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RESUMO

A crescente meta de aumento da producdo nacional do biodiesel acarretara a geracao de
uma quantidade cada vez maior de glicerol, subproduto deste processo, com consequente
desvalorizacéo do seu pre¢co no mercado nacional e aumento da necessidade de novas rotas
de aplicacdo deste material. Assim, se propds nesta tese, o estudo do metabolismo
microbiano do glicerol e das principais varidaveis que o afetam, e adicionalmente, o
isolamento de uma bactéria com potencial de transformacdo desta matéria-prima, em
produtos de maior valor comercial. Uma cepa foi isolada a partir de amostras de solo,
inoculando-a em meios cuja fonte de carbono era o glicerol padrdo PA. A formulagdo dos
meios de isolamento e das condicdes de fermentacdo foi bem fundamentada, a partir de
uma analise tedrica de diversos estudos disponiveis na literatura, sobre a degradacdo
fermentativa de glicerol. A bactéria isolada foi identificada por meio de ensaios
bioquimicos como Klebsiella oxytoca. Os dados indicaram que o0 crescimento bacteriano e
o consumo de glicerol foram favorecidos em pH 7,4, com ureia como fonte de nitrogénio e
baixa concentragdo inicial de substrato (12,6 g L™). Nestas condi¢des, para um tempo de
reacdo de 48 h, o consumo de glicerol atingiu 99,77 %. Quando altas concentracGes de
substrato (75,6 g L™) foram utilizadas, o melhor resultado em termos de consumo de
glicerol (69,83%) foi obtido para 0s ensaios com auséncia de triptona, uso de tioglicolato
como agente redutor de oxigénio e elevada concentragdo de ureia (4,9 g L™). Os ensaios
também mostraram que a adicao de triptona (2,0 g L™*) somente teve efeito positivo quando

a concentragdo de ureia no meio foi baixa (1,5 g L™). Os principais produtos formados



foram 1,3-propanodiol, formato, 2,3-butanodiol, lactato e acetato, sendo produzidasVIII
quantidades muito pequenas de etanol. A maior velocidade de producdo de 1,3-
propanodiol ocorreu durante a fase logaritmica de crescimento, tanto para glicerol PA
(5,67 mmol L™ h™), quanto para glicerina bruta (5,28 mmol L™ h™). A anélise do perfil de
produtos mostrou que ao se retirar os gases formados pela fermenta¢do houve um aumento
na producdo de etanol. Entretanto, quando o CO, e H, ndo foram retirados do meio
fermentativo, a producdo de etanol foi baixa (0,15 g L™). A degradacéo de formato esta
ligada ao processo de regeneracdo de NADH. Contudo, 0 mecanismo de consumo do
hidrogénio formado a partir do formato ndo foi completamente esclarecido. Este
mecanismo funciona como uma alternativa de manutencdo do equilibrio de redox do
sistema e foi mais ativo na etapa final da fase logaritmica de crescimento ou na fase
estacionaria. O rendimento de 1,3-propanodiol obtido a partir de 75,6 g L™ de glicerol e da
cepa isolada foi igual a 42,90 % e 39,60 %, para glicerol padrdo PA e glicerina bruta,
respectivamente. Estes resultados sdo muito proximos daqueles determinados para outras
cepas de K. oxytoca e K. pneumoniae encontradas na literatura, o que valoriza a cepa
selecionada. Durante a fermentacdo do glicerol, o desequilibrio entre as reacGes dos ramos
oxidativo e redutivo do metabolismo, conduzem ao acimulo de 3-hidroxipropanaldeido e a
interrupgdo do crescimento bacteriano. Este fendmeno se deve provavelmente a uma
elevada atividade in vivo da enzima glicerol-desidratase, quando comparada as outras
enzimas do metabolismo anaerdbio do glicerol, sob as condi¢Bes experimentais utilizadas.
Os dados também indicaram que este desequilibrio pode ser diminuido pela manutencéo de
condigBes microaerdbias no meio fermentativo. O mecanismo de regeneragdo de NADH
presente na bactéria Klebsiella oxytoca parece ndo estar restrito a uma Unica dire¢do de
fluxo desta conversdo (formacdo das formas reduzida ou oxidada do NAD), porque nas
reacOes catalisadas pelas enzimas glicerol-desidrogenase (ramo oxidativo) e enzima 1,3
propanodiol-desidrogenase (ramo redutivo), 0 microrganismo consumiu H, parcialmente
para regenerar NADH. Esta parece ser uma alternativa metabdlica de compensacdo para

estabilizar ou diminuir a concentracéo de 3-hidroxipropanaldeido.

Palavras-chave: fermentacdo, glicerol, Klebsiella oxytoca, 1,3-propanodiol, biodiesel.
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ABSTRACT

The increasing goal for escalating the national production of biodiesel will result in the
generation of an increasing amount of glycerol, a byproduct of this process, with the
consequent devaluation of its price in the domestic market and increased need for new
routes of application of this material. Thus, we proposed in this thesis, the study of the
microbial metabolism of glycerol and the main variables affecting it, and additionally, the
isolation of a bacterium which can potentially transform this raw material into products of
higher commercial value. A strain was isolated from soil samples, inoculating it with
media whose carbon source was glycerol standard PA. The formulation of the isolation
media and fermentation conditions was well-founded on a theoretical analysis of several
studies on the degradation of glycerol by fermentation, available in the literature. The
isolated bacterium was identified by biochemical tests as Klebsiella oxytoca. The data
indicated that bacterial growth and glycerol consumption were favored at pH 7.4, with urea
as nitrogen source and low initial substrate concentration (12.6 g L™). Under these
conditions, for a reaction time of 48 h, the glycerol consumption reached 99.77%. When
high concentrations of substrate (75.6 g L™) were used, the best result in terms of
consumption of glycerol (69.83%) was obtained for tests with the absence of tryptone,
using thioglycollate as an oxygen reducing agent and high urea concentration (4.9 g L™).
The tests also showed that the addition of tryptone (2.0 g L™) had a positive effect only when
the urea concentration in the medium was low (1.5 g L™). The main products formed were

1,3-propanediol, formate, 2,3-butanediol, lactate and acetate being produced very small



X
amounts of ethanol. The highest rate of production of 1,3-propanediol occurred during the

logarithmic phase of growth for both PA glycerol (5.67 mmol LY h™?) and for crude
glycerin (5.28 mmol L™ h™). The product profile analysis showed that as the gases formed
by fermentation were removed there was an increase in the ethanol production. However,
when CO; and H; were not taken from the fermentative broth, production of ethanol was
low (0.15 g L™). The degradation of formate is linked to the process of regeneration of
NADH. However, the mechanism of consumption of hydrogen formed from formate has
not been completely explained. This mechanism serves as an alternative to maintaining the
redox balance of the system and was more active in the final stage of the logarithmic
growth phase or stationary phase. The yield of 1,3-propanediol derived from 75,6 g L™ of
glycerol and the isolated strain was equal to 42.90% and 39.60% for standard PA glycerol
and crude glycerin, respectively. These results are very close to those determined for other
strains of K. oxytoca and K. pneumoniae found in the literature, which values the selected
strain. During fermentation of glycerol the imbalance between the reactions of the
oxidative and reductive branches of metabolism leads to accumulation of 3-
hydroxypropionaldehyde and cessation of bacterial growth. This phenomenon is probably
due to a high in vivo activity of the enzyme glycerol-dehydratase, when compared to other
enzymes of the anaerobic metabolism of glycerol under our experimental conditions. The
data also indicated that this imbalance can be reduced by maintaining microaerobic
conditions in the fermentation media. The mechanism of regeneration of NADH present in
the bacterium Klebsiella oxytoca seems not to be restricted to a single direction of this
conversion (formation of reduced or oxidized forms of NAD), because the enzyme
reactions catalyzed by the enzyme glycerol dehydrogenase (oxidative branch) and an the
enzyme 1,3-propanediol dehydrogenase (reductive branch) indicated that the
microorganism consumed H, partially to regenerate NADH. This seems to be an
alternative metabolic compensation to stabilize or reduce the concentration of 3-

hydroxypropionaldehyde.

Keywords: fermentation, glycerol, Klebsiella oxytoca, 1,3-propanediol, biodiesel.
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enzima piruvato-quinase
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parte por milh&o
succinato
triacilglicerideos
ciclo dos &cidos tricarboxilicos ou ciclo de Krebs
Trypticase Soy Agar
Trypticase Soy Broth
unidades formadoras de colonia
Unitet States Pharmacopeia ou insumo de grau farmacéutico
prefixo que identifica que a cepa do microrganismo teve origem no acervo do
Anaerobe Laboratory of Virginia Polytechnic Institute and State University
(observacdo hoje essa colecdo ndo existe mais e parte dela foi integrada a
colecdo da ATCC)
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1. INTRODUCAO

A maior parte da energia consumida no mundo provém do petrdleo, do carvao e do
gas natural. Assim, as altas no preco do barril de petroleo e as instabilidades politicas no
Oriente Médio nos ultimos anos causam grandes preocupacdes, pois a variagdo no preco e
na disponibilidade deste produto afeta fortemente a economia mundial.

Por outro lado, o uso de combustiveis de origem fossil no sistema de transporte
contribui significativamente com a poluicdo do ar das grandes cidades e com o
aquecimento global.

Consequentemente, fontes renovaveis de combustiveis como o biodiesel e o etanol
podem ter um papel chave na reducdo do efeito estufa e de outros poluentes
potencialmente perigosos relacionados com os combustiveis fosseis. Tudo isto constitui
uma motivacdo muito forte para o desenvolvimento de tecnologias que permitam utilizar
fontes renovéaveis de energia (CHI, 1999; IEA, 2004; FERRARI et al., 2005; SILVEIRA,
2006; DEMIRBAS, 2008).

