactérias com alguma modificacdo nos genes citados acima e considerando a
influéncia dos mesmos sobre o comportamento de bactérias na presenca de glicerol, estes
podem ser considerados como alvos potenciais para otimizar a producdo de Hz a partir
desse substrato.

Esse tdpico encerra a etapa de selecdo e analise do metabolismo de um isolado
capaz de converter glicerol a hidrogénio e etanol. Desse modo, o isolado Enterobacter
sp. 9R foi empregado em analises posteriores sobre os efeitos de fatores ambientais sobre

seu metabolismo.

4.3. Avaliacdo dos efeitos de alteracGes nos parametros ambientais sobre o
metabolismo de glicerol pelo isolado Enterobacter sp. 9R

Apos a andlise das rotas metabolicas do isolado Enterobacter sp. 9R em diferentes
concentragdes iniciais de glicerol, foram realizados ensaios visando a otimizacdo do
consumo de glicerol e sua conversdo a H; e etanol. Para tanto, a influéncia de varios
pardmetros (concentracdo de substrato no indculo; adicdo de impurezas presentes no
glicerol bruto; pH; aeracdo; e concentracdo celular no in6culo) sobre o comportamento

do isolado foram analisados.
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4.3.1. Avaliacdo da possibilidade de pré-adaptacdo do metabolismo do
isolado 9R induzida pela concentragdo de substrato no pré-indculo

O primeiro parametro a ser analisado foi a influéncia da concentragéo de glicerol
no frasco de pré-indculo sobre o desempenho do isolado, visando responder a hipotese
levantada no tdpico 4.3, acerca do pré-condicionamento das vias metabolicas durante a
etapa de pré-indculo. Para isso, em ensaios separados as concentracdes de glicerol no pre-
inéculo foram definidas como 20 ou 50 gL, Ap6s o crescimento do micro-organismo
em uma das duas condi¢cdes, o mesmo foi inoculado em frascos com diferentes
concentracdes de glicerol. As diferentes condicOes testadas foram nomeadas como: I-
20/F-20 (inoculo a 20 gL/fermentacdo a 20 gL); 1-50/F-50 (indculo a 50 gL
Y/fermentagdo a 50 gL1); 1-20/F-50 (indculo a 20 gL /fermentagdo a 50 gL™t) e 1-50/F-20
(indculo a 50 gL Y/fermentacéo a 20 gL ™).

A figura 13 mostra a curva de crescimento do isolado 9R nas diferentes condicdes.
Como visto, independentemente da concentracdo do pré-indculo, o crescimento
microbiano foi determinado pela concentracdo de glicerol presente no ensaio de
fermentacdo (F), de modo que os maiores valores de massa de células foram encontrados
nas condicgdes 1-20/F-20 e 1-50/F-20. A indiferenca para o crescimento do isolado em
relagdo a variagdo de concentracdo de substrato entre indculo e ensaio reforca a
inexisténcia de um efeito de choque osmético devido a altas concentracbes de glicerol,
como proposto por Reungsang e colaboradores (2013).

Por outro lado, a producdo de H» foi influenciada tanto pela concentragdo de
glicerol do pré-in6culo quanto pela concentragdo de glicerol do ensaio de fermentacéo
(Figura 13). Mais uma vez, 0s ensaios com maior concentragao de glicerol 1-20/F-50 e |-
50/F-50 apresentaram a menor producéo de Hz (4,10 e 4,04, mmol Ha, respectivamente).
O ensaio 1-20/F-20 apresentou uma producéo de 4,67 mmol H» (equivalente a 1,15 vezes
0 produzido nas condicGes 1-20/F-50 e 1-50/F-50). Por outro lado, na condicao 1-50/F-20
foram produzidos 5,73 mmol Ha correspondentes a 1,14 vezes o encontrado nas condigdes
I-20/F-50 e 1-50/F-50 e 1,23 vezes a producao na condicéo 1-20/F-20.
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Figura 13. Crescimento (esquerda) e producdo de hidrogénio (direita) pelo isolado
Enterobacter sp. 9R sob condi¢fes variadas de concentracOes iniciais de glicerol para

indculos e ensaios de fermentacao.
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A maior produgao de Hz na condicéo I-50/F-20 poderia estar relacionada com uma
pré-adaptacdo das rotas metabdlicas do isolado para o consumo de glicerol em maiores
quantidades, no entanto, como pode ser visto na figura 14, tanto o consumo total quanto
a velocidade de consumo de substrato foram muito similares entre as condicdes 1-50/F-
20 e 1-20/F-20. A andlise dos metabdlitos sollveis (Figura 14) foi empregada no intuito
de buscar alteracfes metabdlicas correlacionadas a maior produgdo de H> encontrada na
condicdo 1-50/F-20.

Entretanto, a analise dos dados mostrou que — da mesma forma que ocorreu para
0 crescimento microbiano e para o consumo de substrato — o perfil de producédo de
metabdlitos foi dependente apenas da concentracdo de glicerol presente no ensaio de
fermentacdo, sem influéncia sendo exercida pela quantidade de substrato presente no
frasco de pré-indculo. Com base nos resultados de crescimento, consumo de substrato e
producdo de metabdlitos sollveis, pode-se supor que a diferenca na producdo de
hidrogénio seja proveniente de alguma falha na retengdo do gas durante os ensaios. A
probabilidade da conversdo de algum metabdlito interno a H2 nas células da condigéo I-
50/F-20 pode ser descartada, visto que a quantidade de células empregada no in6culo ndo
seria suficiente para explicar a magnitude da diferenca na producdo de H. apresentada.

Desse modo, esses resultados rejeitam a hipotese de pré-adaptacdo das vias
metabdlicas do isolado 9R devido a concentragdo de substrato no pre-inoculo.
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Figura 14. Curvas de concentracdo dos metabdlitos soltveis pelo isolado Enterobacter
sp. 9R sob condicBes variadas de concentragdes iniciais de glicerol para in6culos e

ensaios de fermentacéo.
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4.3.2. Influéncia do pH inicial e da oxigenagdo durante a conversao do glicerol
pelo isolado 9R

Como j&a demonstrado na literatura, o pH pode influenciar de maneira significativa
a determinacdo das vias metabdlicas ativas durante o consumo de qualquer substrato,
definindo até se o consumo ocorrerd ou ndo. Isso ocorre porque o pH exerce influéncia
direta sobre a atividade de varias enzimas, determinando, desse modo, as transformacdes
a que o substrato seria submetido, influenciando de maneira direta nos produtos formados
durante a fermentacdo (DHARMADI et al., 2006; JAWED et al., 2016; KHANNA et al.,
2011; Pl et al., 2016; ROSSMANN; et al., 1991; SKONIECZNY e YARGEAU, 2009;
TRAN et al., 2014). Como mostrado por Jawed e colaboradores (2016), ao trabalharem
com uma linhagem de Klebsiella sp. superexpressando os genes fhlA e pncB, mesmo com
as intervencdes genéticas, os melhores resultados de producéo de H, foram obtidos apenas
apos a determinacdo do melhor pH para a cepa criada.

Além do pH, outro fator ambiental que pode determinar qual a rota de conservagédo
de energia empregada pelos micro-organismos é a concentracdo de O.. Segundo Wu e
colabores (2001), ao comparar ensaios de consumo anaerdbio e aerdébio de glicose por
uma linhagem de Enterobacter sp., a presenca de oxigénio pode exercer influéncia sobre
0 pH do meio. Sob condicOes de aerobiose, o isolado causou reversdo na queda do pH
apos 18 horas de ensaio, fato ndo observado para condi¢Ges de auséncia de O2. Segundo
0s autores, essa elevacdo do pH poderia ser efeito da oxidacdo de &cidos organicos
decorrente da respiracdo dos mesmos.

Considerando as informagfes supracitadas, com o intuito de averiguar a
possibilidade de otimizacdo da bioconversdo do glicerol pelo isolado 9R, esse foi
submetido a ensaios com diferentes valores de pH na presenca ou auséncia de oxigénio
em diferentes concentragdes iniciais de glicerol. Como mostrado na figura 15, a alteracédo
do pH de 6,5 para 8,0 foi benéfica tanto para o crescimento quanto para a producéo de Hx
pelo isolado em ambas as concentragOes testadas (12,00 e 32,00 gL™t). Esses dados
contrariam o valor de pH étimo de 6,5 encontrado por Khanna e colaboradores (2011)
para a conversdo de glicose a H» pela linhagem IIT-BT 08 de Enterobacter cloacae.
Apesar das diferencas entre substrato e linhagem empregada, outros autores, ao estudar
diferentes enterobactérias e diferentes substratos também reportaram valores 6timos de
pH proximos de 6,5 (LIN e LAY, 2005; WEI et al., 2010).

Para a fermentacdo do glicerol, vérios trabalhos também mostram o uso de valores

de pH levemente &cidos (entre 6,0 e 7,0) para a producédo de variados compostos, sendo
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que muitos deles empregam linhagens do género Enterobacter (HAN, J. et al., 2012;
JAWED et al., 2016; LEE, S. J. et al.,, 2017; NAKASHIMADA et al.,, 2002;
RODRIGUES et al., 2018; SEIFERT et al., 2009). Além disso, para outros substratos, o
crescimento de linhagens de Enterobacter cloacae é reportado em uma faixa de pH entre
4,5e10 (BEVILACQUA etal., 2010) e, segundo Tanisho e colaboradores (1998), podem
ocorrer grandes diferencas entre o pH 6timo de crescimento e o pH 6timo para a producéao
de H2 por linhagens de Enterobacter aerogenes.

Figura 15. Crescimento (esquerda) e producdo de hidrogénio (direita) pelo isolado
Enterobacter sp. 9R sob condig¢des variadas de pH, oxigenagdo e concentracgdes iniciais
de glicerol.
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Quanto ao crescimento do isolado, esse foi influenciado positivamente pela
elevacdo do pH, enquanto que a presenca de oxigénio ndo exerceu influéncia, exceto para
0 ensaio a pH 8 com 12,00 gL de glicerol inicial. Para essa condi¢do, a quantidade de
células foi similar a dos outros ensaios até o tempo de 72 h. No entanto, ao final do ensaio
(140 h), a massa de células estimada caiu de 0,67 gL para 0,30 gL ™. A analise dos meios
apos o término dos ensaios permitiu verificar a ocorréncia de floculacdo no frasco
correspondente ao ensaio com pH 8,0; 12,00 gL Glicerol e oxigenacéo (resultado ndo
mostrado).

Esse fato justifica a queda na massa de células, visto que essa é estimada por
densidade Optica e apresenta novas oportunidades de estudo sobre o isolado 9R. No caso
de processos em reatores continuos, a capacidade de floculagdo do isolado pode ser
explorada para auxiliar na separacéo entre células e produtos soltveis. Além disso, visto
que essa capacidade € proporcionada pela producdo de substancias poliméricas

extracelulares (YU et al., 2016), essas também podem facilitar abordagens de trabalho
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com imobilizacao de células, sendo que, pelo que indicam os resultados apresentados na
figura 15, a producdo desses polimeros poderia ser regulada pela oxigenacao dos reatores.

Ainda uma outra alternativa de investigagéo seria a producao de biofloculantes,
compostos muito estudados nos ultimos anos com o objetivo de substituir floculantes
sintéticos usados em tratamentos de aguas residuais (PRASERTSAN et al., 2006;
SHENG e YU, 2006a; SHENG et al., 2006; TANG et al., 2014; WANG, Z. et al., 2015;
YU et al., 2016).

Por outro lado, em pH 8, a presenca de oxigénio ndo influenciou na producéo de
H, para a concentrag&o de glicerol inicial de 12,00 gL* e diminuiu em 76% a quantidade
de H2 produzido quando o glicerol inicial foi fixado a 32,00 gL™*. Tais dados indicam que
a presenca de oxigénio na concentracdo testada causou alteracfes no metabolismo do
isolado, as quais provavelmente direcionaram o fluxo de elétrons para a geracdo de
compostos mais oxidados que o Ho.

A andlise dos metabdlitos soltveis (Figura 16) corrobora o que foi encontrado
para a producdo de hidrogénio, ou seja, nas condi¢Oes de aeragdo o isolado produziu
menores quantidades de compostos reduzidos (etanol e 1,3-PDO), sendo gue o principal
escape para 0 excesso de equivalentes redutores foi o acido latico. Como visto, houve
uma producao consideravel desse acido nas condicdes de aeracao até as 26 horas, sendo
que a condicdo pH 8,0; 32,00 gL Glicerol e oxigenacdo apresentou as maiores
concentracdes. Esses dados mostram que a regulacéo da enzima lactato desidrogenase de
Enterobacter sp. 9R segue o padrdo encontrado para outras enterobactérias, de modo que,
mesmo na presenca de oxigénio a enzima é ativada em situac@es que elevam a quantidade
de piruvato e NADH, de acordo com o descrito por Clark (1989).