A producdo mundial de biodiesel aumentou drasticamente nos Gltimos anos, por
exemplo: a producdo norte-americana pulou de 7,6 milhdes de litros em 2000 para 946
milhdes de litros em 2006. Sendo que, quando todas as plantas industriais, em construcéo
naquele pais, estiverem funcionando, a capacidade nominal total atingird a marca de 12,4
bilhGes de litros de biodiesel por ano (FEATHERSTONE e WOOLVERTON, 2007). A
mesma tendéncia é observada na Comunidade Européia que de acordo com dados da
European Biodiesel Board — EBB (2008) atingiu 5,7 milhdes de toneladas em 2007.

No Brasil, a Lei 11.097/05 estabeleceu percentuais minimos de mistura de biodiesel
ao diesel e o monitoramento da inser¢do do novo combustivel no mercado. O governo
federal, por meio da Resolugdo 06/09 do Conselho Nacional de Politica Energética,
determinou que a partir de janeiro de 2010 o percentual de adicao seria de 5% (B5), o que
levou a um consumo de aproximadamente 1,8 bilhdes de L/ano (ANP, 2010; CNPE, 2009).

Contudo, um ponto chave na producdo de biodiesel é o destino de seu principal
subproduto: o glicerol. De modo geral, a producéo de biodiesel gera 10% de glicerol bruto.
A falta de alternativas para novas aplicacdes do glicerol e o excesso produzido pelas
plantas produtoras de biodiesel, levam a queda no preco deste produto no mercado
internacional. Desta forma, como a producéo de biodiesel tende a aumentar em funcéo da
crescente busca de combustiveis renovaveis, serd gerado um volume cada vez maior de

glicerol. Os efeitos mais claros deste fendbmeno sdo: a desvalorizacdo crescente do preco da
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glicerina no mercado e o potencial impacto ambiental negativo, ligado a essa
superproducdo (JOHNSON e TACONI, 2007; BEHR et al., 2008; WILLKE e VORLOP,
2008).

Os fatos acima citados evidenciam a necessidade de se viabilizar novas alternativas
para 0 uso ou a transformacdo do excedente de glicerina gerado a partir da crescente
producdo de biodiesel. Neste contexto, propde-se como contribuicdo a solucdo do
problema de excedente de glicerina, o estudo dos caminhos metabolicos de degradacéo do
glicerol e a identificacdo de microrganismos potencialmente capazes de transformar esta

substancia em outros produtos de maior valor comercial.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do projeto é:
A revisdo do conhecimento atual, sobre o metabolismo do glicerol, utilizando como
fontes as publicacdes em periddicos cientificos e revistas técnicas, com o intuito de
se conceber um procedimento de selegdo de microrganismos com potencial para a

transformacéo do glicerol em produtos de maior valor comercial.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

» Estudar o estado da arte sobre o processo de assimilagdo microbiana do
glicerol;

» Elaborar e executar um procedimento dirigido de selecdo de microrganismos,
com o objetivo da biotransformacéo do glicerol;

» ldentificar microrganismos capazes de metabolizar o glicerol, produzindo
produtos de maior valor comercial, tais como: 1,3-propanodiol e 2,3-
butanodiol.

» Analisar e identificar os possiveis fatores que influenciam o processo de
degradacéo do glicerol, especialmente no caso dos microrganismos isolados;

» lIsolar um microrganismo e avaliar o efeito das variaveis significativas do

processo de catabolismo do glicerol, em tubos de penicilina.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. Biodiesel: conceito, principios quimicos de obtencéo e producdo industrial

O biodiesel é o derivado alquil éster de &cidos graxos de cadeia longa, obtidos a
partir da reacdo de dleos vegetais ou gordura animal com &lcoois, e cuja utilizacdo esta
associada a substituicdo de combustiveis fosseis em motores de igni¢cdo por compressao
(MACEDO e MACEDO, 2004; GERPEN, 2005).

A reacdo de transesterificacdo transforma o 6leo ou a gordura em ésteres metilicos
ou etilicos de &cidos graxos, de acordo com o alcool utilizado na reagdo e os ésteres
obtidos constituem o biodiesel (MACEDO e MACEDO, 2004). Podem ser utilizados
outros alcoois como reagente, tais como: propanol, butanol, alcool amilico, contudo o
metanol e etanol sdo os preferidos devido ao baixo custo e a suas propriedades fisico-
quimicas (FUKUDA et al., 2001). O biodiesel produzido pode ser usado puro ou em
mistura de diversas propor¢des com o diesel mineral. O principal subproduto desta reacéo
é¢ o glicerol, pois para cada tonelada de gordura ou Oleo utilizada sdo gerados
aproximadamente 100 kg de glicerol (GHEST]I, 2006).

Em termos quimicos, o processo global de transesterificacdo de 6leos vegetais e
gorduras € uma sequéncia de trés reacdes reversiveis e consecutivas, em que 0S
diglicerideos e os monoglicerideos séo os intermediarios. A reacdo global esta descrita na
Figura 1. Nesta reacdo, sdo necessarios trés moles de alcool para um mol de triglicerideo
(SCHUCHARDT et al., 1998). Na pratica, ¢ sempre utilizado um excesso de alcool, por
exemplo, 6:1 molar (alcool:triglicerideo), de modo a aumentar o rendimento em ésteres
(deslocando a reacédo para o lado dos produtos) e permitir a separagdo do glicerol formado
(SCHUCHARDT et al., 1998; CHI, 1999; MA e HANNA, 1999).

Outra forma de obter o deslocamento da reacéo para a direita é pela remoc¢éo de um
dos produtos. Assim, no caso da transesterificacdo catalisada por acidos (pouco utilizada
industrialmente), a 4gua formada pode ser removida por evaporacdo/destilacdo ou pela
adicdo de um agente desidratante como sulfato de magnesio ou por uma peneira molecular
formada por cristais de zedlitas desidratadas (CHI, 1999).

Entretanto, cabe destacar que a transesterificacdo &cida apresenta diversos fatores
negativos: uma alta razdo 6leo:&lcool é necessaria para se obter uma conversao satisfatoria;
a reacdo ocorre 4000 vezes mais lentamente em relacdo a catalise basica com a mesma

quantidade de catalisador; ocorrem problemas relacionados a corrosédo em funcéo do tipo



25

de catalisador. Em contrapartida, esse tipo de catalise € mais adequado para glicerideos
com contetidos altos de &cidos graxos livres e maior quantidade de &gua, como o 6leo de
dendé e os 6leos residuais (GHEST], 2006).

CH,OO0CR; R;O0CR’ CH,OH
Catalisador
CHOOCR, _— R,OOCR’ CHOH
+ 3R’OH — +
CH,O0CR; R;O00CR’ CH,0OH
TAGs ALCooOL BIODIESEL GLICEROL

Figura 1 - Transesterificacdo de 6leos e gorduras para a producdo de biodiesel.
TAG = triacilglicerideo

Diferentes tecnologias sdo disponiveis e utilizadas atualmente na producéo
industrial de biodiesel. Contudo, de modo geral, essas tecnologias podem ser divididas em
dois grandes grupos: via quimica e via enzimatica. Sendo que a primeira predomina na
maioria das plantas industriais existentes (FUKUDA et al., 2001).

O processo quimico denominado transesterificacdo alcalina utiliza catalisadores,
tais como: NaOH, KOH, carbonatos, metoxido ou etdxido de sddio. Geralmente o processo
acontece em batelada na pressao atmosférica e temperatura entre 60-70° C com excesso de
alcool. Ao final do tempo de reagdo a massa reacional final é constituida de duas fases,
separaveis por decantacdo e/ou por centrifugacdo, sendo que a fase pesada contém o
glicerol e a fase leve o biodiesel.

O alcool em excesso é retirado do biodiesel bruto por evaporacdo, em seguida o
biodiesel é lavado com agua, centrifugado e desumidificado. O excesso de alcool contido
na fase pesada também é recuperado por evaporagdo, sendo que o glicerol obtido (80-88%
de pureza) é vendido para outras industrias (SRIVASTAVA e PRASAD, 2000; FUKUDA
et al., 2001; KIM et al., 2004). O esquema geral do processo de producédo de biodiesel esta

representado na Figura 2.
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Oleo ou gordura vegetal

[ Pré-tratamento ]

Catalisador >le Metanol ou Etanol

v
[ Reacéo de transesterificacédo ]

\ 4

[ Separacgéo de Fases ]

l

Biodiesel bruto

l

[ Evaporacéo - recuperacao do alcool ]

Glicerol Bruto ———

< 4cido e agua
v

Secagem

Biodiesel Puro

Figura 2 - Esquematizacdo do processo basico de producdo de biodiesel

Para os processos baseados na transesterificacdo alcalina é importante observar que
0 Oleo ou gordura utilizada, bem como o alcool, devem ser praticamente isentos de agua,
pois ela provoca a formacdo de acidos graxos livres que reagem com o catalisador
formando sabes e diminuindo a eficiéncia e rendimento do processo. No caso da matéria
graxa também existem limites para o nivel de acidez livre tolerado, aproximadamente 0,5%
(MA e HANNA, 1999; FUKUDA et al., 2001).