Além disso, as maiores concentracdes de acido acético foram encontradas para o
ensaio com pH 8,0; 12,00 gL Gl e oxigenagcéo, seguido do ensaio com pH 8,0; 32,00 gL~
1 GI e oxigenacdo. Interessantemente, a producdo de acido acético teve sua taxa
aumentada a partir das 26 horas de ensaio, fato que coincidiu com o decréscimo da
concentracdo de cido latico nas duas condi¢des. Essa relacdo entre 0 consumo de acido
latico e a producéo de acido acético foi mais evidente na condicéo pH 8,0; 12,00 gL GlI
e oxigenacdo; para a qual a exaustdo do substrato também ocorreu no ponto de 26 horas.
O consumo de lactato, juntamente ou ndo com a producdo de acetato, é reportado na
literatura para diferentes géneros de bactérias e € relacionado com a presenca de oxigénio
(BELENGUER et al., 2011; CLARK, 1989; RAMEL et al., 2015).
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Figura 16. Curvas de concentracdo dos metabolitos presentes no meio de fermentacéo do
isolado Enterobacter sp. 9R sob condicdes variadas de pH, oxigenacao e concentracfes

iniciais de glicerol.
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Apesar da maior capacidade de oxidagéo do substrato na presenca de oxigénio, 0s
dados de consumo de glicerol indicaram que o isolado deu preferéncia a obtencéo de
energia por meio da baixa producdo de metabdlitos reduzidos e da oxidacdo de &cido
latico a aceético, visto que a presenca de oxigénio ndo aumentou o consumo de glicerol.
Pelo contrario, para o ensaio pH 8,0; 32,00 gL Gl e oxigenacio, a presenca de oxigénio
foi prejudicial ao consumo de substrato, o qual atingiu apenas 48 % do glicerol consumido
na condicéo pH 8,0; 32,00 gL GI e sem oxigenag4o.

Isso se deve, provavelmente, a efeitos relacionados ao acido latico, o qual seria o
principal metabolito responsavel pela inibicdo por produtos na presenca de altas
concentragdes de glicerol, pois na condicdo pH 8,0; 32,00 gL Gl e oxigenagdo houve
uma menor produc¢do de 1,3-PDO em comparacdo a mesma condi¢cdo sem oxigenacao.
Tendo em conta a toxicidade apresentada pelo &cido latico para o isolado 9R, a alteracédo
do metabolismo de lactato e acetato causada pela presenca de O, pode ser uma alternativa
para a retirada do acido latico do meio de cultura e pode ser estudada em trabalhos
posteriores.

4.3.3. Influéncia de impurezas do glicerol bruto sobre a conversao do glicerol
a Hz e subprodutos

Outro fator que também pode interferir na conversdo do glicerol bruto a H> sdo
contaminantes tanto originados durante o processo de transesterificagcdo quanto oriundos
da matéria-prima empregada para a producdo de biodiesel. Entre esses estdo: metanol,
sais, sabdo, ésteres alquilicos de acidos graxos, glicerideos, acidos graxos livres e cinzas.
Vaérios trabalhos encontrados na literatura investigam os efeitos dessas impurezas sobre
a producdo de diferentes compostos por meio da fermentacdo do glicerol
(CAVALHEIRO et al., 2009; LIANG et al., 2010; MOTHES et al., 2007; RYWINSKA
etal., 2016; SARMA; et al., 2013; VENKATARAMANAN et al., 2012).

No entanto, apesar de alguns trabalhos com diferentes linhagens de E. aerogenes
compararem a fermentacdo de glicerol bruto e glicerol puro (ITO et al., 2005;
NWACHUKWU, R. et al., 2012), as analises sdo voltadas apenas para o produto de
interesse e a capacidade de consumo do substrato e crescimento do micro-organismo, nao
sendo dada atencgéo as variagdes na producdo de outros metabolitos. Porém, da mesma
forma que para altas concentracbes de glicerol, o entendimento de alteracdes no
metabolismo decorrentes da adi¢do de impurezas ao meio fermentativo pode auxiliar na

otimizagdo das condig¢des do processo para a obtencéo do produto alvo.
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Desse modo, o isolado 9R foi avaliado durante a fermentacao do glicerol puro a
10 gL em diferentes ensaios contendo alguns dos principais contaminantes presentes no
glicerol residual em diferentes concentracGes. As concentragdes escolhidas foram
baseadas nos valores empregados para a confeccdo da tabela 1 (apresentada na revisao
bibliogréafica), e representam o valor médio e o valor mais alto encontrado para cada
contaminante, considerando a concentragio média de glicerol de 700 gL e sua diluicéo
para 10 gL ™. A figura 17 apresenta os valores encontrados para o crescimento microbiano

e a producao de Ho.

Figura 17. Crescimento da biomassa (esquerda) e producéo de H: (direita) pelo isolado

9R na presenca de impurezas em diferentes concentragoes.
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Como visto, ao final das 24 horas de ensaio pdde-se perceber que a adicdo de
impurezas interferiu de alguma forma nos resultados finais da fermentacao do glicerol,
sendo esses efeitos mais leves para a geragdo de biomassa e mais pronunciados para a
producdo maxima de Ho, principalmente ao final da fase exponencial de producéo. De
maneira geral, a presenca de sais ndo influenciou enquanto a adi¢do de metanol diminuiu
levemente o crescimento do 9R.

Segundo Sarma e colaboradores (2013b), a adicdo de cloreto de sddio ao meio
pode melhorar os resultados da fermentacdo do glicerol auxiliando na manutencdo do
balanco osmotico celular e no tamponamento do sistema, devido a formacéo de sais de
acidos organicos. No entanto, tanto para o KCI quanto para o NaCl ndo foram observadas
alteracdes consideraveis no crescimento e na produgdo de H.. Como exemplo, para o
NaCl na concentragio de 1,43 gL*, o aumento percentual no crescimento de apenas 6%
enquanto a elevagéo na quantidade de H> ndo ultrapassou os 4%.

Ao contrério das diferencas minimas ocasionadas pelos sais, a inclusédo do metanol
ao meio chegou a causar, na maior concentracdo adicionada, uma diminui¢do de

aproximadamente 26% na producdo de H>, muito superior do que a inibigdo causada ao
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crescimento microbiano (de aproximadamente 6 %). O efeito negativo do metanol
provavelmente esta relacionado aos efeitos toxicos causados por esse &lcool. Tal
toxicidade pode causar danos as células principalmente de duas formas: ag&o direta sobre
a membrana celular — interferindo em sua permeabilidade ou na funcdo de determinadas
proteinas — ou devido a geracdo de formaldeido ap6s a internalizacao e dissimilacdo do
metanol (PATRA et al., 2006; PLUSCHKELL e FLICKINGER, 2002). Como as analises
cromatogréaficas mostraram que n&o houve o consumo de metanol nos dois ensaios em
que foi adicionado (dados ndo mostrados), é provavel que, para o nosso isolado, os efeitos
deletérios do alcool foram causados por disturbios na membrana celular. Segundo Patra
e colaboradores (PATRA et al., 2006), a interacdo entre alcoois de cadeia curta e a
superficie da membrana celular pode alterar a estrutura dessa e modificar a conformacéo
de proteinas de membrana, como canais responsaveis pelo transporte de agua e ions,
interferindo na homeostase celular.

Curiosamente, assim como verificado para 0s ensaios variando a concentracao
inicial de glicerol, tanto o crescimento dos micro-organismos quanto a producao de H»
ndo apresentaram diferencas em relacdo ao controle no inicio da fermentacdo (entre 8 a
10 horas de ensaio). Ao que parece, as alteracBes causadas pelos contaminantes
influenciaram o desempenho do isolado apenas préximo da fase estacionéria.

A anélise dos produtos da fermentacdo pode dar indicios de quais vias estariam
sendo afetadas pela adicdo das diferentes impurezas ao meio. Desse modo, o glicerol
remanescente e 0os metabdlitos produzidos foram verificados apds o término do ensaio.
Os resultados dessa quantificacdo podem ser visto na figura 18. A adicdo de NaCl na
concentragéo 1,43 gLt exerceu influéncia positiva tanto no consumo de glicerol quanto
na producdo de etanol, acarretando em 37% de aumento no consumo de substrato e 10%
na concentracao final de etanol. O maior consumo de glicerol pode estar relacionado com
um aumento do tempo de atividade celular devido ao tamponamento do meio ou pela
melhoria no transporte de nutrientes que pode ser causada pela presenca de ions sodio
(UNEMOTO et al., 1990).

Também da mesma forma que para o Hz, 0 metanol prejudicou o consumo do
glicerol. Como discutido acima, o metanol pode causar a desnaturacdo de proteinas de
membrana (PATRA et al., 2006). Apesar do glicerol ser um carboidrato difusivel pela
membrana, sua entrada na célula € auxiliada por uma proteina facilitadora de difusao

(GlpF), a qual pode ter tido sua fungdo comprometida pela adicdo do metanol. Esse menor
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consumo de substrato justificaria 0 menor crescimento e a menor producgéo de H; e demais
compostos, como etanol e 1,3-PDO.

Curiosamente, concentra¢des mais altas de lactato (de até aproximadamente 20%)
foram verificadas ao final dos ensaios com metanol em relacdo ao controle. Considerando
que o metanol pode aumentar a permeabilidade da membrana (PATRA et al., 2006) e,
dessa forma, intensificar a internalizag&o do glicerol num primeiro momento, pode-se
conjecturar que o aumento na produgdo de lactato tenha sido uma resposta a maior
quantidade de glicerol internalizado, assim como suposto para a condi¢cdo G40, na qual

havia maior disponibilidade da fonte de carbono.

Figura 18. Concentracéo final dos produtos da fermentacdo do glicerol a 10 gL pelo

isolado 9R na presenca de impurezas em diferentes concentracdes.
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Os efeitos benéficos do cloreto de sodio para o metabolismo do isolado 9R podem
ser considerados um outro ponto positivo para 0 uso desse micro-organismo no
tratamento do glicerol bruto visto que as etapas de pos-tratamento desse residuo dao
preferéncia a remocdo de metanol (0 qual pode ser reutilizado na reacdo de
transesterificacdo) e sabdes, sendo que o processo de remocéo dos ultimos favorece a
formacéo de sais (SARMA et al., 2013).
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4.3.4. Avaliacdo do metabolismo do isolado 9R sob diferentes concentracdes
de células inoculadas
Na literatura sdo encontrados varios trabalhos que mostram o efeito da quantidade

de células inoculadas sobre varios aspectos microbianos, desde isolamento até
morfologia, resisténcia a antibioticos e desempenho na producdo de compostos (DAVIS
et al.,, 2005; MEYRATH, 1963; PEREGO et al., 2003; QIANG et al., 2013;
SHARIFYAZD e KARIMI, 2017). No entanto, muitos trabalhos ndo consideram esse
efeito ou mesmo apresentam ndmeros vagos sobre a quantidade de células usadas como
indculo, apresentando, muitas vezes, um valor arbitrario (e extremamente variavel) de 10
% de inoculo (CAVALHEIRO et al., 2009; LUO et al., 2011; REUNGSANG et al., 2013;
SITTIJUNDA e REUNGSANG, 2017).

Considerando tais observacbes, o Ultimo teste sobre pardmetros a serem
melhorados para a bioconversdo de glicerol pelo isolado 9R foi a avaliacdo de possiveis
mudancas no processo decorrentes da variacdo na quantidade inicial de células, até agora
mantida em 0,020 gL* em todos os ensaios realizados. Para isso, foram feitos trés ensaios
apH 6,5 e 40 gL glicerol inicial, sendo inoculados com 0,020; 0,040; ou 0,140 gL* de
celulas.

Infelizmente, devido a erros operacionais, os dados sobre a producéo de Hz ndo
puderam ser coletados. Por outro lado, a anélise dos metabolitos soluveis (Figura 19)
revelou que a concentracdo do indéculo, apesar de ndo influenciar na quantidade de
substrato consumida, pode alterar a concentracdo final de alguns dos produtos da
fermentacdo, indicando que variagdes no ndmero inicial de células podem também
determinar as vias metabdlicas preferenciais. Enquanto a concentragdo dos demais
compostos permaneceu inalterada, a concentragdo de 1,3-PDO e etanol mostrou ser
dependente da concentracdo inicial de células. O aumento na quantidade de células
inoculadas diminuiu a quantidade obtida desses metabdlitos, sendo esse fenbmeno
observado de forma mais pronunciada para o etanol, o qual chegou a apresentar reducgéo
de 3,9 vezes em sua concentragdo final no ensaio com 0,040 gL em relagdo ao ensaio
com 0,020 gL-1 de células inoculadas. Como ndo foram realizadas analises sobre o
crescimento microbiano ou cinética da geracdo de produtos, conjectura-se que essas
alteracdes estejam relacionadas a esses fatores.