3.2. Glicerol: entraves econémicos e tecnoldgicos

O glicerol bruto obtido na producéo de biodiesel contém aproximadamente 50-70%

de glicerol, mais &gua, metanol ou etanol, catalisador, sais, monoglicerideos e tragos de
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triglicerideos, diglicerideos e ésteres. Estas impurezas s80 comuns no processo de
transesterificagdo quimica. Glicerol (com 80-88% de pureza) é obtido por evaporacdo
simples, apds a separacdo dos sabbOes por um processo de acidificacdo seguido de
centrifugacdo. O controle da evaporacdo a baixas temperaturas é crucial, pois se evita a
mudanga de cor e a polimerizacgdo do glicerol. Outro fator chave na qualidade do glicerol
obtido no processo de producdo de biodiesel é o conteldo de sais provenientes do
catalisador utilizado e/ou de matérias-primas originadas em residuos gordurosos, tais
como: 6leo de fritura (SRIVASTAVA e PRASAD, 2000; TYSON et al., 2004; GERPEN,
2005; PYLE, 2008).

Contudo, o glicerol bruto e mesmo o destilado com 80-88% de pureza possuem
baixo valor agregado devido as impurezas contidas. Além disso, dependendo da finalidade
para que seja utilizado, o glicerol devera passar ainda por processos, tais como: filtracao,
destilacdo fracionada a alto vacuo, branqueamento, desodorizacdo e troca ibnica. Assim, o
refino do glicerol dentro dos padrbes atuais depende de fatores de escala para tornar-se
economicamente viavel (PACHAURI e HE, 2006; PYLE, 2008).

A maioria dos derivados quimicos produzidos a partir de glicerol emprega como
matéria-prima glicerol padrdo USP com 95% de pureza. Isto significa que métodos simples
e de baixo custo para o refino de glicerol devem ser desenvolvidos, para atingir esse grau
de pureza a partir da fase pesada resultante da reacdo de transesterificacdo, ou novas
tecnologias para a producdo de derivados do glicerol bruto ou destilado (80-88%) devem
ser pesquisadas (TYSON et al., 2004).

Por outro lado, o excesso de glicerol como subproduto do processo de producgéo de
biodiesel tende a aumentar significativamente a oferta do mesmo no mercado levando este
para uma condicao de residuo industrial com os custos de disposigdo associados. De fato,
ja sdo conhecidos casos de companhias que pagam para se desfazer do glicerol destilado
(80-88% de concentracédo), sendo que isto tem contribuido para a queda dos pregos desse
produto. A necessidade de criar novos derivados a partir do glicerol levou o Departamento
Americano de Energia a ter como um de seus objetivos a criagdo de uma nova plataforma
guimica tomando o glicerol como a matéria-prima basica da mesma (YAZDANI e
GONZALEZ, 2007; DHARMADI et al., 2006).

Nos ultimos anos, o uso de lipases e de microrganismos, que produzam as mesmas,
como biocatalisador para a produgéo de biodiesel desperta o interesse dos pesquisadores.
Esta alternativa traria como consequéncia um subproduto de melhor qualidade, mas nao
acabaria com a tendéncia de super oferta da glicerina (SAMUKAWA et al., 2000; 1SO et
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al., 2001, FUKUDA et al., 2001; CHEN e WU, 2003; XU et al., 2005, NOUREDDINI et
al., 2005; PACHAURI e HE, 2006; ROYON et al., 2007).

3.3. Glicerol: potencial e barreiras para seu uso como substrato de processos

biotecnoldgicos

O glicerol gerado no processo de producdo de biodiesel € um elemento crucial no
custo final desse biocombustivel. Isto cria um campo de pesquisa extremamente
interessante e com grande potencial de desenvolvimento na area de biotecnologia. No
entanto, a realizacdo desse potencial requer a identificacdo de microrganismos capazes de
fermentar o glicerol na auséncia de aceptores de elétrons (PACHAURI e HE, 2006;
DHARMADI et al., 2006; SILVA et al., 2009).

Porém, essa habilidade esta aparentemente restrita a poucos microrganismos, sendo
qgue a maioria deles ndo apresenta as caracteristicas necessarias para sua aplicacao
industrial. Um bom exemplo das lacunas ou vazios de conhecimento na area é a
Escherichia coli, bactéria que foi considerada incapaz de conduzir este processo
metabdlico por mais de 80 anos. Apesar disso, estudos recentes demonstram que este
microrganismo é capaz de metabolizar o glicerol por um caminho puramente fermentativo
sob determinadas condi¢cdes (DHARMADI et al., 2006; YAZDANI e GONZALEZ, 2007).

Diversos estudos sobre a degradacédo do glicerol, focados principalmente na area de
metabolismo e fisiologia microbiana, foram realizados desde os primdrdios da ciéncia
denominada microbiologia. Wood e Werkman (1936) estudaram o efeito da adi¢cdo de CO,
no processo de degradacdo do glicerol por bactérias do género Propioniobacterium,
concluindo que o CO; atua com um aceptor de hidrogénio. Gunsalus (1947) avaliou que
algumas cepas de género Streptococcus sdo capazes de fermentar o glicerol, desde que
exista um receptor de hidrogénio no meio.

Por outro lado, ja nas décadas de 50 e 60, o grupo de pesquisa da Escola de
Medicina de Harvard, ligado ao Dr. Lin, observou que duas cepas distintas de Aerobacter
aerogenes (1033 e 1041) utilizavam caminhos metabdlicos diferentes para degradar o
glicerol: um aerdbio e outro anaerobio (MAGASANIK et al., 1953; RUSH et al., 1957;
LIN et al., 1960). Alguns anos depois, Koch et al. (1964) ja citavam explicitamente quais
eram as enzimas que compunham cada um dos caminhos metabolicos para a degradagdo
do glicerol e qual a relacdo destes caminhos com respeito a presenga ou auséncia de

oxigénio no meio. Ruch e Lin (1975) fizeram um estudo cujo objetivo foi avaliar a relagdo
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do sistema de inibicdo e controle desses dois caminhos metab6licos com a genética para
Klebsiella aerogenes (1033) (nova denominagdo da Aerobacter aerogenes). Esses estudos
todos tinham um cunho mais ligado a busca de mecanismos para inibicdo de

microrganismos patogénicos.

3.4. Rotas metabdlicas de degradacéo do glicerol

Assim, ficou claro ao longo de anos de estudo que a assimilacdo do glicerol
envolve pelo menos dois caminhos metabdlicos diferentes: um formado pelas enzimas
glicerol-quinase (GK) e glicerol-3-fosfato-desidrogenase (G3PDH) que constituem o
sistema glp, e outro composto pelas enzimas glicerol-desidrogenase (GDH) e
dihidroxiacetona-quinase (DHA-quinase) que constituem o sistema dha. Existem
microrganismos que possuem um ou outro, ou ainda, os dois conjuntos de enzimas (Figura
3). O controle ou a existéncia das enzimas dessas vias metabolicas esta geralmente ligado a
necessidade de oxigénio ou ndo do microrganismo. Assim, sob condicGes anaerdbias é
ativado o caminho dha, e sob condi¢des aerdbias € inicializado o caminho glp. (PASTERIS
e STRASSER de SAAD, 2005; SAINT-AMANS et al., 2001; PERETO et al., 2004;
KOCH et al., 1964).

Gliceral
desidrogenase
GLICEROL - [HA
NAD + I
ADP ADP
Glicerol I QHA
quinase guinase
ATP Desidrogenase ATP |

' aerdbica v
G3P < > DHAP

Desidrogenase

anaerdbica - FAD h
GLICOLISE

Figura 3 - Caminhos metabdlicos para a utilizacdo do glicerol pela bactéria Klebsiella aerogenes
2130. As linhas cheias representam a sistema glp e as linhas tracejadas o sistema dha. AbreviacGes:
G3P, sn-glicerol-3-fosfato; DHA, dihidroxiacetona; DHAP, dihidroxiacetona fosfato; NAD,
nicotinamida adenina dinucleotideo; ADP adenosina difosfato; ATP, adenosina trifosfato. FONTE:
RUCH e LIN, 1975.
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Cabe neste ponto destacar, que todas as formas de vida necessitam produzir energia
para sua manutencdo, bem como para a biossintese de material celular, sendo essa energia
bioquimica gerada a partir das reacdes metabolicas que criam um fluxo de elétrons de trés
maneiras: (i) a partir de compostos quimicos organicos, (ii) de compostos quimicos
inorganicos, ou (iii) da energia luminosa. Os microrganismos que obtém a energia a partir
de compostos organicos sdo denominados de quimiorganotroficos (SCHLEGEL e
JANNASCH, 1981; MADIGAN et al., 2004).

Os mecanismos utilizados pelos microrganismos quimiorganotroficos para a
geragdo de energia sdo: a respiracdo aerdbia, a fermentacdo e a respiracdo anaerdbia. No
caso da respiracdo aer6bia o aceptor final de elétrons é o oxigénio, enquanto na
fermentacdo, o processo oxidativo esta acoplado com a reducdo de um composto gerado a
partir do substrato inicial. E finalmente, na respiracdo anaerdbia o aceptor de elétrons pode
ser o fon: nitrato, sulfato, carbonato ou Fe*® (SCHLEGEL e JANNASCH, 1981;
MADIGAN et al., 2004).

Embora muitos microrganismos sejam capazes de metabolizar o glicerol na
presenca de um aceptor de elétrons inorganico (em especial do oxigénio), poucos
conseguem utilizar o mesmo sob condigdes de fermentagdo. A utilizagdo do glicerol, um
substrato mais reduzido que a glicose, em processos fermentativos exige que sejam
retirados dois &tomos a mais de hidrogénio, isto implica que, € essencial a presenca de um
aceptor de elétrons para manter o balanco de redox do meio. O metabolismo fermentativo
do glicerol tem sido estudado em detalhe para varias espécies de bactérias entéricas, tais
como: Citrobacter freundii (DANIEL e GOTTSCHALK, 1992; BOUVET et al., 1995;
YAZDANI e GONZALEZ, 2007) e Klebsiella pneumoniae (ZENG et al., 1994; BOUVET
et al., 1995; WANG et al., 2003; HONGWEN et al., 2005; YAZDANI e GONZALEZ,
2007).

Quando em condi¢cbes anaerobias, foi observado que a maioria dos
microrganismos, que degradam glicerol, e que utilizam a via associada a enzima glicerol-
desidrogenase, apresenta um caminho metabolico paralelo de carater redutivo. Na via
oxidativa a enzima glicerol-desidrogenase transforma o glicerol em dihidroxiacetona
(DHA) com concomitante reducdo do NAD" para NADH. A DHA é entdo fosforilada pela
acdo da enzima dihidroxiacetona-quinase, e 0 produto obtido, dihidroxiacetona fosfato,
entra na via glicolitica. A via redutiva paralela € constituida pelas enzimas glicerol-
desidratase (EC 4.2.1.30) e 1,3 propanodiol-desidrogenase (EC 1.1.1.202). Estas vias se

complementam em termos de geracdo e balanco de aceptores de elétrons, neste caso
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NAD". O esquema geral deste sistema enzimatico estd representado na Figura 4
(JOHNSON et al., 1985; DANIEL et al., 1995; LUERS et al., 1997; RUZHEINIKQOV et
al., 2001; SAINT-AMANS et al., 2001; SUN et al., 2003).

VIA REDUTIVA
Glicerol desidratase
Glicerol | 3-hidroxipropanaldeido
§ Glicerol
=  desidrogenase
<
a Y
5 Dinidroxiacetona - B
s DHA gesil()irogenase
- NAD
DHA
quinase '
Dihidroxiacetona 1,3-propanodiol

fosfato - DHAP

Figura 4 - Rota metabdlica para a degradagdo anaerébia do glicerol pela bactéria Klebsiella
pneumoniae subsp. pneumoniae na auséncia de qualquer aceptor de elétrons
FONTE: Adaptado de BOUVET et al., 1995

Poucos estudos sobre o metabolismo fermentativo do glicerol na auséncia de
sintese de 1,3 propanodiol tém sido publicados. Sendo que, em alguns casos 0s autores
colocam a respiracdo anaerdbia, com aceptores de elétrons inorganicos diferentes do
oxigénio, como um sinénimo do processo fermentativo estrito (WOOD e WERKMAN,
1936; KREBS e EGGLESTON, 1941; BARBIRATO et al, 1997a; HIMMI et al., 2000;
YAZDANI e GONZALEZ, 2007).

Dharmadi et al. (2006) afirmam que sob as seguintes condi¢bes a bacteria
Escherichia coli é capaz de fermentar o glicerol: pH do meio igual a 6,0; temperatura 37
°C; anaerobiose; eliminacdo do hidrogénio formado; e uma composi¢do apropriada do
meio de cultura (10 g/L glicerol, 5 g/L extrato de levedura, 10 g/L triptona, 1,32 mM
Na;HPO,, 9,52 mM NH,CI, 0,523 mM MgCl,, 0,276 mM K;,SO,, 0,010 mM FeSOy, 5 X
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10* mM CaCly, 50 mM NaCl, 4 mM tricina, 1 uM selenito, 4 mM micronutrientes [3 x 10°®
MM (NH4)s(MO7)24; 4 x 10* mM H3BO3; 3 x 10° mM CoCl,; 10° mM CuSOy; 8 x 10°
mM MnCl,; 10° mM ZnSO,]). Os experimentos indicam que, a acdo do sistema
enzimatico formato-hidrogénio-liase desempenha um papel essencial no processo de
degradacdo de glicerol pela E. coli, pois este subsistema enzimatico funciona como um
mecanismo de reciclagem, que reconverte 0 NADH em NAD®, sem a presenca de um
aceptor de elétrons externo. Estas hipoteses sdo reforcadas pela analise de diversos
trabalhos, sobre o subsistema formato-hidrogénio-liase, feita por Sawers (2005), apesar de
n&o tratar sobre processos de degradacao de glicerol.

Outras cepas que fazem a degradacdo do glicerol sob condi¢des de anaerobiose,
sem a producdo do 1,3 propanodiol, sdo a Propionibacteria acidipropionici e a
Propionibacteria freudenreichii ssp. shermanii que conseguem produzir acido propidnico e
succinico. Este Gltimo produto somente aparece quando € adicionado CO, ao meio
reacional (WOOD e WERKMAN, 1936; KREBS e EGGLESTON, 1941; BARBIRATO et
al, 1997a; HIMMI et al., 2000).

Entretanto, como ja mencionado, a maioria dos pesquisadores tem focado seus
estudos na producdo microbiana de 1,3 propanodiol a partir de glicerol (DANIEL et al.,
1995; ZENG et al., 1994; MALAOUI e MARCZAK, 2001; NEMETH e SEVELLA,
2008). Este interesse se deve principalmente ao uso do 1,3 propanodiol como matéria-
prima (mondmero) para a producdo de um novo poliéster comercial, o chamado Corterra
ou poli(propileno tereftalato) (PPT). Este novo polimero, em funcdo de sua baixa
sensibilidade a luz e suas propriedades fisicas singulares, tém 6timas caracteristicas para a
producdo de carpetes e fibras téxteis para uso na industria de roupas (CAMERON et al.,
1998; LUERS et al., 1997; NEMETH e SEVELLA, 2008).

De fato, varios trabalhos académicos tém demonstrado que existe um potencial
enorme a ser explorado nesta area: Yarrowia papanikolaou produz &cido citrico
(PAPANIKOLAOQU et al., 2002); Anaerobiospirilum succiniciproducens produz acido
succinico (LEE et al., 2001); Lactobacillus reuteri produz 3-hidroxipropanal
(VOLLENWEIDER e LACROIX, 2004); Enterobacter aerogenes produz hidrogénio e
etanol (ITO et al., 2005). De modo geral, o principal produto obtido pela degradacdo do
glicerol varia de acordo com a espécie microbiana. Entretanto, quase sempre lactato,
acetato, succinato, etanol, dioxido de carbono e hidrogénio também sdo formados e sua
percentagem € afetada pela espécie de microrganismo utilizado e pelas condi¢Bes de

crescimento: pH, concentracdo de substrato, aeracdo, agitacdo, presenca de metais,
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limitacOes ou ndo de outros nutrientes, presenga de inibidores, cofatores etc. (DHARMADI
et al., 2006; SAINT-AMANS et al., 2001; ZENG et al., 1996; ZENG et al., 1994; GIRBAL
etal., 1995; JARVIS et al., 1997).

As caracterizacdes genéticas, bioquimicas e estruturais das enzimas envolvidas na
assimilacdo do glicerol foram objetos de diversos estudos (PASTERIS, STRASSER de
SAAD, 1998; GIRBAL et al., 1995; YAMADA-ONODERA et al., 2002; RUZHEINIKOV
et al., 2001; ERNI et al., 2006; DANIEL et al., 1995; SUN et al., 2003; JOHNSON et al.,
1985). Contudo, existe uma lacuna significativa sobre como é feita a regeneracdo dos
transportadores de elétrons NAD™ nos casos em que o microrganismo degrada glicerol, via
fermentativa, porém sem a producdo de 1,3 propanodiol (YAZDANI e GONZALEZ,
2007).

Estas pesquisas sdo importantes, pois a identificacdo do tipo de atividade
enzimatica desejada e a compreensao do metabolismo e da fisiologia dos microrganismos
utilizados sdo essenciais no sucesso da selecdo (screening) de cepas com o0 potencial
desejado de transformacdo do substrato (STEELE e STOWERS, 1991).

3.5. Variaveis e mecanismos envolvidos nas rotas metabolicas de degradacao do glicerol
sob condicdes de anaerobiose

3.5.1. Visao macro do processo metabolico de degradacao do glicerol

Como ja citado, o grupo de pesquisa do Dr Lin identificou quais sdo os caminhos
metabolicos (Figura 3) e as enzimas envolvidas na degradacéo do glicerol:
» Glicerol-desidrogenase (EC 1.1.1.6) e DHA-quinase (EC 2.7.1.29) sob condicdes
de anaerobiose;
» Glicerol-quinase (EC 2.7.1.30) e glicerol-3-fosfato-desidrogenase (EC 1.1.99.5)
sob condigdes aerobias.
Assim, o processo de sintese das enzimas glicerol-quinase e glicerol-desidrogenase é
ativado pela presenca de glicerol no meio de cultura, sendo que a enzima glicerol-
desidrogenase é destruida ou desativada sob condicGes aerdbias (presenga de oxigénio)
(LIN et al., 1960; KOCH et al., 1964; RUCH e LIN, 1975).
Entretanto, ainda existem muitas davidas que devem ser esclarecidas sobre o
processo de degradacdo fermentativa do glicerol, em especial, como é feita e regulada a

recomposic¢ao dos equivalentes no balango redox celular.
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Cabe neste ponto destacar a pesquisa de Neijssel et al. (1975), na qual foi utilizada
a bactéria Klebsiella aerogenes NCIB 418, com resultados singulares, pois eles
apresentaram dados que indicam que:

a) a ativacdo da sintese da enzima GK e da enzima GDH néo é estimulada apenas pela
presenca de glicerol no meio de cultura, pois quando foi utilizada glicose como
fonte de carbono e energia, com disponibilidade limitada, foi identificada atividade
das enzimas glicerol-quinase (sob aerobiose) e glicerol-desidrogenase (sob
anaerobiose);

b) as condi¢bes de aerobiose ndo sdo incompativeis com a sintese e o uso da enzima
glicerol-desidrogenase, pois em culturas aerébias cuja fonte de carbono é o glicerol,
com limitacGes na disponibilidade de sulfato ou de amonia, foi detectada atividade

dessa enzima.