Estudos mais aprofundados acerca da influéncia da quantidade de células
inoculadas sobre o metabolismo microbiano muitas vezes exploram o chamado “efeito

do inéculo”. Esse efeito, segundo Bidlas e colaboradores (2008), seria a relagéo entre
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tamanho do indculo e pardmetros como tempo de fase lag, numero total de células ao
final da fase de crescimento e alteracfes na concentragdo minima inibitoria de compostos
antimicrobianos. Quanto a variagdes na producdo de metabdlitos, nossa busca na
literatura ndo revelou trabalhos que tratassem diretamente do assunto para bactérias, mas
como mostrado por Ding e colaboradores (2009) para Saccharomyces cerevisiae ao testar
indculos variando de 1 a 40 gL, a variacdo no massa de células inoculada pode
influenciar na producdo de compostos como glicerol, &cido succinico, acido palmitoleico,

aminoacidos e etanol, entre outros.

Figura 19. Consumo de glicerol e metabdlitos produzidos apds 24 horas de fermentacao

de glicerol a 40,00 gL* pelo isolado Enterobacter sp. 9R com diferentes concentracdes

iniciais de inoculo.
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4.3.5. Avaliacdo da atenuacdo do metabolismo do isolado 9R

Vale ressaltar que, em comparacdo a etapa inicial do trabalho (resultados
apresentados no topico 4.2), a produgdo de H pela cepa Enterobacter sp. 9R apresentou
mudangas notaveis (queda da producdo maxima de 12,96 para aproximadamente 1,5
mmol em alguns ensaios). Também é valido citar que, durante a realizacdo dos ensaios
apresentados nessa etapa, alteracfes foram realizadas nos protocolos de medicdo de
gases, 0 que pode explicar em partes as discrepancias entre os valores obtidos
anteriormente e nessa fase. No entanto, as analises revelaram que ndo apenas a producéo
e a taxa de producdo de H: sofreram mudangas, mas também a taxa de consumo e o

consumo total de glicerol (o qual néo deixou de ser completo em 24 horas, como pode ser
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visto na figura 18), quantidade final e tempo de obtencdo de produtos sollveis e
crescimento celular apresentaram mudangas.

Considerando que os protocolos de determinagdo dos demais fatores
permaneceram inalterados, tais variacbes em conjunto permitem supor que, ap0s seu
isolamento e durante seu periodo de manutencdo em nosso laboratdrio, o isolado 9R tenha
mudado seu comportamento frente ao substrato alvo de nosso trabalho. A suposicéo aqui
levantada é que, devido a sua conservacdo em glicerol (seja quando congelado ou em
placas de Petri) e devido a falta de exposicdo aos estimulos ambientais existentes antes
do isolamento, podem ter ocorrido alterac6es no metabolismo do isolado.

Barrick e colaboradores (2009), em um estudo com a linhagem E. coli B REL606,
demonstraram, por meio de sequenciamento genético, que durante a manutencao da cepa
em laboratério por um periodo de apenas 2.000 geracdes, alteracbes ocorreram no
genoma do micro-organismo, sendo que novas alteracdes forma verificadas até a geracédo
de numero 40.000. Interessantemente, a linhagem estudada por Barrick e colaboradores
(2009) apresentou mutacdes no gene dhaM, o qual codifica para uma das subunidades da
enzima di-hidroxiacetona quinase PEP-dependente (DhaK), uma enzima envolvida na
conversdo do fosfoenol-piruvato a piruvato quando E. coli usa o glicerol como fonte de
carbono (Cintolesi et al., 2012). Curiosamente, a linhagem estudada foi cultivada em
meios com glicose e teve contato com o glicerol apenas durante os protocolos de
congelamento e descongelamento prévios ao sequenciamento de seu genoma.

Além disso, em estudos similares, outros autores mostram que micro-organismos
mantidos em cultivo laboratorial podem sofrer um tipo de pressdo evolutiva, a qual
depende das condig¢6es de manutengdo, como ciclos de congelamento-descongelamento-
crescimento, temperatura de armazenamento ou apenas a exposicdo continua a alguma
fonte de carbono sob condi¢bes padrdo de cultivo (BARRICK e LENSKI, 2013;
DEATHERAGE et al., 2017; SLEIGHT et al., 2008; SPROUFFSKE et al., 2016;
STRUCKO et al., 2018). Lee e Palsson (2010) demonstraram que a linhagem E. coli K-
12 MG1655, apds apenas 700 geragOes em contato com L-1,2-propanodiol, um substrato
ndo consumivel originalmente, a cepa adquiriu a capacidade de metabolizar o composto.

Esse fendmeno de adaptacdo evolutiva frente a algum substrato também ja foi
demonstrado para o glicerol por Fong e colaboradores (2005). Ao estudar 7 culturas
paralelas de E.coli apos apenas 44 dias de contato com o glicerol, os autores verificaram
alteracOes significativas em parametros como taxa de crescimento (em glicerol e outros

substratos), taxa de absorcdo do glicerol e taxa de absor¢do de oxigénio. O estudo também
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mostra a alteracdo na expressdo de 70 genes ao final do experimento, entre eles genes
relacionados a motilidade, vias biossintéticas e, interessantemente, o gene cheB
(relacionado a receptores de membrana), citado no capitulo 4 como um possivel alvo de
manipulacdo para melhorias na bioconverséo do glicerol. Strucko e colaboradores (2018)
estendem as observacOes de alteracbes fenotipicas causadas pelo cultivo em meios
contendo glicerol para a levedura Saccharomyces cerevisiae, para a qual apenas 80
geracOes foram suficientes para causar o fendbmeno denominado adaptacdo evolutiva
laboratorial.

Ademais, varios estudos mostram que o comportamento de inUmeras bactérias €
altamente dependente do contato com outras espécies e é estabelecido que, em
comunidades microbianas naturais, 0 metabolismo de cada linhagem é regulado por sua
relacdo com as demais por meio de relagbes de sintrofia e simbiose (KAMAGATA e
NARIHIRO, 2016; MIR et al., 2016; MORRIS et al., 2013; SIEBER et al., 2014;
SPEECE, 1983).

Desse modo, pode-se supor que a alteracdo das condi¢cGes ambientais
(transferéncia do lodo de um reator UASB para placas com agar nutriente e glicerol) e a
adaptacdo continua as novas condi¢cdes tenham sido a causa das alteraces metabolicas
observadas para o isolado 9R, tendo ocorrido uma adaptacdo evolutiva da linhagem.
Mesmo amostras congeladas a -70 °C no inicio do projeto e reativadas ap0s essas
observacOes apresentaram 0 mesmo comportamento que a cepa em uso. Além disso,
testes realizados com o isolado 3R também revelaram a queda na producéo de H2 em um
perfil similar ao ocorrido para o isolado 9R (dados ndo mostrados). Portanto, a suposi¢ao
que pode ser levantada é que as mudancas no metabolismo dos isolados estariam
relacionadas com a auséncia de estimulos por outras culturas e/ou a exposi¢do continua
ao glicerol.

Visto que, dos dois fatores responsaveis pelas alteracdes metabdlicas descritas,
apenas o fator exposi¢do ao glicerol poderia ser controlado, tanto a amostra em uso quanto
uma amostra descongelada do isolado 9R foram repicadas por 4 meses em placas de Petri
contendo apenas &gar nutriente. A producgédo de hidrogénio foi avaliada periodicamente
para verificar uma possivel reversibilidade dessas alteragcdes. Os resultados de alguns

desses ensaios sdo mostrados na figura 20.
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Figura 20. Producdo de H2 por uma amostra em uso (esquerda) ou descongelada (direita)

do isolado 9R em ensaios durante 4 meses sem contato do isolado com glicerol.
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No entanto, como pode ser visto na figura 20, apesar da ocorréncia de variagdes
na quantidade de H produzido, essas ndo tiveram uma rela¢do direta com o tempo que 0
isolado permaneceu sem contato com glicerol e, além disso, essa producdo nao
ultrapassou 17 % da producéo apresentada na se¢do anterior (topico 4.2). Apesar da queda
na producdo de Hz e no consumo de glicerol nas condigdes testadas, apos a ocorréncia da
adaptacdo evolutiva, a analise dos compostos soltveis revelou que o metabolismo do
isolado 9R permaneceu estavel (dados ndo mostrados). Essa diminuicdo da taxa de
alteracOes fenotipicas em decorréncia do tempo esta de acordo com o que é mostrado na
literatura (Barrick e Lenski, 2013; Strucko et al., 2018).

Dessa forma, como todos os experimentos realizados nessa etapa foram
comparados de maneira pontual e ndo com dados anteriores, pode-se considerar validas
as conclusBes acerca da influéncia das varidveis testadas e de seus efeitos sobre o
metabolismo do isolado 9R. Considerando os resultados obtidos, as variaveis pH,
quantidade inicial de células e concentracao inicial de glicerol foram as que se mostraram
influentes sobre o processo. Assim sendo, as informacGes aqui expostas serviram como
base para o desenvolvimento da préxima etapa do trabalho, a qual trata da determinacgéo
das condicBes Otimas para o consumo de glicerol e sua simultanea transformacdo em

hidrogénio e etanol.

4.4. Melhorias na conversdo de glicerol a hidrogénio e etanol pelo isolado
Enterobacter sp. 9R
ApoOs as etapas de caracterizacao inicial e verificacdo dos efeitos de diferentes

fatores sobre 0 metabolismo de glicerol do isolado, esse topico do trabalho apresenta os
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resultados relativos as melhorias realizadas na fermentacéo do glicerol por Enterebacter
sp. 9R. Para isso, levando em consideracdo os resultados obtidos na etapa anterior, 0s
pardmetros pH, concentracdo inicial de substrato e concentracdo de inoculo foram
escolhidos para tal fim. Como o foco dessa etapa do trabalho foi 0 aumento da producéo
de hidrogénio e etanol e o consumo de glicerol, as discussdes sobre o metabolismo do
isolado foram restringidas a esses compostos. Além disso, 0 experimento 1, apesar de ter
sido incluido nas analises estatisticas realizadas, ndo foi considerado para a maioria das
discussbes, devido ao crescimento e metabolismo praticamente nulos da cepa nas

condicdes estabelecidas para 0 mesmo.

4.4.1. Avaliacéo de alteracdes na producéo de hidrogénio e etanol e consumo
de glicerol com auxilio do planejamento experimental

Por meio do uso do planejamento experimental de Doehlert foi verificada a
influéncia dos trés fatores selecionados sobre o comportamento do isolado. Os pontos de
minimo e maximo para pH, concentracdo inicial de glicerol e concentracdo de in6culo
foram definidos com base nos resultados obtidos nas etapas anteriores e dados da
literatura. Os valores obtidos para as variaveis, juntamente com os resultados encontrados
para as variaveis resposta analisadas no tempo de 24 horas, sao mostrados na tabela 12,
expressos na forma de concentracdo (em mgL™) e rendimento Yeis (mol produto/mol
glicerol consumido). O monitoramento dos produtos foi realizado até as 72 horas de
fermentacdo, no entanto, visto que ndo houveram variacdes nas concentra¢fes dos
metabdlitos, os dados foram omitidos.

Nesse ponto, vale ressaltar que, apesar das variagdes na razao carbono/nitrogénio
decorrerem unicamente em virtude das diferentes concentracOes testadas para a fonte de
carbono e sua influéncia ndo ter sido analisada diretamente, os valores obtidos para a
razdo C/N apos o planejamento experimental (tabela 4, Capitulo 3) estdo dentro da faixa
apresentada na literatura para sistemas de digestdo anaerdbia para a producdo de
hidrogénio (KOTHARI et al., 2017). Além disso, apesar da possibilidade do nitrogénio
ser um fator limitante para o consumo de glicerol em altas concentragdes (como suposto
no item 4.2.1.7), o uso de razdes C/N no valor de até 200, muito superiores aos testados
em nosso trabalho, sdo reportados como étimos para sistemas de producdo de etanol e/ou
hidrogénio (ARGUN et al., 2008; CAROSIA et al., 2017; ANZOLA-ROJAS et al., 2015;
LIN e LAY, 2004; MOHAMMADI et al., 2012; TAO et al., 2007).
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Com uma analise geral da tabela 12, é possivel perceber que para todas as
varidveis avaliadas existiram diferencas consideraveis entre os resultados dos
experimentos, tanto no que diz respeito a concentragdo final quanto ao direcionamento
do substrato consumido para a formacdo de produtos. Outra resposta importante que
variou substancialmente entre os ensaios foi o consumo de glicerol. Mais uma vez, 0s
produtos gerados em quantidades mais atrativas pelo isolado 9R foram H- e etanol, para
0S quais, juntamente com o consumo de glicerol, foram voltados os esforcos de
otimizacdo apresentados posteriormente. Sobre os produtos encontrados durante essa
primeira etapa de ensaios, vale ressaltar que apos a alteracdo do metabolismo do isolado
(discutida anteriormente) e para alguns dos ensaios, as concentraces encontradas para
etanol aumentaram em até 1,8 vezes quando comparadas aos valores maximos
apresentados no tépico 4.2.