Essas observacOes levaram o0s autores a propor que a modulacdo entre os dois
caminhos metabdlicos de degradacao do glicerol deve estar também ligada a concentracdo
intracelular de metabdlitos intermediérios, tais como: glicerol-3-fosfato ou DHA fosfato.
Assim, a enzima glicerol-quinase que fornece um mecanismo de alta afinidade pelo
substrato (o caminho metabdlico denominado glp) permite que 0 microrganismo cresca em
meios com baixa concentracdo de glicerol (restrita a condi¢fes de aerobiose) e com altas
taxas de conversdo. Enquanto a enzima glicerol-desidrogenase, devido a sua menor
afinidade pelo substrato, explicaria a escolha do caminho dha para meios com alta
concentracdo de glicerol, conduzindo a taxas de conversdo baixas. Essas alternativas
permitiriam evitar uma superproducdo dos metabdlitos intermediarios citados, ja que altas
concentragfes dos mesmos tém efeito nocivo na viabilidade do microrganismo, evitando o
seu acumulo no meio intracelular.

Bouvet et al. (1995) realizaram um extenso estudo a respeito da degradacéo
anaerobia de glicerol por bactérias entéricas. Nesse trabalho foram avaliados: a presenca
das enzimas glicerol-desidrogenase (GDH) e 1,3 propanodiol-desidrogenase (PDOR); o
consumo de glicerol como substrato do processo fermentativo; e as caracteristicas da
enzima glicerol-desidrogenase, por meio de eletroforese, para cada especie bacteriana. Um
resultado que merece ser destacado neste trabalho é que os autores afirmam que a bactéria
Klebsiella planticola (cinco cepas diferentes) é incapaz de crescer de modo fermentativo
em glicerol, sendo que foi identificada a presenca da enzima glicerol-desidrogenase tipo | e

determinada a auséncia da enzima 1,3 propanodiol-desidrogenase.
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Contudo, em um trabalho anterior o0 mesmo grupo de pesquisa (BOUVET et al.,
1994) observou que a adi¢do de piruvato ao meio de cultura induz ao crescimento da
mesma Klebsiella planticola sob condi¢des de fermentacdo produzindo: formato, acetato,
etanol e lactato sem a producdo do 1,3 propanodiol. Também foi observado que a adicao
de fumarato ou nitrato (atuam como aceptores externos de elétrons) permite a degradacédo
anaerobia do glicerol pela Klebsiella planticola, com as seguintes caracteristicas: produgédo
de glicerol-desidrogenase e acetato em niveis similares aos observados no meio com a
adicdo de piruvato; e diminuicdo expressiva nas quantidades produzidas de formato e
etanol.

Os resultados descritos séo evidéncias de que o caminho metabolico dha pode ter
outras formas de reciclar o excesso de NADH produzido pela degradacdo anaerdbia do
glicerol. Além disso, mais tarde foi demonstrado que de fato a Klebsiella planticola é
capaz de utilizar o glicerol como fonte de carbono e energia sob condi¢Ges fermentativas
(JARVIS et al., 1997).

Outra bactéria estudada por Bouvet et al. (1995) que foi considerada incapaz de
crescer em glicerol sob condicdes de fermentacdo é a Enterobacter aerogenes. Entretanto,
h& poucos anos atras um grupo de pesquisa, ligado ao Departamento de Biotecnologia
Molecular da Universidade de Hiroshima, observou a producdo hidrogénio e etanol, em
culturas de Enterobacter aerogenes HU 101 em substrato formado pelo residuo da fase
pesada de uma planta de biodiesel (ITO et al., 2005). Assim, como no caso da Klebsiella
planticola, Bouvet et al. (1995) registraram que nas quatro cepas avaliadas da bactéria
Enterobacter aerogenes foi identificada a presenca da enzima glicerol-desidrogenase tipo |
e determinada a auséncia da enzima 1,3 propanodiol-desidrogenase. Isto reforca a idéia de
gue o campo exploratorio nesta area ainda é muito grande.

Além disso, Bouvet et al. (1995) afirmam que outras quatro espécies: Citrobacter
koseri, Enterobacter intermedium, Klebsiella oxytoca e Klebsiella terrigena tambeém
apresentam as mesmas caracteristicas das espécies Klebsiella planticola e Enterobacter
aerogenes. Isto as torna potencialmente capazes de fermentar o glicerol, sob determinadas

circunstancias.

3.5.2. Degradacéo anaerobia pela bactéria Klebsiella pneumoniae

A bactéria Klebsiella pneumoniae degrada o glicerol, sob condi¢des anaerdbias, por

meio de um sistema enzimatico acoplado composto por uma via oxidativa e outra redutiva
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(LIN, 1976). A estrutura geral desse sistema enzimatico esta representada na Figura 4. E
importante ter em mente essa estrutura de modo a facilitar a compreenséo dos resultados
obtidos e as proposicdes apresentadas nos trabalhos expostos a seguir.

Zeng et al. (1994) avaliaram o potencial de inibi¢do do substrato e dos produtos, na
fermentagdo do glicerol pelas bactérias Klebsiella pneumoniae DSM 2026 e Clostridium
butyricum DSM 5431, sob condi¢fes ndo limitantes de substrato. Em relacdo a Klebsiella
pneumoniae ja havia sido observado que esta bactéria pode flexibilizar os canais de
distribuicdo dos produtos do processo fermentativo pela da interconversdao de NADH; e H,
sob diferentes condicGes. Dois padrbes de fermentacdo foram confirmados a partir dos
resultados experimentais: um utiliza o etanol como rota principal para a geracdo de
energia, enquanto o outro faz uso do acido acético. Os dados indicam que a rota do acido
acetico, embora seja menos eficiente em termos do balanco de redox, € a rota dominante,
sob condicdes de forte inibicdo pelo produto, particularmente em altas taxas de
crescimento celular. Assim, o modelo de crescimento microbiano mostra que o etanol inibe
o crescimento da Klebsiella pneumoniae mais fortemente do que o 1,3 propanodiol e o
acido acético em pH neutro.

Zeng et al. (1996) apresentam uma analise das rotas metabolicas de degradagdo do
glicerol pela bactéria Klebsiella pneumoniae DSM 2026. Quando em estado estacionério e
sob condicdes limitantes de substrato (concentracdes de glicerol até 820 mmol/L), observa-
se que:

» 0 valor da razédo entre a quantidade produzida de CO, e H, fica préximo de
um (1,0);
» as taxas de formacdo dos outros produtos de fermentacdo permanecem
relativamente constantes;
» as taxas de formacdo de CO, e H,; diminuem com o aumento da
concentracdo do substrato.
Entretanto, os mesmos autores observaram que em estado estacionario, porém sob
condigdes de excesso de substrato (concentragdes de glicerol acima de 820 mmol/L):
» a taxa de formacdo de H, diminui, enquanto a taxa de formacdo de CO,
aumenta significativamente;
» as taxas de consumo de glicerol, formacdo de é&cido acético e 1,3
propanodiol aumentam;

» ataxa de formagdo de etanol diminui;
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» ha formagdo de outros subprodutos no processo fermentativo — &cido
lactico, &cido succinico, 2,3 butanodiol e &cido férmico. Sendo que suas

taxas de formac&o crescem com o aumento da concentracdo de substrato.

Ainda, de acordo com Zeng et al. (1996), a descarboxilacdo do piruvato, na
fermentacdo do glicerol pela Klebsiella pneumoniae, envolve outro sistema enzimatico
além da piruvato:formato-liase (PFL). Sendo que, a PFL é o sistema de degradacdo do
piruvato predominante sob condigdes limitantes de substrato.

Os resultados apresentados por Menzel et al. (1997) excluem a participacdo do
complexo enzimatico piruvato:ferrodoxina-oxidorredutase (PFO) (EC 1.2.7.1) no
metabolismo da bactéria Klebsiella pneumoniae DSM 2026 crescendo sob condi¢cbes
anaerdbias. Contudo, foi determinada a presenca do complexo enzimatico piruvato-
desidrogenase (PDH), tanto sob condi¢6es limitantes de substrato, quanto em condigdes de
excesso do mesmo. Isto confirma a tese apresentada anteriormente pelos mesmos
pesquisadores (ZENG et al., 1996).

Foi observado que, sob condicGes limitantes de disponibilidade de substrato, a
atividade da enzima piruvato:formato-liase aumenta com o acréscimo da concentragdo de
glicerol, enquanto a atividade da mesma diminui quando ha excesso de substrato. A razdo
PDHi,itro:PDH,ivo € préxima de oito, sob condi¢cdes de excesso de glicerol, contudo, este
desvio se deve ndo somente ao controle intracelular em nivel metabdlico, mas ao fato de
que o célculo da atividade da enzima utilizada (in vivo) ndo levou em consideragdo o0 uso
de parte da acetilCoA formado no ciclo TCA e na biossintese de lipideos (MENZEL et al.,
1997).

Na analise subsequente serdo empregados 0s termos a seguir apresentados com as
acepcodes indicadas (MADIGAN et al., 2004; NELSON e COX, 2002):

> mRNA — Acido ribonucléico mensageiro que conduz a informacio genética
contida no DNA,

» Transcricdo — processo de sintese de RNA, utilizando uma fita de DNA
como molde;

» Traducdo — processo de sintese de proteinas que utiliza a informagéo
contida no mRNA como molde;

» Operon — Descreve uma unidade transcricional, que contém mais de um
gene;

» Regulacdo — processos de controle da expressdo génica;
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> Regulon — grande rede de operons interligados que codifica enzimas
relativas a uma parte do metabolismo celular e possue regulacdo coordenada

pelos mesmos metabdlitos ou proteinas.

O controle das enzimas em uma célula tem dois mecanismos basicos: um deles atua
sobre a atividade de uma enzima pré-existente e o outro controla a producdo (quantidade)
de uma determinada enzima. No primeiro caso, a regulacdo da atividade enzimatica ocorre
apo6s a enzima ter sido sintetizada (pds-traducdo). Enquanto, na Ultima situacdo pode
ocorrer em nivel transcricional ou em nivel traducional (MADIGAN et al., 2004).

O dha regulon codifica os genes relativos ao metabolismo anaerobio do glicerol nas
espécies Citrobacter, Klebsiella e Clostridium. Com excecdo de algumas particularidades
se pode afirmar que a enzima glicerol-desidrogenase (GDH) esta codificada pelo gene
dhaD (gldA no caso do C. perfringens) e a dihidroxiacetona-quinase (DHA-quinase) pelo
gene dhaK. Enquanto, as enzimas do braco redutivo sdo codificadas: glicerol-desidratase
(GDHt) pelos genes dhaB, dhaC e dhaE, e 1,3-propanodiol-oxidorredutase (PDOR) pelo
gene dhaT. A maioria das espécies apresenta uma proteina ativadora da enzima GDHt
identificada pelo gene orfX e orfZ (dhaG e dhaF no caso da Citrobacter freundii), uma
proteina reguladora dhaR, um facilitador de transporte do glicerol para o interior da célula
glpF, além de outras proteinas orfW e orfY cuja funcédo ndo foi identificada (MACIS et al.,
1998; SUN et al., 2003).

Segundo Ahrens et al. (1998), a concentracdo de glicerol no meio de cultura afeta
inversamente as atividades in vitro (sintese) e positivamente as atividades in vivo
(utilizacdo) das seguintes enzimas: glicerol-desidrogenase, glicerol-desidratase e 1,3
propanodiol-oxidorredutase.

Além disso, para Ahrens et al. (1998), o fluxo da via oxidativa na degradacdo do
glicerol pela Klebsiella pneumoniae DSM 2026 € governado principalmente pela regulagéo
da atividade in vivo da enzima GDH em nivel metabolico (pds-traducéo), isto significa que
o fluxo material nesta via é controlado por um processo de inibicdo baseado na acdo de
algum dos metabdlitos gerados: NADH e DHA. Neste ponto é importante destacar que a
dihidroxiacetona (DHA) é um indutor do regulon dha e ao mesmo tempo tem um efeito
inibitorio por retroalimentacdo sobre a enzima glicerol-desidrogenase (GDH), isto significa
que a DHA afeta a degradacdo do glicerol tanto em nivel genético quanto metabdlico.

Por outro lado, de acordo com Ahrens et al. (1998), o fluxo na via redutiva é

controlado pela sintese das enzimas dessa via metabolica, em especial a glicerol-
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desidratase (GDHLt). Isto evitaria 0 acimulo do intermediario 3-hidroxipropanaldeido (3-
HPA), o qual foi registrado como toxico para o crescimento de outro microrganismo
produtor de 1,3 propanodiol, a bactéria Enterobacter agglomerans (BARBIRATO et al.,
1995). Desta forma, a enzima glicerol desidratase representa o passo limitante na producéo
de 1,3 propanodiol sob condicGes de alta concentragédo de substrato (glicerol) (AHRENS et
al., 1998).

Na maioria dos microrganismos a enzima glicerol-desidratase é dependente da
coenzima B12, sendo ativada por ATP e Mg*?, e inibida pelo O,, excesso de glicerol e de
1,3-propanodiol (FORSBERG, 1987; HEYNDRICKX et al., 1991; SEYFRIED et al.,
1996; MACIS et al., 1998; HOMANN et al. , 1990; BIEBL et al., 1999; DANIEL et al.,
1999; SEIFERT et al., 2001).

Menzel et al. (1998) estudaram o fluxo de carbono e a acdo das enzimas na zona
central da rota de degradacao do glicerol, ou seja, 0 metabolismo do piruvato, para culturas
de Klebsiella pneumoniae. O estudo foi centrado na avaliagdo das atividades das enzimas
piruvato-quinase (PK) (EC 2.7.1.40), piruvato:formato-liase (PFL) (EC 2.3.1.54), piruvato-
desidrogenase (PDH) (EC 1.2.4.1, EC 1.8.1.4 e EC 2.3.1.12) e na variacdo da concentracao
de NAD" e NADH em funcéo da concentracdo de alimentacdo e a taxa de consumo de
glicerol. Algumas observagoes e resultados deste trabalho devem ser destacados:

» A atividade da enzima PK, para altas taxas de crescimento e concentracdo de
substrato, deve ser limitada pela disponibilidade de seu substrato fosfoenolpiruvato
(PEP) e a coenzima ADP, ou, pela inibicdo de fatores intracelulares, tais como: o
produto piruvato e o ATP;

» sob condicBes de limitacdo de disponibilidade de substrato, o fluxo de carbono de
piruvato para acetilCoA é catalisado principalmente pela enzima PFL, pois a
atividade in vivo desta enzima, nas condi¢des citadas, € muito superior a atividade
in vivo da PDH;

» sob condi¢des de excesso de substrato, as razdes das atividades in vitro:in vivo das
enzimas PFL e PDH sdo elevadas, maior do que 7 para a PDH e acima de 20 para a
PFL. Isto parece ser devido a baixa concentracdo de piruvato no meio decorrente da
baixa atividade especifica da PK e de uma limitagio de fluxo entre os
intermediarios PEP e piruvato;

> a concentracio de NADH, e NAD" e razdio NADH,/NAD" decrescem com o
aumento da concentragéo de substrato. A diminuicdo na concentracio de NAD" néo
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parece ser a principal causa para o baixo aproveitamento da enzima PDH (atividade
in vivo);
» as atividades in vitro e in vivo das enzimas PK, PFL e PDH sdo fortemente afetadas

pela concentracdo do substrato e pela sua taxa de consumo.

3.5.3. Degradacdo anaerdbia pela bactéria Clostridium butyricum

Forsberg (1987) registrou que as cepas de Clostridium butyricum IFO 3315, IFO
3858 e CBS 31 eram capazes de fermentar glicerol, sendo os principais produtos o 1,3-
propanodiol e o butirato. De acordo com este autor diversas cepas de Clostridium
butyricum e Clostridium beijerinckii foram capazes de utilizar glicerol como Unica fonte de
carbono e energia, neste caso nao foi utilizado extrato de levedura na composic¢ao do meio,
apresentando um rendimento acima de 61% na transformacdo de glicerol em 1,3-
propanodiol.

Zeng et al. (1994) observaram que a fermentacdo do glicerol pela bactéria
Clostridium butyricum DSM 5431 (reclassificada como Clostridium diolis DSM 15410) a
razao butirato:acetato aumenta com o decréscimo do pH do meio. Os dados indicam que o
acido butirico € um inibidor mais forte que o acido acético em pH neutro. Contudo, em
pHs baixos, 0 acido acético se torna um inibidor mais forte do que o &cido butirico, por
isso a rota metabdlica predominante nestes casos leva a formacéao de butirato.

Saint-Amans et al. (2001) avaliaram os possiveis mecanismos de regulacdo do
fluxo de carbono e elétrons para o crescimento da bactéria Clostridium butyricum VPI
3266, sob anaerobiose, em glicose e mistura de glicerol e glicose para pH 6,5. Estes
pesquisadores observaram que a producdo de hidrogénio e de acidos diminui quando se
comparam a fermentacdo de glicose pura e a fermentacdo que utiliza como substrato a
mistura de glicerol e glicose. A atividade da enzima piruvato:ferrodoxina-oxidorredutase
(PFO) permaneceu aproximadamente estavel, enquanto a gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase teve sua atividade multiplicada por um fator préximo de cinco na mistura
glicerol e glicose. Além disso, a maior parte da ferrodoxina reduzida (Fd eq) produzida
pela transformagdo do piruvato em acetilCoA, via sistema enzimatico
piruvato:ferrodoxina-oxidorredutase (PFO), foi utilizada para gerar mais NADH.

Ainda, de acordo com o0s mesmos autores, um valor baixo na razdo de
acetilCoA:CoA induziria a enzima bidirecional NADH:ferrodoxina-redutase (esta enzima

apresentou uma atividade 10 vezes maior do que a enzima ferrodoxina:NAD" redutase) a
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atuar preferencialmente na conversdo de NAD" em NADH. A producdo extra de NADH
reforcaria a producédo de 1,3 propanodiol pela bactéria Clostridium butyricum. Sendo que,
a baixa razdo acetilCoA:CoA também justificaria a diminuicdo no volume de é&cidos
produzidos pela fermentacdo da mistura glicerol e glicose. A inversao na direcao da reacdo
catalisada pela enzima NADH:ferrodoxina-redutase (renomeada pelos autores como
NADH:ferrodoxina-oxidorredutase) é confirmada pela diminuicdo drastica na producgéo de
hidrogénio e o aumento da razdo CO,:H; para um valor proximo de 15 na mistura glicose e
glicerol.