Para auxiliar no entendimento acerca da influéncia dos parametros experimentais
(pH; glicerol inicial; concentracdo do indculo) sobre o metabolismo do isolado 9R, 0s
dados foram averiguados com uso de andlises de variancia (ANOVA), diagramas de
Pareto e superficies de resposta. Essas ferramentas permitiram a verificacdo da acédo de
cada uma das variaveis escolhidas sobre cada uma das variaveis resposta de interesse.
Para a construcao dessas analises foram usados os dados relativos aos rendimentos Ypss
de cada um dos produtos (Tabela 12), visto que os rendimentos expressam o0
direcionamento de carbono e energia em cada uma das condi¢Ges. Além disso, a analise
baseada em rendimentos aumenta a relacdo produtos/sub-produtos, facilitando processos

posteriores de separacao e purificagéo.
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Tabela 12. Condicoes experimentais fornecidas pelo planejamento experimental de Doehlert e variaveis resposta obtidas para cada ensaio (24h).

Ensaio pH Glicerol Indculo Hidrogénio Etanol Acido succinico Acido formico
(gL (gL
mmol Yeis mgL* Yeis mgL* Yeis mgL* Yeis
1 9,50 27,50 0,020 0,000 0,000 196,224 0,172 4,454 0,000 155,372 0,136
2 8,75 50,00 0,020 2,079 0,086 3.146,356 0,408 265,891 0,004 0 0
3 8,75 35,00 0,031 2,195 0,083 4.674,390 0,578 253,771 0,006 0 0
4 6,50 27,50 0,020 0,719 0,053 1.385,825 0,329 256,218 0,007 0 0
5 7,25 5,00 0,020 1,577 0,197 2.016,207 0,806 156,572 0,024 0 0
6 7,25 19,99 0,009 5,458 0,204 5.309,013 0,634 279,407 0,010 0 0
7 8,75 5,00 0,020 2,517 0,313 2.313,506 0,925 148,848 0,023 0 0
8 8,75 19,99 0,009 5,502 0,176 6.883,951 0,738 331,522 0,013 0 0
9 7,25 50,00 0,020 1,329 0,085 2.010,606 0,429 290,721 0,005 0 0
10 8,00 4249 0,009 4,085 0,135 5.135,949 0,539 290,116 0,005 0 0
11 7,25 35,00 0,031 1,811 0,045 2.449,286 0,419 282,869 0,006 0 0
12 8,00 1251 0,031 4,437 0,224 4.533,809 0,725 239,610 0,015 0 0
13 8,00 27,50 0,020 4,508 0,199 3.921,239 0,556 189,725 0,005 0 0
14 8,00 27,50 0,020 3,836 0,174 3.674,878 0,530 200,393 0,006 0 0
15 8,00 27,50 0,020 5,086 0,196 5.124,636 0,625 266,785 0,006 0 0
16 8,00 27,50 0,020 4,382 0,170 5.448,131 0,683 278,909 0,008 0 0
17 8,00 27,50 0,020 3,964 0,157 4.694,825 0,590 238,216 0,007 0 0
18 8,00 27,50 0,020 3,463 0,145 4.462,765 0,590 238,906 0,007 0 0
19 8,00 27,50 0,020 3,039 0,119 5.315,929 0,700 271,313 0,008 0 0
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Tabela 12. Continuagéo.

Ensaio 1,3-PDO Acido latico Acido acético Glicerol consumido
mgL* Yers mgL* Yers mgL* Yess mgL ™ molL* %

1 175,332 0,093 10,105 0,005 8,040 0,000 2.284,156 0,025 8,306

2 2.583,793 0,203 2.601,227 0,173 0,000 0,000 15.221,800 0,165 30,444
3 2.981,599 0,222 2.613,676 0,165 0,000 0,000 16.260,040 0,177 46,457
4 2.365,287 0,340 1.007,001 0,122 99,432 0,002 8.423,056 0,091 30,629
5 890,268 0,216 261,032 0,053 95,861 0,002 5.000,000 0,054 100,000
6 2.908,754 0,210 1.305,977 0,080 0,000 0,000 16.733,720 0,182 83,710
7 590,892 0,143 129,116 0,026 53,955 0,001 5.000,000 0,054 100,00
8 2.424,434 0,157 1.732,662 0,095 0,000 0,000 18.649,060 0,203 93,292
9 2.362,158 0,304 1.710,541 0,186 51,200 0,001 11.161,970 0,121 22,324
10 3.397,440 0,216 2.135,467 0,115 0,000 0,000 19.059,370 0,207 44,856
11 2.655,099 0,274 1.595,190 0,139 0,000 0,000 11.787,750 0,128 33,679
12 1.877,139 0,182 1.049,898 0,086 38,538 0,001 12.509,000 0,136 100,000
13 2.433,028 0,208 2.281,703 0,166 0,000 0,000 14.129,150 0,153 51,379
14 2.394,375 0,210 2.280,160 0,170 0,000 0,000 13.792,980 0,150 50,156
15 2.751,325 0,203 2.117,761 0,132 0,000 0,000 16.401,810 0,178 59,643
16 2.619,259 0,198 2.087,964 0,135 0,000 0,000 16.031,390 0,174 58,296
17 2.802,582 0,213 2.270,418 0,146 0,000 0,000 15.898,380 0,173 57,812
18 2.780,467 0,223 2.252,453 0,154 0,000 0,000 15.095,070 0,164 54,891
19 2.611,674 0,207 2.181,471 0,147 0,000 0,000 15.230,570 0,165 55,384
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4.4.1.1. Producéo de etanol

Levando em consideracdo os pontos de analise, o etanol e o hidrogénio (ambos
produzidos apds a quebra do piruvato em acetil-CoA e &cido férmico) apresentaram
resultados relevantes tanto para o estudo das alteragdes metabdlicas quanto para a
otimizacdo de sua producéo visando um futuro aumento de escala do processo.

Quanto ao etanol, analisando a tabela 12, pode ser notado que o experimento 7
(pH 8,75; 5,00 gL GI; e Indculo 0,020 gL™?), o qual apresentou os menores rendimentos
de 1,3-PDO e acido latico, foi o que apresentou 0 maior direcionamento do glicerol para
a producdo de etanol (0,925 mol etanol/mol glicerol consumido). Na sequéncia, 0s
maiores rendimentos foram obtidos nos experimentos 5 (pH 7,25; 5,00 gL GI; e In6culo
0,020 gL ™), 8 (pH 8,75; 19,99 gL GI; e Indculo 0,009 gL™?) e 12 (pH 8,00; 12,51 gL*
Gl; e Indculo 0,009 gL1), variando de 0,806 a 0,725 mol etanol/mol glicerol consumido.
Por outro lado, os dois menores Yp;s de etanol foram encontrados para os ensaios 4 (pH
6,5; 27,50 gL GI; e Indculo 0,020 gL 1) e 2 (pH 8,75; 50,00 gL™* GI; e Indculo 0,020 gL
1y, sendo seguidos pelos ensaios 11 (pH 7,25; 35,00 gL GI; e Indculo 0,031 gL e 9
(pH 7,25; 50,00 gL GI; e Indculo 0,020 gLb).

Pode-se notar que a concentracdo de glicerol foi o fator determinante para o
direcionamento da fonte de carbono para a geracdo de etanol, de modo que os
experimentos com a concentracao mais baixa de substrato (7 e 5) apresentaram os maiores
rendimentos de etanol. Entretanto, quando comparados os experimentos 7 e 5 (para 0s
quais foram empregadas as mesmas concentracdes iniciais de substrato e indculo), é
possivel observar que o pH exerceu influéncia de magnitude semelhante a da
concentracdo de glicerol sobre essa variavel resposta, visto que o rendimento do ensaio
7, de pH mais elevado, foi 1,15 vezes maior que do ensaio 5.

A forte influéncia do pH fica ainda mais evidenciada quando analisado o
rendimento do experimento 4 (de apenas 0,329 mol etanol/mol glicerol consumido). Esse
valor foi 20 e 23 % menor que o0 encontrado para 0s ensaios 2 e 9, respectivamente, 0s
quais foram realizados com as maiores concentracfes de glicerol testadas, porém com
valores de pH superiores aos usados no experimento 4. O rendimento de etanol para o
ensaio 4 chegou a ser 2,2 vezes menor que o rendimento de ensaios do ponto central,
realizados com a mesma concentracao inicial de glicerol e pH 8,00. A capacidade de
producdo de etanol a partir de glicerol é reportada para varias linhagens de Enterobacter
aerogenes, sendo que os valores 6timos variaram 6,40 a 8,14 para o pH e de 12,00 a 50,00
gL para a concentragdo de glicerol (ITO et al., 2005; ITRWUNG e YARGEAU, 2011;
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LEE et al., 2017; MARU et al., 2016; NWACHUKWU et al., 2013; REUNGSANG et
al., 2013).

Essa influéncia praticamente equivalente entre concentragéo inicial de glicerol e
pH no controle do rendimento de etanol é corroborada pela analise de variancia e pelo
diagrama de Pareto construidos para essa variavel resposta (Tabela 13 e Figura 21,
respectivamente). Como visto, a ANOVA confirmou a significancia e o resultado da

andlise pelo diagrama de Pareto atribuiu valores similares para as duas variaveis.

Tabela 13. Resultados da anéalise de variancia (ANOVA) para a variavel resposta Yps de

etanol.
Fator SQ GL MQ F p-valor
pH (L) 0,000132 1 0,000132 0,03338 0,861052
pH (Q) 0,201602 1 0,201602 50,99348 0,000380
Glicerol (gL?) (L) 0,244995 1 0,244995 61,96924 0,000222
Glicerol (gL ) (Q)  0,040795 1  0,040795  10,31876  0,018314
Inéculo (gL (L)  0,006035 1  0,006035 1,52661 0,262802
Inéculo (gL?) (Q) 0,003133 1 0,003133 0,79255 0,407608
pH*Glicerol 0,004864 1 0,004864 1,23028 0,309821
pH*Inéculo 0,002322 1 0,002322 0,58734 0,472516
Glicerol*Inéculo 0,009872 1 0,009872 2,49695 0,165149
Erro 0,023721 6 0,003953
Total 0,558746 18

Onde: L: modelo linear; Q: modelo quadratico; SQ: soma quadratica dos erros; GL,

graus de liberdade; MQ: média quadratica dos erros; F: valor do teste F calculado.

A superficie de resposta para o Ypss de etanol (Figura 22) mostra a tendéncia de
rendimentos maiores quanto menor a concentracdo inicial de glicerol e o favorecimento
desse fator por valores de pH relativamente basicos. Assim como os valores de pH, 0s
dados de concentragéo estdo de acordo com o que € apresentado em parte dos trabalhos
encontrados na literatura (JITRWUNG e YARGEAU, 2011; LEE et al., 2017; MARU et
al., 2016), mas condicdes desse tipo ndo apresentariam aplicabilidade em sistemas de
grande escala, devido aos gastos relacionados a diluicdo do glicerol bruto que se fariam

necessarios (SARMA et al., 2013). Portanto, esses resultados foram analisados
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juntamente com outros parametros de interesse, como a co-producdo de H: e,

principalmente, o consumo de glicerol, como discutido a seguir.

Figura 21. Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a variavel resposta Yp/s de

etanol.
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Figura 22. Superficie de resposta para a varidvel resposta Yp;s de etanol. A variavel
Inéculo foi fixada em 0,02 gL™.
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4.4.1.2. Producao de hidrogénio
Para o hidrogénio (Tabela 12), as variaveis pH inicial e concentracdo de substrato

também exerceram graus similares de influéncia sobre sua producdo e rendimento, a
exemplo do que foi observado para o etanol. O maior rendimento de hidrogénio (0,313
mol Hz/mol glicerol consumido) foi observado para o experimento 7 (pH 8,75; 5,00 gL*
GI; e Indculo 0,020 gL™), o Gnico com diferenca positiva consideravel em relagio aos
experimentos do ponto central. O valor de Yp/s para 0 Hz apresentado pelo experimento
7 foi 1,58 vezes superior ao obtido no experimento 5 (pH 7,25; 5,00 gL GI; e In6culo
0,020 gL ™), realizado nas mesmas condicdes de inoculo e concentragdo inicial de glicerol,
mas em valor de pH inferior.