Abbad-Andaloussi et al. (1998) estudaram a fermentacdo em batelada (pH 7,0) de
diferentes substratos: glicose, glicerol e mistura destes pela acdo da bactéria Clostridium
butyricum DSM 5431. Os resultados indicaram que se o substrato é formado pela mistura
de glicerol e glicose, apenas a Gltima € utilizada no periodo inicial de fermentacdo (5 h).
Transcorrido esse intervalo inicia-se a degradacdo do glicerol diminuindo
significativamente o consumo da glicose presente no meio e logo em seguida, a bactéria
consome ambos 0s substratos simultaneamente.

Esses autores registraram que a fermentacdo de glicerol, pela acdo da Clostridium
butyricum, conduz a uma mistura de acetato, butirato e propanodiol, enquanto a
fermentacdo da glicose produz acetato e butirato, sendo que, se o substrato € formado pela
mistura de ambos, a producdo de 1,3 propanodiol aumenta significativamente.

Ainda, segundo Abbad-Andaloussi et al. (1998), foi observado que a atividade da
enzima acetato-quinase, indiferente do meio de cultura, sempre foi maior que a atividade
da enzima butirato-quinase, isto estd de acordo com os resultados obtidos por Zeng et al.
(1994). A atividade das enzimas glicerol-desidrogenase e 1,3-propanodiol-desidrogenase é
baixa no inicio do processo fermentativo e aumenta ao longo do tempo. Além disso, as
taxas de consumo de glicose e de glicerol que inicialmente sdo 28-35 mmol h™* g e 8
mmol h™ g1 respectivamente, na fase de desaceleragdo de crescimento assumem valores
invertidos com a taxa de consumo de glicose passando para 2-3 mmol h™ g* e a do glicerol
para 23 -27 mmol h™ g™*. Isto indica que a glicose age como um inibidor na indugdo dessas
enzimas, principalmente na fase inicial da fermentacéo.

Abbad-Andaloussi et al. (1998) afirmam que se o substrato € formado pela mistura
de glicose e glicerol, o catabolismo da glicose seria o responsavel pelo fornecimento de
energia e de NADH, enquanto a degradacdo do glicerol seria utilizada para produzir
exclusivamente 1,3 propanodiol com a concomitante oxidagédo e reciclagem do NADH.

Esta afirmacéo foi baseada na observacdo de que a enzima glicerol-desidrogenase (GDH)
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apresentaria um valor de Kp_sparene maior do que da enzima gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase (GA3PDH) em relagédo a seus respectivos substratos e cofatores, ou seja, a
GDH teria menor afinidade pelo seu substrato e pelo cofator NAD*. Tornando este passo
metabolico muito mais lento e praticamente fechando esse fluxo material da rota oxidativa
da degradacgéo do glicerol. Além disso, a enzima GDH seria mais inibida por altas razdes
NADH:NAD" do que a GA3PDH. Deste modo, como a mistura de glicose e glicerol
diminui a razio NADH:NAD", a mesma contribuiria para um maior rendimento de 1,3
propanodiol.

Neste ponto cabe destacar que, de acordo com os dados apresentados por esses
autores, a enzima GA3PDH tem uma afinidade da ordem de quatro vezes maior pelo
cofator NAD" do que a GDH, isto poderia também significar que a baixa disponibilidade
deste cofator poderia estrangular este ponto da rota metabolica e ndo necessariamente a
passagem catalisada pela enzima GDH.

Papanikolaou et al. (2004) estudaram a fermentacdo, batelada e continua (pH =
7,0), do residuo obtido constituido pela fase pesada do processo de producao de biodiesel,
utilizando a bactéria Clostridium butyricum F2b. A composi¢do do residuo utilizado foi a
seguinte: 65% glicerol, 4-5% sais de sddio e potassio, 1% metanol, 1% metais pesado,
materiais organicos 0,5% e agua 28%.

Estes autores relembram que os quatros genes que codificam as enzimas envolvidas
(GDH, DHA-quinase, GDHt e PDOR) sao codificados em um unico regulon. Assim, a
producdo de subprodutos seria inevitavel, para cepas capazes de produzir 1,3 propanodiol,
pois o caminho oxidativo seria o responsavel pela producédo de energia (ATP), enquanto o
caminho redutivo é utilizado para regeneracdo de NAD*. Além disso, o NADH pode ser
parcialmente regenerado, via producdo de &cido butirico, para cepas de Clostridium, ou via
producdo de etanol, para enterobactérias.

Segundo Papanikolaou et al. (2004), a diminuicdo na producdo de biomassa, a
estabilidade na producdo de 1,3 propanodiol e 0 aumento da producao de acidos (acético e
butirico), para altas concentraces de glicerol, estariam ligados a saturagdo do caminho
redutivo. Neste caso, a producdo de acetato ou butirato contribuiriam para reciclar o
NADH. Como a utilizacdo dessas vias metabolicas implica na descarboxilagdo do piruvato,
estas reacdes devem ser acompanhadas de um aumento na producdo de CO, e
consequentemente diminuicdo da producdo de biomassa, fatos comprovados pelos dados
experimentais colhidos. A hipotese de saturacdo do caminho redutivo encontra sustentagdo

na observacdo de que, para a faixa de concentracdo testada, a razdo na concentracao das
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enzimas GDH e GDHt se manteve constante. Assim, 0 aumento da concentragdo de
glicerol no meio levaria o acréscimo no valor da razio NADH,/NAD".

Por outro lado, diferente dos resultados obtidos por Zeng et al. (1994) e Reimann et
al. (1998), os dados de Papanikolaou et al. (2004) indicam um aumento da producdo de
acido butirico em pH igual a 7,0. Isto € um indicativo de que a cepa Clostridium butyricum
F2b tem potencial para ser utilizada na producéo de acido butirico a partir de um residuo
agroindustrial de baixo custo.

Malaoui e Marczak (2001) determinaram as propriedades das enzimas GDH e
PDOR extraidas de células bacterianas, cepas Clostridium butyricum E5 e E5-MD,
cultivadas em glicerol e pH igual a 6,8. Em relacdo ao pH 6timo para a reacdo de oxidacao
do glicerol catalisada pela enzima GDH e o cofator NAD" e sua reagdo inversa, a primeira
reacdao tem pH 6timo 7,17 para a cepa E5 e para a reacdo reversa pH 6timo 8,60. Outro
ponto interessante € o valor obtido para 0 Kp_aparente ObS€rvado para a enzima GDH em
relagdo ao substrato e o cofator da reacéo direta (a) e da reacdo reversa (b):

GDH

Glicerol + NAD" DHA + NADH (a)

v

GDH

DHA + NADH Glicerol + NAD* (b)

v

No caso da reacgdo (a), o valor do Kp_aparente da enzima em relagdo ao substrato e seu
cofator sdo respectivamente 91,7 mmol/L™ e 4,07 mmol/L™?, enquanto para a reacéo (b)
foram 1,18 mmol/L™ e 0,08 mmol/L™. Estes resultados parecem indicar que a reacéo
reversa deve ser favorecida, especialmente se houver o acimulo de alguns dos metabolitos

sequenciais do caminho oxidativo, por exemplo: DHA, gliceraldeido-3-fosfato ou DHAP.

3.5.4. Degradacao anaerdbia pela bactéria Clostridium acetobutylicum

O Clostridium acetobutylicum ndo é capaz de crescer, sob condi¢Ges de
fermentagdo, utilizando como Unica fonte de carbono o glicerol, pois ndo consegue
regenerar o excesso de NADH produzido pelo catabolismo desse substrato (GONZALEZ-
PAJUELO et al., 2006). Além disso, a fermentacdo da glicose por esta bactéria (ATCC

824) conduz a producdo de acidos, sendo que, para este tipo de fermentacdo, ndo foi
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detectada atividade da enzima butiraldeido-desidrogenase (1.2.1.57) e das enzimas CoA-
transferase (EC 2.8.3), etanol-desidrogenase (EC 1.1.1.1) e butanol-desidrogenase (EC
1.1.1.1) (VASCONCELOS et al., 1994).

Apesar de parecer contraditério, Forsberg (1987) registrou que as cepas de
Clostridium acetobutylicum IFO 3853, IFO 3854, NRRL B527 e ATCC 824 eram capazes
de fermentar glicerol, mas cabe observar que neste ponto do trabalho o meio de cultura
continha na sua formulacao, além de glicerol (1%), extrato de levedura (0,2%). Assim, de
fato o glicerol ndo era a unica fonte de carbono e energia. O autor ainda destaca que a
fermentacgdo do glicerol é um processo cobalto-dependente devido ao fato da enzima GDHt
ter como cofator a vitamina Bj.

Ainda de acordo com Vasconcelos et al. (1994), o crescimento da bactéria
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824), em pH neutro, em misturas de glicerol e glicose,
leva a formacdo de butanol e etanol acompanhado da diminuicdo da producédo de &cidos e
hidrogénio. Entretanto, devido ao excesso de NADH produzido na fermentagdo do
substrato misto, visto que o glicerol libera o dobro de equivalentes reduzidos, para a
mesma quantidade de carbono metabolizado na forma de glicose, a expectativa seria um
aumento na producdo de hidrogénio.