Somado aos resultados obtidos para o etanol, esses dados demonstram que as
condicdes de pH e concentracdo inicial de substrato utilizadas nesse ensaio foram as
melhores para garantir a conversdo de glicerol em produtos gerados apds a geracao de
acetil-CoA, em oposicao a producéo de acido latico e 1,3-PDO (produtos para 0s quais 0
experimento 7 apresentou os menores rendimentos). Em contrapartida, experimentos com
meios mais acidos, como o ensaio 4 (pH 6,50; 27,50 gL GI; e Indculo 0,020 gL, ou
com concentracOes relativamente altas de glicerol, como o ensaio 11 (pH 7,25; 35,00 gL~
1 GI; e Indculo 0,031 gL™?), apresentaram rendimentos extremamente baixos para o
hidrogénio (0,053 e 0,045 mol Hz/mol glicerol consumido, respectivamente).

Como j& citado anteriormente, o etanol é o co-produto preferencial para a
producdo de Ha por enterobactérias e, portanto, grande parte dos trabalhos disponiveis
apresenta estratégias de otimizacdo conjunta dos resultados para esses dois compostos.
Assim, as condicGes Otimas reportadas na literatura ficam proximas as relatadas para o
etanol, sendo que os valores 6timos de pH e concentracdo inicial de glicerol para a
producdo de H, (de maneira individual ou combinada com etanol) variam,
respectivamente, de 6,00 a 8,14 e de 12,00 a 50,00 gL* (HAN et al., 2012; ITO et al.,
2005; JITRWUNG e YARGEAU, 2011; LEE et al., 2017; MARU et al., 2016;
NWACHUKWU et al., 2013; REUNGSANG et al., 2013; SEIFERT et al., 2009).

Do mesmo modo que observado em nosso trabalho, Seifert e colaboradores (2009)
mostraram que o aumento da concentrac&o inicial de glicerol de 5,00 para 10,00 gL pode
exercer efeitos positivos sobre a quantidade de Hz produzido por uma cultura anaerébia
termicamente tratada, porém, elevagdes da concentracdo para valores superiores a 30
gL ndo apresentaram qualquer melhoria para a produgdo do gas. Por outro lado, os

autores relatam que, a despeito da estagnacdo na producdo de Hz, concentracbes mais
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elevadas de glicerol ndo exerceram efeito inibitorio sobre a cultura estudada. Também
quanto a otimizacdo da concentragdo de substrato, Reungsang e colaboradores (2013),
em estudos com Enterobacter aerogenes KKU-S1, mostraram que as condi¢fes 6timas
para a producéo de hidrogénio ndo necessariamente coincidem com as determinadas para
o etanol, podendo apresentar relacdes consideravelmente antagdnicas. A falta de
correlacdo entre os rendimentos de H: e etanol também foi observada por Seifert e
colaboradores (2009).

Em relacdo ao pH, os efeitos positivos de meios relativamente basicos sobre a
obtencédo de Hz, como quando comparados os resultados dos ensaios 7 e 5, podem estar
relacionados ao estresse causado por &cidos organicos, o qual é aumentado em valores de
pH mais acidos. Segundo Piper e colaboradores (2001), em meios com pH mais baixo
prevalecem &cidos carboxilicos em sua forma nao-dissociada, facilitando a difusdo desses
pela membrana, o que pode aumentar sua toxicidade no citoplasma. Para o ensaio 7, além
da menor producéo de &cidos succinico, latico e acético em relagdo ao ensaio 5, o pH final
da fermentacéo para o primeiro ficou em 7,35 contra 6,70 para o segundo (dados néo
mostrados).

A consequéncia deletéria da internalizacdo dos acidos acético e butirico sobre a
producdo de Hy foi reportada por van Ginkel e Logan (2005) em estudos com uma cultura
mista enriquecida para o género Clostridium alimentada com glicose. Interessantemente,
ao comparar a acdo de acidos adicionados ao reator ou produzidos pela cultura, os autores
verificaram que os acidos oriundos da fermentacdo, mesmo em menor concentracao,
apresentaram maior toxicidade do que os &cidos adicionados. Os autores ndo justificam o
fato, mas, provavelmente, essa maior inibicdo seja produto do efeito sinérgico exercido
pela maior carga de glicose aplicada para a producdo de &cidos pelos micro-organismos.
Além do estresse causado por acidos carboxilicos ndo-dissociados, a prépria presenca de
maiores concentracdes de ion H* em solucdo faz com que as células direcionem grande
parte de seus esforcos para a extrusdo desses ions em detrimento ao crescimento e geracao
de produtos (ZENG et al., 1990).

Apesar de alguns autores terem observado a influéncia da quantidade de células
inoculadas sobre a producgédo de H> (SARMA et al., 2016; SEIFERT et al., 2009), esse
efeito ndo foi observado em nossos testes. Desse modo, mais uma vez os fatores
concentragéo inicial de substrato e pH inicial foram as Unicas variaveis que apresentaram

efeito significativo sobre o rendimento do produto avaliado, como pode ser visto na tabela
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14 e na figura 23, as quais apresentam, respectivamente, a ANOVA e o diagrama de

Pareto para a variavel resposta Ypss de Ha.

Tabela 14. Resultados da analise de variancia (ANOVA) para a variavel resposta Yps de

hidrogénio.
Fator SQ GL MQ F p-valor
pH (L) 0,000027 1 0,000027 0,03387 0,860040
pH (Q) 0,030072 1 0,030072 37,87150 0,000844
Glicerol (gLt) (L) 0,043683 1 0,043683 55,01272 0,000309
Glicerol (gL ™) (Q) 0,004240 1 0,004240 5,33906 0,060216
Inéculo (gL?) (L) 0,004429 1 0,004429 5,57826 0,056143
Inéculo (gL?) (Q) 0,000165 1 0,000165 0,20791 0,664447
pH*Glicerol 0,003259 1 0,003259 4,10435 0,089166
pH*In6culo 0,002425 1 0,002425 3,05403 0,131129
Glicerol Indculo 0,000024 1 0,000024 0,03027 0,867597
Erro 0,004764 6 0,000794
Total 0,099703 18

Onde: L: modelo linear; Q: modelo quadratico; SQ: soma quadréatica dos erros; GL, graus

de liberdade; MQ: média quadratica dos erros; F: valor do teste F calculado.

Corroborando as semelhancas entre as condi¢Bes 6timas para a producdo de etanol
e hidrogénio, a superficie de resposta obtida para o Hz (Figura 24) foi muito similar a do
alcool. Essa observacéo corrobora os dados apresentados na literatura que afirmam que o
etanol é o melhor co-produto para a producdo de hidrogénio (CLOMBURG e
GONZALEZ, 2013; ITO et al., 2005; MARU et al., 2016; NWACHUKWU, R. et al.,
2012), além de indicarem a indissociabilidade da regulacdo dessas vias para nosso
isolado. Dessa forma, os métodos empregados na busca pela otimizacdo da producédo de
H> e etanol (apresentados a seguir) consideraram melhorias conjuntas para os dois
compostos.

Da mesma forma que a producéo e o rendimento, a velocidade de geragdo de um
composto € de extrema importancia para a avaliacdo de um processo fermentativo. O
tempo para atingir a producdo maxima variou entre 12 e 24 horas (dados ndo mostrados),
sendo o ensaio de maior rendimento (experimento 7) responsavel pelo menor tempo e os

ensaios de maior producdo (6 e 8) os mais prolongados. Além do ensaio 1, para o qual a
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producéo de H» foi praticamente nula, apenas o ensaio 11 encerrou a producao antes desse

intervalo.

Figura 23. Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a variavel resposta Yp/s de

hidrogénio.

atero oL 0 - s
pPH(Q) | --6,‘}5398

Inéeulo (gL)(L) | |12,36183
Glicerol (gL")(@) | 231064
pH*Glicerol | ‘-2,32592
pH*Inéculo | ‘1,74' 577
Inéculo (gL')(Q) | -, 455974
PH(L) :|,1840468
Glicerol*Inoculo :l-,1?3988
. -

Figura 24. Superficie de resposta para a variavel resposta Ypss de hidrogénio. A variavel

In6eulo foi fixada em 0,02 gL,

o\ }km 1?\3%56 1%
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Para trabalhos que estudaram concentracGes de glicerol dentro do intervalo
avaliado em nosso trabalho, os tempos para se alcancar a produ¢do maxima de hidrogénio
variaram entre 12 e 30 horas para culturas de Enterobacter aerogenes e entre 96 e 120
horas para linhagens de E. coli , mostrando que nossos resultados estdo de acordo com 0s
dados encontrados na literatura (ITO et al., 2005; MARKOV et al., 2011; Pl et al., 2016;
RODRIGUES etal., 2018; SEIFERT etal., 2009; TRAN et al., 2015; TRAN et al., 2014).
Para auxiliar as anélises, os dados foram submetidos ao modelo modificado de Gompertz

e os resultados sdo apresentados na tabela 15.

Tabela 15. Dados obtidos com 0 modelo modificado de Gompertz e producdo méxima
de hidrogénio pelo isolado Enterobacter sp. 9R para os diferentes ensaios determinados

pelo planejamento experimental.

Ensaio Producéo Po Rm A R?
acumulada Producdo  Taxade Fase lag
(experimental) méaximade producdo de Hz2 (horas)
de Hz (mmol) Hz (mmol)  (mmol h?)

1 0,00 ND ND ND ND

2 2,08 2,14 0,37 6,21 0,9986
3 2,19 1,80 0,23 4,46 0,9793
4 0,72 0,72 0,24 2,86 0,9819
5 1,58 1,61 0,66 6,22 0,9997
6 5,46 5,69 0,62 5,71 0,9924
7 2,52 2,53 0,87 7,29 0,9995
8 5,50 5,69 0,47 8,47 0,9962
9 1,33 1,52 0,36 5,14 0,9991
10 4,09 4,85 0,51 7,89 0,9908
11 1,81 0,86 0,18 4,67 0,9913
12 4,44 4,99 0,52 6,31 0,9937
13 4,51 4,63 0,53 6,10 0,9967
14 3,84 3,91 0,56 6,30 0,9985
15 5,09 5,28 0,63 5,90 0,9987
16 4,38 4,69 0,54 5,93 0,9856
17 3,96 4,09 0,43 5,23 0,9965
18 3,46 3,66 0,36 6,64 0,9944
19 3,04 3,91 0,41 8,91 0,9947

Onde: ND — ndo determinado.

99



Zorel, J. A. Capitulo 4: Resultados e Discussao

Como visto na tabela 15, os ensaios 3 (pH 8,75; 35,00 gL* GI; e In6culo 0,031
gL™), 4 (pH 6,50; 27,5 gL GI; e Indculo 0,020 gLY) e 11 (pH 7,25; 35,00 gL GI; e
In6culo 0,031 gLt), com os menores rendimentos de Hy, também apresentaram as taxas
mais baixas de producio (0,23; 0,24; e 0,18 mmol h, respectivamente). De maneira
contraria, o experimento 7 (pH 8,75; 5,00 gL GI; e Inéculo 0,020 gL™?), além de
apresentar o maior rendimento, também foi o experimento com a maior taxa de producéao
de hidrogénio (0,87 mmol h'), corroborando as suposicdes de que as condices usadas
nesse ensaio priorizam a geracao desse composto.

A melhoria simultadnea de taxas de producdo e rendimentos demonstrada pela
andlise desses dados é um resultado importante, visto que a diminui¢do na geracao de
subprodutos e a reducdo do tempo de obtencéo dos produtos de interesse sao melhorias
técnicas almejadas por varios estudos sobre a producao de Hz (SILVA-ILLANES et al.,
2017). Além disso, apesar desse aumento conjunto de rendimentos e taxas ser obtido em
alguns trabalhos, muitas das vezes esses fatores apresentam comportamentos inversos em
resposta a alteracdes ambientais ou modificacBes genéticas (ADNAN et al., 2014;
LOVATO et al., 2018; SILVA et al., 2017; SOO et al., 2017; ZHANG et al., 2015).

4.4.1.3. Consumo de glicerol

Além da recuperacdo de produtos de interesse comercial, a remocéao do glicerol
do efluente de inddstrias de biodiesel figura como um requisito determinante da
aplicabilidade do processo de tratamento proposto, visto que é o fator que proveé o carater
ambiental para 0 mesmo. Desse modo, esse trabalho também visou a otimizagdo do
consumo de glicerol pelo isolado 9R.

Entre os ensaios com menor consumo de glicerol estdo o experimento 7 (pH 8,75;
5,00 gL GI; e Indculo 0,020 gL ) e 5 (pH 7,25; 5,00 gL GI; e Indculo 0,020 gL™?), fato
que pode ser facilmente compreendido ao se considerar a baixa quantidade de substrato
inicial. Entretanto, na sequéncia de menores consumos, sdo encontrados os ensaios 4 (pH
6,5; 27,5 gL GI; e Indculo 0,020 gL™?) e 9 (pH 7,25; 50,00 gL GI; e Indculo 0,020 gL~
1, os quais, ainda que sendo realizados com concentragdes maiores de glicerol,
apresentaram consumos relativamente pequenos, apenas 8.423 e 11.161 mgL™,
respectivamente. Como ja discutido nesse trabalho, esse menor consumo de glicerol é
resultado de um efeito inibitorio causado por altas concentraces iniciais desse substrato.

Por outro lado, ao se comparar o consumo do experimento 2 (pH 8,75; 50,00 gL~
L GI; e Indculo 0,020 gL™) com o do experimento 9 (pH 7,25; 50,00 gL GI; e Indculo
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0,020 gL1), fica evidenciado que o pH pode diminuir o efeito inibitorio causado por altas
concentracOes de glicerol sobre o isolado 9R. O ensaio 2, de pH mais béasico, apresentou
um consumo 36 % (cerca de 4.000 mgL™) maior que o ensaio 9. Além disso, 0 consumo
do ensaio 4 foi inferior em 24 % (cerca de 2.700 mgL™!) ao consumo do ensaio 9, mesmo
este apresentando uma maior concentracéo inicial de glicerol e, portanto, um maior efeito
inibitério decorrente dessa. Lee e colaboradores (2012) observaram efeitos inibitorios
sobre o consumo de glicerol por E. aerogenes ATCC 29007 em valores de pH abaixo de
5,00 e acima de 7,00. Para Klebsiella pneumoniae ATCC 8724, a inibicdo do consumo
de glicerol ocorre para valores de pH abaixo de 6,50 e acima de 8,00 (YANG et al., 2017).

Além disso, como j& demonstrado por Barbirato e colaboradores (1996) o
consumo de glicerol por E. agglomerans é extremamente dependente do pH inicial, fato
relacionado pelos autores a regulacédo exercida pelo pH sobre enzimas envolvidas tanto
na via oxidativa quanto na via redutiva do glicerol. Entre as raz6es para o baixo consumo
de glicerol apresentado pelo experimento 4, somados a regulacdo enzimaética, os efeitos
causados pelo estresse &cido (PIPER et al., 2001) e pelo gasto energético com a extrusao
de protons (ZENG et al., 1990) ndo podem ser descartados.

O consumo incompleto de substrato em concentracdes relativamente elevadas de
glicerol também € reportado para outros sistemas e, algumas vezes, de maneira mais
pronunciada que para o nosso isolado. Como exemplo, para a linhagem E. aerogenes
ATCC 29007, concentragdes iniciais de glicerol a partir dos 15,00 gL impediram o
consumo total do substrato, sendo que em ensaios com 20,00 gL de glicerol,
aproximadamente 50 % da fonte de carbono ndo foi consumida com 24 horas de
fermentacdo (LEE et al., 2012). Por outro lado, para os experimentos 6 e 8, iniciados com
uma concentracdo de glicerol proxima a citada acima, o isolado 9R consumiu
aproximadamente 84 % (16.733 mgL™) e 94 % (18.649 mgL™) do glicerol adicionado.
Seifert e colaboradores (2009), mostraram que a quantidade de glicerol consumida por
uma cultura mista termicamente tratada ndo ultrapassou os 17,00 gL*,
independentemente da concentracdo inicial desse substrato. Em contrapartida, em nossos
ensaios, um consumo superior a 19,00 gL* foi obtido no experimento 10, mostrando que
esse valor é passivel de ser otimizado.

Além do grande consumo apresentado pelo ensaio 10 (pH 8,00; 42,49 gL GI; e
In6culo 0,009 gLY) esse foi seguido, em ordem decrescente, pelos ensaios 8 (pH 8,75;
19,99 gL* GI; e Indculo 0,009 gLt) e 6 (pH 7,25; 19,99 gL GI; e Indculo 0,009 gL™b).

Interessantemente, os ensaios 6 e 8 foram 0s que apresentaram as maiores produgdes
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totais de Ho. Os trés experimentos, ndo obstante as diferencas de pH ou glicerol inicial,
partilham a baixa quantidade de in6culo utilizada. O ensaio 10 exibiu um consumo pelo
menos 2.600 mgLt maior que 0 consumo de experimentos do ponto central, 0s quais
foram iniciados com o mesmo valor de pH e com menor quantidade inicial de glicerol (e
consequente menor efeito inibitorio), porém com uma maior quantidade de indculo.
Assim, diferentemente do que ocorreu para hidrogénio e etanol, as analises estatisticas
atestaram a significancia das trés variaveis avaliadas sobre a variavel resposta consumo
de glicerol, como pode ser visto nos resultados da anélise de variancia e do diagrama de
Pareto construidos para esse fator (Tabela 16 e Figura 25, respectivamente).
Provavelmente, a obtencdo de melhores resultados com valores baixos de in6culo pode
estar relacionada com as baixas quantidades de nitrogénio presente no meio.

Sarma e colaboradores (2016), ao estudarem a linhagem de Clostridium
pasteurianum ATCC 6013 supuseram gue a inoculagéo de altas concentrac@es de células
pode causar um supercrescimento das culturas devido a um maior consumo de glicerol e
consequentes prejuizos para a producéo de hidrogénio. Contrariamente aos achados de
Sarma e colaboradores (2016), os ensaios nos quais o isolado 9R apresentou 0s maiores
valores de massa seca (dados ndo mostrados) foram aqueles inoculados com a menor
quantidade de células (i.e. ensaios 6, 8 e 10). Provavelmente, 0 menor nimero de células
inoculadas alterou parametros de crescimento como tempo de fase lag e taxa maxima de
crescimento bem como perfil temporal de producdo de metabdlitos pelo isolado 9R. No
entanto, a confirmacdo de tais hipoteses dependeria de analises cinéticas comparativas,
as quais ndo foram realizadas nessa etapa do trabalho.

Para melhor visualizacdo do efeito do in6culo sobre o consumo de glicerol, as
superficies de resposta para esse fator (Figura 26) foram elaboradas confrontando-se as
variaveis duas a duas, sempre mantendo a terceira variavel fixada no valor estabelecido
para o ponto central. A analise geral dessas superficies de resposta mostra que
concentracOes intermediarias de glicerol, valores de pH levemente basicos e pequenas
quantidades inicias de células seriam as melhores opg¢des para a melhoria do consumo de
glicerol pelo isolado 9R. Os trabalhos encontrados em nossa busca na literatura, apesar
de discutirem a quantidade de glicerol consumida em diferentes situa¢des, ndo focam suas
estratégias de otimizacao para essa variavel resposta, o que dificulta comparaces com os
dados obtidos em nosso trabalho e mostra a importancia de se considerar esse fator para

a melhoria de processos de bioconverséo do glicerol.
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Tabela 16. Resultados da analise de variancia (ANOVA) para a varidvel resposta

consumo de glicerol.

Fator SQ GL MQ F p-valor
pH (L) 0,2094 1 0,2094 0,04118 0,843701
pH (Q) 151,5993 1 151,5993 29,81750 0,000400
Glicerol (gL™?) (L) 62,8310 1 62,8310 12,35799 0,006563
Glicerol (gL™?) (Q) 37,0785 1 37,0785 7,29283 0,024373
Indculo (gL?) (L) 32,1705 1 32,1705 6,32750 0,033014
Inéculo (gL?) (Q) 37,8031 1 37,8031 7,43535 0,023347
pH*Glicerol 4,1206 1 4,1206 0,81046 0,391437
pH*In6culo 0,3251 1 0,3251 0,06394 0,806061
Glicerol*In6culo 2,1032 1 2,1032 0,41367 0,536156
Erro 45,7581 9 5,0842
Total 407,2836 18

Onde: L: modelo linear; Q: modelo quadréatico; SQ: soma quadratica dos erros; GL, graus

de liberdade; MQ: média quadratica dos erros; F: valor do teste F calculado.

Figura 25. Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a variavel resposta

consumo de glicerol.
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Figura 26. Superficies de resposta para a variavel resposta consumo de glicerol. (Acima)

A variavel Indculo foi fixada em 0,02 gL™. (Ao centro) A variavel Glicerol foi fixada em
27,50 gLL. (Abaixo) A variavel pH foi fixada em 8,0.
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4.4.2. Aumento do consumo de glicerol e da producéo de hidrogénio e etanol
pelo isolado 9R com uso da funcéo de desejabilidade

Para finalizar a etapa de busca pela otimizacdo da bioconverséo do glicerol pelo
isolado Enterobacter sp. 9R, os dados obtidos dos experimentos determinados pelo
planejamento experimental foram submetidos a ferramenta estatistica de desejabilidade.
Essa ferramenta determina os valores para cada variavel que garantam o melhor resultado
para diferentes varidveis respostas ou um conjunto das mesmas.

Dessa forma, considerando os produtos em potencial para o isolado 9R, foram
estipuladas trés configurac@es distintas de sistemas para a bioconversao do glicerol: (I)
Aumento do consumo de glicerol e producdo equilibrada dos produtos derivados de
acetil-CoA ou ndo (hidrogénio, etanol e 1,3-PDO), configura¢do denominada HEPG; (1)
Aumento do consumo de glicerol e favorecimento da producdo de 1,3-PDO frente aos
demais produtos, condicdo denominada PG; e (I11) Aumento do consumo de glicerol e
favorecimento da producéo de hidrogénio e etanol em detrimento a producéo de 1,3-PDO,
condigdo denominada HEG. A incluséo do 1,3-PDO entre os quesitos da desejabilidade
ocorreu devido a sua producdo ser incentivada por concentracfes mais altas de glicerol
em relacdo ao outros metabdlitos, de modo que uma configuracdo que privilegiasse sua
producdo também visasse o consumo de glicerol em concentragdes mais elevadas.

A determinacdo das configuracOes citadas foi realizada empregando os dados
relativos ao rendimento dos produtos de interesse. A escolha do rendimento ao invés da
producdo total dos metabdlitos teve o intuito de aumentar a razdo produtos/subprodutos
de cada sistema, visando facilitar processos de separacdo que venham a ser estudados
futuramente. No entanto, os resultados gerados pela ferramenta de desejabilidade
empregando apenas rendimentos determinaram o uso de concentrac@es iniciais de glicerol
extremamente baixas para a geracao de etanol e H> (dados ndo mostrados), o que reduziria
consideravelmente a aplicabilidade dos dados gerados.

Como forma de contornar esse problema e também para aumentar a
funcionalidade dos sistemas de fermentagdo propostos, o fator consumo de glicerol foi
incorporado as configuracfes desejadas, de modo que se objetivou alcangar ndo s6 0s
maiores rendimentos, mas também as maiores producdes de cada composto de interesse.
As analises de desejabilidade para cada configuracdo podem ser vistas nas figuras 27, 28

e 29 e os resultados compilados para os ensaios séo mostrados na tabela 17.
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Figura 27. Analise de desejabilidade para a configuracdo HEPG (maior consumo de

glicerol e producdo equilibrada de etanol, Hz e 1,3-PDO).
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Figura 28. Analise de desejabilidade para a configuracdo PG (maior consumo de glicerol
e producdo de 1,3-PDO).
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Figura 29. Analise de desejabilidade para a configuracdo HEG (maior consumo de

glicerol e producdo de etanol e H>).
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Como pode ser visto nas figuras 27 a 29, a ferramenta de desejabilidade confronta
as superficies de resposta obtidas para cada variavel resposta e encontra 0 melhor valor
de intersecdo para as varidveis, de modo a fornecer os valores otimizados para cada
configuracdo desejada. A analise da tabela 17 mostra que as trés condi¢des apresentaram
resultados correspondentes ao que foi estipulado pela desejabilidade, ou seja, a
configuragdo HEPG exibiu rendimentos intermediérios para todos os produtos de
interesse, a configuragdo PG apresentou o maior rendimento para 1,3-PDO e a
configuracio HEG exibiu o0s maiores rendimentos de hidrogénio e etanol.
Interessantemente, a inclusdo do parametro consumo de glicerol entre os fatores da
analise de desejabilidade permitiu que as concentracdes finais de cada composto em cada
uma das configuragdes avaliadas fossem correspondentes ao seu rendimento.

Em outras palavras, 0 uso dessa estratégia permitiu um maior aproveitamento do
glicerol consumido para a produgéo dos compostos de interesse. Em relagéo aos melhores
resultados obtidos nos ensaios do planejamento experimental, a concentracdo final de
etanol (na configuracdo HEG) e 1,3-PDO (na configuracdo PG) foi aumentada em 10 e
30 %, respectivamente. Além disso, a producgdo de H: (na configuragdo HEG) aumentou

em 62 % (de 5,50 mmol para 8,90 mmol). Nossa busca na literatura revelou que, apesar
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do seu uso em processos fisico-quimicos para a obtencdo de diferentes produtos, essa é a
primeira vez que a funcéo de desejabilidade é empregada em um processo bioldgico de
conversao do glicerol.

Mais uma vez, para auxiliar no entendimento das razGes metabolicas que levaram
aos resultados encontrados, uma analise cinética dos demais compostos foi realizada e as
concentracOes de cada metabdlito em diferentes intervalos da fermentagdo sdo mostradas
na figura 30. Como pode ser visto, o consumo de glicerol apresentou um perfil similar
para as trés configuracGes e ocorreu principalmente até as 24 primeiras horas de
fermentacdo. Entre 24 e 48 horas, alteracdes minimas na concentracdo de glicerol foram
notadas, assim como ocorreu para alguns dos demais compostos. O consumo médio de
substrato pelas trés configuracdes ficou por volta de 21.700 mgL™, uma quantidade
consideravel de glicerol que foi retirada do meio quando comparada a outros trabalhos.
O monitoramento da fermentacdo foi realizado até as 48 horas visto que, em condicbes
otimizadas, alguns autores relatam a producdo do composto de interesse mesmo apdés a
interrupcao do crescimento microbiano (COFRE et al., 2012).

Chantoom e colaboradores (2014), estudando a conversao de glicerol a etanol por
uma linhagem de E. aerogenes com uma concentracdo inicial de substrato de 20,00 gL-
1, observaram um consumo de 18,40 gL ap6s 40 horas de fermentacio. Esse também
foi 0 tempo necessario para o consumo completo de 10,00 gL"* de glicerol por uma cultura
mista obtida de reator UASB estudada por Vikromvarasiri e colaboradores
(VIKROMVARASIRI et al.,, 2016). Os mesmos autores observaram que 0 tempo
necessario para o consumo completo de 25,00 gL de glicerol, uma quantidade
ligeiramente superior a alcangada em nosso trabalho, necessitou de um intervalo de 56
horas de fermentacdo. A velocidade de consumo de glicerol apresentada pelo isolado 9R
apresenta uma grande diferenca positiva quando comparada as velocidades exibidas por
linhagens de E.coli. Cofré e colaboradores (2016), ao trabalharem com uma concentragédo
maxima de 10,00 gL™! de glicerol em reatores em batelada, observaram que apenas 65 %
do substrato foi consumido apo6s 118 horas de fermentagéo por E. coli MG1655. Como
apresentado anteriormente, Tran e colaboradores (2014), ao trabalharem com a mesma
concentracgéo inicial de glicerol, observaram um consumo de apenas 40 % do substrato
apos 120 horas de fermentacao por E. coli BW25113 geneticamente modificada. Além
desses trabalhos, Soo e colaboradores (2017), também ao estudar a fermentacdo do
glicerol a 10,00 gL observaram que a linhagem de E.coli SS1 consumiu

aproximadamente 80% do substrato apds 72 horas.
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Tabela 17. CondicGes determinadas pela ferramenta de desejabilidade e quantidades médias dos produtos obtidos e glicerol consumido para cada
configuracdo com 24 horas de fermentacdo. HEPG: maior consumo de glicerol e producdo equilibrada de H», etanol e 1,3-PDO; PG: maior

consumo de glicerol e favorecimento da producéo de 1,3-PDO; e HEG: maior consumo de glicerol e favorecimento da producao de H: e etanol.

Ensaio pH Glicerol Indculo

inicial (gL™) Glicerol
(gL consumido Hidrogénio Etanol 1,3-PDO
mgL* mmolL* mmol Yes mgL?  mmolL?  Yps mgL™* mmolL* Yrris

HEPG 7,85 27,50 0,009 21.943,64 238,28 8,02 022 658963 143,04 0,60  3.963,32 52,09 0,22
PG 7,70 41,00 0,009 20.546,98 223,11 4,19 0,13 3559,54 77,26 0,35 4.434,99 58,29 0,26
HEG 8,00 23,00 0,009 22543,32 244,79 891 0,24 756857 164,28 0,67  3.509,30 46,12 0,19

Ensaio Acido succinico Acido latico Acido acético Acido formico
mgL?  mmolL?  Yes mgL?*  mmolL®*  Yps mgL? mmolL? Yeis mgL™? mmolL™*! Yeis
HEPG 239,53 2,03 0,01 1.744,34 19,36 0,08 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
PG 225,67 1091 0,01 1.658,21 18,41 0,08 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HEG 24541 2,08 0,01 1.423,18 15,80 0,06 0,00 0,00 0,00 19,60 0,43 0,00
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Logicamente, existem outros trabalhos que observaram consumos muito
superiores ao do isolado 9R. Como exemplo, Adnan e colaboradores (ADNAN et al.,
2014), sob condicGes otimizadas, reportaram a capacidade de consumo praticamente
completo de 45,00 gL de glicerol pela linhagem de E.coli SS1 em 120 horas de
fermentacdo. Além disso, a linhagem K. pneumoniae GLC29 mostrou um consumo de
40,00 gLt de glicerol em menos de 12 horas de fermentagio em batelada para a produgio
de 1,3-PDO (SILVA et al., 2015). Apesar da grande variagcdo de consumo encontrada, a
comparacao dos dados citados mostra que o desempenho do isolado 9R é compativel com
o0s estudos sobre bioconversdo do glicerol que figuram na literatura atual.

Interessantemente, a configuracdo PG removeu aproximadamente 20.500 mgL™*
de glicerol em 24 horas, restando no meio aproximadamente a mesma quantidade.
Considerando a concentracdo inicial de glicerol empregada na configuracdo HEG
(23.000,00 mgL1) e o consumo praticamente completo do substrato (98 %) desse ensaio
em 24 horas, esses resultados levantam a possibilidade do emprego dessas duas
configuragdes em sequéncia (em reatores continuos; fermentacdo em batelada em duplo
estagio; através da reciclagem do meio; ou por controle do pH), possibilitando o
tratamento de mais de 40,00 gL de glicerol em 48 horas. Algumas tentativas foram
efetuadas a fim de avaliar experimentalmente essa suposicao, porém, devido a problemas
de ordem técnica, a realizagdo desses ensaios foi impossibilitada.

Entre os é&cidos organicos, o &cido succinico ndo apresentou diferencas
significativas de concentracdo ou de comportamento de producdo/consumo entre as trés
configuracdes testadas, da mesma forma ja observada durante os ensaios do planejamento
experimental. O acido acético apresentou um comportamento de produgdo/consumo
muito similar entre as trés configuracdes. No entanto, o maior valor de concentracdo para
esse acido, mesmo sendo um derivado de acetil-CoA, foi encontrada para a condicédo PG,
a qual favoreceu a producdo de 1,3-PDO (composto derivado de outro precursor),
mostrando a possibilidade de manipulacdo dissociada de cada via por meio da
modificacdo das trés variaveis testadas. Outro composto que apresentou um perfil
parecido para as trés configuracbes foi o acido latico, o qual exibiu concentracdes
levemente inferiores para a condigdo HEG em comparacao as outras duas, provavelmente

pelo desfavorecimento da acdo da enzima lactato desidrogenase nessas condicoes.
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Figura 30. Curvas de concentracdo dos metabolitos soltveis nas configuracdes HEPG
(®), PG (m) e HEG ( A) durante as 48 horas de fermentacéo.
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Assim como ocorreu para o consumo de glicerol, as maiores variacbes na
concentracdo de 1,3-PDO e etanol ocorreram até as 24 horas de fermentacéo para as trés
configuracOes. Via de regra, o perfil de producdo desses compostos seguiu 0 que foi
previsto pela funcéo de desejabilidade. Interessantemente, entre 24 e 48 horas houve uma
queda na concentracao de etanol (para as condi¢bes HEPG e HEG) e 1,3-PDO (para a
condi¢cdo HEPG), indicando que o tempo 6timo para a producdo desses compostos é de
aproximadamente 24 horas. Segundo Cintolesi e colaboradores (2012), a diminui¢do na
concentracdo de etanol pode estar relacionada ao consumo desse produto pelo proprio
micro-organismo produtor ou a evaporacdo em concentracdes acima de 88 mM
(aproximadamente 4,00 gL™). A hipotese de evaporagdo pode ser considerada, visto que
para a condi¢do PG, com concentracéo de etanol inferior a 4,00 gL, a quantidade desse
alcool se manteve inalterada entre 24 e 48 horas. Por outro lado, a possibilidade de
consumo dos compostos ndo deve ser descartada, considerando que a concentracdo de
1,3-PDO, um composto muito menos volatil que o etanol, também diminuiu nesse
intervalo para a condi¢cdo HEPG.

As configuracGes HEPG e HEG apresentaram perfis de producdo/consumo muito
similares para o &cido férmico, o qual foi encontrado no meio até as 18 horas de
fermentacdo para a primeira e até as 24 horas para a segunda. J& para a configuracao PG,
além das menores concentracdes de &cido formico apresentadas, esse composto
desapareceu do meio entre 2 a 4 horas antes do que para a condicdo HEPG. Tais variacdes
no tempo de esgotamento do acido formico explicam o maior intervalo de producao
exponencial de H. para as condi¢des HEPG e HEG em relagdo a configuracdo PG, como

pode ser visto, juntamente as curvas de crescimento, na figura 31.

Figura 31. Crescimento e producdo de hidrogénio pelo isolado Enterobacter sp. 9R nas
configuracdes HEPG (e), PG (m) e HEG (A ) durante as 48 horas de fermentagao.
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Quanto ao crescimento do isolado 9R (Figura 31), esse foi levemente superior nas
condigdes HEPG e HEG, sendo as duas também as maiores produtoras de H. Como visto,
as configuragdes HEPG e HEG cessaram a produgéo de H> entre 22 e 24 horas, enquanto
a condicdo PG encerrou a producdo de hidrogénio entre 18 e 20 horas. Uma analise mais
aprofundada dos motivos que levaram a essa maior “permanéncia” do acido féormico
poderia auxiliar no aumento do tempo de producdo de H. pelo isolado 9R.

A andlise dos dados de produgdo de H» pelo modelo modificado de Gompertz
(Tabela 18) em comparagdo aos resultados de rendimento (Tabela 17) mostrou uma
correlacéo entre rendimento e velocidade de producdo de Ha, além do que, nessa etapa,

esses fatores foram aliados a uma maior produgdo do composto.

Tabela 18. Dados obtidos com o modelo modificado de Gompertz e producdo maxima
de hidrogénio pelo isolado Enterobacter sp. 9R para as diferentes configuracdes

determinadas pela fungéo de desejabilidade.

Ensaio Producéo Po Rm A R?
acumulada Producao Taxa de Fase lag
(experimental) maxima de producdo de H2 (horas)

de Hz (mmol) ~ Hz(mmol)  (mmol h?)

HEPG 8,02 8,15 0,87 7,80 0,9975
PG 4,19 4,25 0,48 6,69 0,9940
HEG 8,91 9,04 0,76 7,28 0,9957

Por fim, com base nos dados apresentados nessa secdo, foram calculados outros
parametros, mostrados na tabela 19, que podem ser usados para a aplicacédo dos resultados
obtidos em nosso estudo em trabalhos posteriores de otimizacéo ou desenvolvimento de
reatores em maior escala para a producéo de etanol e hidrogénio. Quando analisada a
configuracdo HEG, a melhor condicdo para a producdo de etanol, pode ser observado o
potencial de producdo de até 0,334 kg (ou 0,423 L) de etanol por kg de glicerol
consumido. Yazdani e Gonzalez (2008), ao trabalharem com as linhagens geneticamente
modificadas de E. coli SY03 e SY04 encontraram rendimentos massicos entre 0,450 e
0,510 kg (ou 570 e 0,646 L) de etanol/kg glicerol. No entanto, o tempo de obtencédo desses
resultados foi muito superior ao apresentado em nosso trabalho, chegando as 120 horas
de fermentago e a concentracéo inicial de substrato foi de apenas 10,00 gL™. Trinh e

Srienc (2009), também ao trabalharem com diferentes linhagens de E. coli modificadas,
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observaram resultados variando de 0,310 a 0,490 kg (ou 0,393 a 0,621 L) de etanol/kg
glicerol. Nesse caso, o tempo de fermentagéo ficou entre 48 e 72 horas e a concentragdo
inicial de glicerol foi de 40,00 gL, sendo o substrato consumido praticamente em sua
totalidade nesse intervalo.

Quanto as taxas de producdo de hidrogénio, Varrone e colaboradores (2012), ao
trabalharem com uma cultura mista tratando 15,00 gL* de glicerol bruto, observaram uma
taxa maxima de producéo de 2.191 mL Hz L dia™! (aproximadamente 0,091 L Hz Lt h-
1, valor inferior as taxas obtidas nas configuragdes HEPG e HEG, de 0,130 € 0,114 L H;
Lt h?, respectivamente. Os valores de taxa maxima de producdo de hidrogénio
encontrados para o isolado 9R nessas duas configuracGes também foram superiores ao
valor de 0,89 L H, Lt dia™ (aproximadamente 0,037 L Hz L* h'!) encontrado para uma
co-cultura de E. aerogenes NRRL B-407 e C. butyricum NRRL B-41122 por Pachapur e
colaboradores (2017) em um reator semi-continuo alimentado com 20,00 gL.* de glicerol
residual. Por outro lado, Maru e colaboradores (2016), em um estudo com uma co-cultura
de E.coli CECT 432 e Enterobacter sp. H1, observaram os valores de taxa maxima de
producio de 8,5 e 15,8 mmol Hz L h'! (aproximadamente 0,190 € 0,354 L H, L h™) no
tratamento de 20,3 e 26,7 gL de glicerol puro e bruto, respectivamente, os quais se
mostraram muito superiores aos encontrados em nosso trabalho.

No que diz respeito ao etanol, a producdo especifica obtida pelo isolado
Enterobacter sp. 9R na configuracio HEG (13,426 L kg células™) foi superior ao
encontrado por Valle e colaboradores (2017) para uma linhagem de E. coli BW25113
geneticamente modificada, a qual apresentou rendimento especifico méximo de
aproximadamente 160 mmol de etanol por grama de células (aproximadamente 9,342 L
kg células™). Por outro lado, o rendimento especifico de hidrogénio encontrado no mesmo
trabalho foi similar ao do etanol, de 160 mmol de H> por grama de células, o equivalente
a cerca de 3590 L H kg células™, valor quase 2 vezes superior ao encontrado para a
melhor condigéo apresentada em nosso trabalho. Vale ressaltar que os dados apresentados
por Valle e colaboradores (2017) foram obtidos apds 48 horas de fermentagéo e que a
concentracgéo inicial de glicerol utilizada foi de 10,00 gL-1. Em um trabalho com uma
cultura mista tratando 50,00 gL™* de glicerol, Sittijunda e Reungsang (2017) relataram a
producéo de 134,2 mmol de H; por 2,8 g de solidos suspensos volateis (aproximadamente
1075 L Hz kg células-1). Cofré e colaboradores (2016), empregando a linhagem de E. coli

MG1655 para o consumo de 10,00 gL de glicerol, observaram uma producéo de
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aproximadamente 4,00 g L-1 de etanol por 0,25 gL-1 de células (o equivalente a cerca de

20,00 L de etanol por kg de células) em 120 horas.

Tabela 19. Rendimentos de etanol e hidrogénio e taxa volumétrica de producdo de

hidrogénio apds 24 horas de fermentacdo do glicerol por Enterobacter sp. 9R.

Ensaio Etanol H2
kg.kg L.kg L.kg L.Lht L.kg L.kg
glicerol*  glicerol®  células® glicerol*  células™
HEPG 0,261 0,331 11,793 0,130 54,602  1.693,577
PG 0,173 0,220 6,740 0,072 30,484 935,820
HEG 0,334 0,423 13,426 0,114 59,039 1.866,209

A fim de contextualizar nossos dados com o que é exposto na literatura para a
producéo de H> e etanol, encontram-se reunidos na tabela 20 dados de diferentes trabalhos
que também analisaram esses fatores. Como pode ser visto, a variabilidade entre os
resultados apresentados na literatura ainda € muito grande, fato que ressalta a necessidade
de trabalhos na area. Além disso, a comparacao dos dados da tabela 20 mostra que o
isolado Enterobacter sp. 9R apresenta potencial similar ao apresentado por outras culturas

estudadas para 0s mesmos propadsitos.
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Tabela 20. Resultados obtidos para a producéo de hidrogénio e/ou etanol por diferentes sistemas e culturas para a fermentacdo em batelada do

glicerol.
Cultura Glicerol / Consumo Produtos Tempo Referéncia
GL gL= (%) Hidrogénio Etanol ")
mLL? mmolL!  Yes gLt mmol L* Yeis
E. aerogenes  Puro/25,0 250/  4.9922*  225,6* 0,82 10,0* 217,2* 0,56 12,0 (ITOetal.,
HU-101 (100 %) 2005)
E. aerogenes Res. /25,0 25,0/  4.3225*  192,7* 0,71 7,0* 152,0* 0,80 >48,0 (ITOetal.,
HU-101 (100 %) 2005)
Klebsiellasp.  Puro/50,0 50,0/  4.593,3*  204,8* 0,35 12,2 264,8* 049 >350 (WU,K.J. etal,
HE1 (100 %) 2011)
E. aerogenes Res. /31,2 13,3*/ 389,1* 17,3 0,12 55 120,0 0,83 *x (REUNGSANG
KKU-S1 (42,6 %)* etal., 2013)
E. coli SS1 Puro /34,5 3155* NA NA NA 15,7 340,3* 0,99 96,0 (ADNANetal.,
(91,4%) 2014)
Cultura Res. /15,0 14,7 3.365,0*  150,0* 0,94 7,9 171,5* 1,00 *x (VARRONE et
mista (97,7 %) al., 2012)
K. Puro ou Res. / ** NA NA NA <20 ikl foleka ** (MU et al.,
pneumoniae 20,0 2006)
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E. coli K-12 Puro /=12,0 ~10,5%/ NA NA NA ~9,0 195,3* 1,71* =100,0 (COFREetal.,
MG1655 (87,5)* 2012)
E. aerogenes Puro /20,0 18,4 NA NA NA 6,3 136,7 0,7 40,0 CHANTOOM et
(92%) al., 2014
E.aerogenes Res. /15,0 *k falalied falaled 0,96 falaled falaed 0,90 *x (JITRWUNG e
YARGEAU,
2015)
E. aerogenes Res. /12,0 ** NA NA NA 4,96 107,7* 0,83 ** (LEE et al.,
ATCC 29007 2017)
Cultura Res./1,0 wx fakalel fakelel 1,42 NA NA NA *x (MANGAYIL et
mista al., 2015)
E.colie E. Puro / 20,3* 17,7  3.7744* 168,3 1,26 7,83* 170,0 0,88 1200 (MARU etal.,
aerogenes (87,3 %)* 2016)
E.colieE. Res. / 26,7* 16,8*  6.250,4* 278,7 1,53 10,22* 222,0 1,21 120,0 (MARUetal.,
aerogenes (62,9 %)* 2016)
Cultura Res. /3,0 1,7* 339,5* 15,1 0,80 NA NA 0,96* 54,8 (RODRIGUES
mista (56,2 %) etal., 2018)
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Enterobacter Res. /3.7 3,2* / 101,6* 4.5 0,13 0,8 17,6 0,18* 90,0 (RODRIGUES
sp. (88,0 %) etal., 2018)

E. coli SS1 Puro /10,0 73/ 1.066,7* 43,7* 0,57 3,2 69,5* 0,88 48,0 (SOO et al.,

(73,0 %) 2017)

E. coli SS1 Puro /10,0 76/ 146,7*  6,0* 0,14 2,4 52,1 0,64 48,0 (SOO et al.,

superexpres. (76,0 %) 2017)

hybC

E. coli Puro/ 10,0 x 53,7 2,2 x NA NA NA ol (TRCHOUNIAN

BW25113 etal., 2016)

Enterobacter Puro /27,5 219/ 1.199,8 535 0,22 6,6 143,04 0,60 24,0 Este trabalho

sp. 9R (79,8 %)

Enterobacter Puro/41,0 20,5/ 625,7 27,9 0,13 3,6 77,26 0,35 24,0 Este trabalho

sp. 9R (50,1 %)

Enterobacter Puro /23,0 22,5/ 1.332,2 594 0,24 7,6 164,28 0,67 24,0 Este trabalho

sp. 9R (98,0 %)

Onde: NA: ndo analisado no trabalho de referéncia; *: calculado pelo autor a partir dos dados fornecidos no trabalho de referéncia; **: ndo

informado no trabalho de referéncia; e ***: impossivel de ser calculado apenas com os dados fornecidos no trabalho de referéncia. Para os calculos

de volume de hidrogénio foram utilizados os parametros de condi¢Ges normais de temperatura e pressdo (CNTP).
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CAPITULO5
5.1. Conclusotes

Apos o isolamento e os testes com diferentes concentragdes iniciais de substrato,
com 14,00 gLt de glicerol inicial, o isolado 9R apresentou taxa maxima de producéo de
H> de 1,64 mmol/hora, producdo méxima de H> de 12,60 mmol e consumo total do
glicerol em menos de 24 horas. Juntos a concentragdo maxima de etanol (4,18 gL™?)
apresentada pelo 9R, esses valores superaram os apresentados pelo isolado 3R,
justificando, dessa forma, a selecdo do isolado 9R para os demais estudos realizados.
Dentro das condic@es testadas, concentragdes iniciais de glicerol superiores a 27,50 gL
causaram a inibicdo do consumo completo de substrato. Os resultados sobre os efeitos de
diferentes concentracgdes de glicerol sobre o metabolismo do isolado 9R revelaram que a
inibicdo da fermentacdo imposta por altas concentracdes de glicerol é provavelmente
resultado de acao conjunta de substrato e produtos (ou intermediarios) e, ao que parece,
sua causa nao estd diretamente relacionada a quantidade de glicerol consumido, mas a
quantidade de glicerol presente no meio. De maneira geral, quanto mais alta a
concentracdo inicial de glicerol maior o direcionamento do carbono consumido para a
geracdo de 1,3-PDO e 4cido latico e menor a producéo de Hz e etanol.

Dentre os parametros da fermentacdo que foram analisados, as varidveis pH,
concentracdo inicial de glicerol e volume de in6culo apresentaram influéncia sobre a
conversdo do glicerol pelo isolado Enterobacter sp. 9R, sendo que os melhores valores
encontrados para a conversdo de glicerol a Hz e etanol foram: pH 8,00; glicerol inicial
23,00 gL?; e indculo 0,009 gL™. Nessas condicdes, os valores para a producio de H: e
concentragdo de etanol foram de 8,91 mmol e 7,6 gL, respectivamente.

Por fim, a combinacéo do planejamento experimental pela matriz de Doehlert com
a funcdo de desejabilidade possibilitaram melhorias do consumo de glicerol e da obtencéo
de H2 e etanol pela linhagem Enterobacter sp. 9R. Em comparacdo a outras culturas
reportadas na literatura, nosso isolado apresentou-se como um micro-organismo apto a
estudos sobre metabolismo e obtencdo de produtos a partir da fermentacdo do glicerol.
Dessa forma, os resultados apresentados em nosso trabalho se mostram Uteis ao
desenvolvimento de novas estratégias para o para o aproveitamento do glicerol por

biorrefinarias de biodiesel.
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5.2. Sugestdes para Pesquisas Futuras

e Visando a otimizacdo da conversdo de glicerol a Hz, a hipotese de que
mecanismos ndo relacionados diretamente com o consumo de glicerol podem
determinar as vias de transformacgéo desse substrato levanta a possibilidade de
estudos de delegdo/superexpressdao/modificacdo de genes relacionados a

“percepcdo” desse carboidrato por micro-0rganismos.

e Com o0 uso do planejamento experimental de Doehlert e a funcdo de
desejabilidade, outros parametros da fermentacdo (como: temperatura, agitacao,
concentragdo e fonte de nitrogénio e razdo carbono/nitrogénio) podem ser
otimizados para se obter melhores resultados de producéo de Ha.

e Visto a capacidade de consumo de &cido latico e formacdo de &cido acético pelo
isolado 9R em condicGes de aerobiose, 0 consumo aer6bio do meio pds
fermentacdo poderia reduzir a toxicidade do mesmo e aumentar a producao de H>

e etanol.

e Em condicBes de aerobiose também existe a possibilidade de exploracdo da

producéo de biofloculantes pelo isolado 9R.

e Os resultados também servem como base para o desenvolvimento de reatores
continuos ou processos em duplo-estagio para a fermentacdo do glicerol a Hz e

etanol.
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