Segundo os autores, uma possivel justificativa, para o decréscimo na producdo de
hidrogénio, seria 0 uso de parte da ferrodoxina reduzida (Fd ), produzida pela
transformacéo do piruvato em acetilCoA, via piruvato:ferrodoxina-oxidorredutase (PFO),
para geracdo de mais NADH. Neste ponto os dados colhidos pelos pesquisadores indicam
que:

» a atividade da enzima hidrogenase (EC 1.12.7.1) aumenta quando €
utilizada a mistura de glicose e glicerol como substrato (a atividade passa
de 5,95 pmol/min/mg para 8,16 umol /min/mg), enquanto a atividade da
NADH:ferrodoxina-redutase diminui e da ferrodoxina:NAD" redutase
aumenta;

> a concentragdo de NAD™ permanece constante e a concentracdo de NADH
aumenta aproximadamente cinco vezes.

Os resultados levaram os autores a afirmar que de fato a NADH:ferrodoxina-redutase €
uma enzima diferente da ferrodoxina:NAD" redutase. Sendo que, a primeira seria
responsavel pela reducdo da ferrodoxina oxidada (Fd ), reciclagem de NAD" e pela

producdo de hidrogénio, nas culturas que utilizaram glicose como Unica fonte de carbono.
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Enquanto a ferrodoxina:NAD" redutase responderia pela reducio de NAD", nas culturas
onde foi utilizada a mistura de glicose e glicerol como substrato.

Tudo isto, de acordo com Vasconcelos et al (1994), justificaria a necessidade da
bactéria Clostridium acetobutylicum de reciclar o NAD®, por meio de outras vias
metabdlicas, que conduziriam a producdo de etanol e butanol.

Girbal e Soucaille (1994) realizaram experimentos de fermentacdo com a bactéria
Clostridium acetobutylicum (ATCC 824), em pH 6,5, com misturas de glicose/glicerol e
glicose/piruvato/glicerol (em duas proporcdes distintas: 0,33 e 0,67 da massa de carbono
representada pela glicose).

Tais experimentos envolveram a substituicdo parcial da glicose por piruvato, um
intermediario metabolico que se encontra no fluxo posterior a enzima GA3PDH. Foi
observado que essa adicdo provoca a diminuicdo na concentracdo de ATP e aumento de
ADP. Os dados parecem sugerir que o piruvato adicionado no inicio do processo permite
um fluxo maior pela GA3PDH antes da mesma ser inibida pelo aumento da razdo
NADH/NAD®. Alem disso, valores baixos de ATP contribuem para a formacdo de
butirato, pois a atividade das enzimas ligadas a esta rota aumenta linearmente com o
decréscimo da concentracdo de ATP, sendo que no caso da butirato-quinase (EC 2.7.2.7) o
ADP atua como cofator.

Os resultados obtidos indicam que a enzima GA3PDH sofre inibicdo com o
aumento da razio NADH/NAD®. Por outro lado, esse aumento estimula a producio de
etanol e butanol, além de aumentar a atividade da enzima ferrodoxina:NAD" redutase. Isto
é consequéncia do fato das enzimas envolvidas na rota de formacéao do etanol e do butanol
serem NADH dependentes. Ainda, segundo os autores, a enzima GDH € pouco afetada
pelo aumento da razio NADH/NAD" (GIRBAL e SOUCAILLE, 1994).

Em trés situagdes distintas, o cultivo continuo do Clostridium acetobutylicum, em
glicose e em uma mistura de glicose e glicerol conduz a producdo de solventes (GIRBAL
et al., 1995):

» quando o pH foi baixo ou foi adicionado acido butirico no meio de cultura,
foram produzidos etanol, butanol e acetona. Isto foi associado a uma
concentracdo constante ou baixa de NADH, enquanto ocorre uma elevacéo
na concentracao de ATP;

» quando, sob condi¢des de pH neutro, houve um decréscimo na atividade da
enzima hidrogenase (EC 1.12.7.1), como resultado da adicdo de CO ou

metil-viologen, limitacdo de ferro no meio de cultura ou ainda quando o
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substrato foi formado por uma mistura de glicose e glicerol. Neste caso ndo
foi produzida acetona, e as concentracdes de NADH e ATP aumentaram;

» quando utilizadas misturas de glicerol, glicose e um substrato mais oxidado,
por exemplo: piruvato. Nestes experimentos observaram-se altas

concentragOes de NADH e baixas concentragdes de ATP.

De acordo com Girbal et al. (1995), as altas taxas de NADH/NAD" devem
funcionar como um sinal para o aumento da expressdo dos genes relacionados com a
sintese das enzimas ferrodoxina:NAD" redutase, butiraldeido e alcool desidrogenases, e
simultaneamente para a diminui¢do da expressdo do gene ligado a NADH:ferrodoxina-
redutase.

Gonzélez-Pajuelo et al. (2006) desenvolveram uma nova cepa de Clostridium
acetobutylicum DG1, geneticamente modificada, pela introducdo dos genes responsaveis
pela producdo de 1,3 propanodiol, provenientes da bactéria Clostridium butyricum VPI
3266. Além disso, foi comparado o desempenho fisioldgico da nova cepa com o da cepa
mée, na fermentacdo de glicerol (pH igual a 6,5), avaliando o tipo e a atividade das
enzimas envolvidas, bem como as concentracdes de NADH e NAD".

De modo geral, segundo Gonzélez-Pajuelo et al. (2006), as duas cepas
apresentaram desempenhos similares: o principal produto da fermentacdo foi o 1,3
propanodiol, a producdo de H, foi pequena e foram registradas altas taxas de
NADH/NAD". Entretanto, a relagdo entre a pequena quantidade de hidrogénio produzido e
a alta razio NADH/NAD" teve uma origem distinta para as duas cepas:

» no caso da Clostridium butyricum VPI 3266 foi registrada baixa atividade
da enzima hidrogenase (0,045 U/MQproteina), iSto levaria ao acimulo de Fdyeq
e induziria a expressdo e a inversdo de fluxo da enzima bidirecional
NADH:ferrodoxina-oxidorredutase, que de fato apresenta uma atividade dez
vezes superior a atividade da enzima ferrodoxina:NAD" redutase;

» para a cepa Clostridium acetobutylicum DG1, geneticamente modificada, o
nivel de atividade da enzima hidrogenase permanece alto (0,43 U/Mgproteina)
e a atividade da enzima ferrodoxina:NAD" redutase se mostra 7,4 vezes
superior a NADH:ferrodoxina-oxidorredutase e portanto deve ser esta a

enzima responsavel pelo aumento da produgdo de NADH.
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Contudo, de acordo com os autores, a principal diferenga determinada entre as duas
cepas testadas, Clostridium butyricum VPI 3266 e Clostridium acetobutylicum DG1, reside
no fato de que a primeira delas utiliza como brago oxidativo as reacdes ligadas as enzimas
GDH e DHA-quinase, enquanto a segunda utiliza as reacdes relacionadas com as enzimas
GK e G3PDH (caminho glp). Este ultimo fato foi confirmado pela anélise da atividade
enzimaética e o confronto com os dados de genoma disponiveis na literatura, para a bactéria
Clostridium acetobutylicum, que indicam a presenca dos genes ligados ao caminho glp e a
inexisténcia dos genes relacionados ao caminho dha. E interessante lembrar que o caminho
glp ja foi descrito para as bactérias E. coli e Klebsiella pneumoniae apenas sob condicdes
aerdbias.

Além disso, segundo Gonzalez-Pajuelo et al. (2006), o fluxo metabolico das duas
cepas testadas, é limitado pela enzima GA3PDH, cujo controle estd ligado a taxa
NADH/NAD®. Por outro lado, o metabolismo central conduziu preferencialmente a
transformacédo do piruvato em acetilCoA em detrimento do lactato, isto no caso da cepa
Clostridium acetobutylicum DG1, pois para a bactéria Clostridium butyricum VPI 3266
ndo foi detectado atividade da enzima lactato-desidrogenase. A conversdo de piruvato em
acetilCoA foi atribuida a enzima piruvato:ferrodoxina-oxidorredutase (PFO), pois a
atividade da outra enzima envolvida neste ponto, a piruvato:formato-liase (PFL), foi 25

vezes menor do que a da PFO.

3.5.5 Degradacdo anaerobia pela bactéria Clostridium pasteurianum

Nakas et al (1983) testaram a capacidade de cinco cepas do genus Dunaliella de
acumular glicerol. Além disso, os pesquisadores avaliaram o potencial dessas algas serem
utilizadas como biomassa em processos fermentativos. Nos ensaios de fermentagdo foi
utilizada uma cepa de C. pasteurianum e o substrato foi formado pela biomassa das algas
suplementada com 4% de glicerol, sendo que os principais produtos obtidos foram o n-
butanol e o 1,3 propanodiol, além de quantidades menores de etanol e acetato. Os dados
indicam gque o aumento da concentracdo de NaCl ate 1,0 M estimula a producao de solvente,
acima desse valor a quantidade de solventes produzida diminui e torna-se praticamente zero
em concentragdes superiores a 3 M de NaCl.

Heyndrickx et al (1991) utilizaram a cepa de Clostridium pasteurianum LMG 3285
em experimentos de fermentacdo de glicerol em sistemas batelada e continuo. Na

fermentacao batelada sem controle de pH (valor inicial 6,8) os principais produtos foram o
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hidrogénio e o 1,3-propanodiol, também foram produzidos butirato, acetato e n-butanol,
sendo que mais de 90% do glicerol disponivel foi degradado. Os autores identificaram a
presenca de uma enzima especifica a producdo de 1,3-propanodiol, sendo que esta tem
carater citoplasmatico e perde 35% de sua atividade ap6s um dia de exposi¢do ao ar.
Enquanto, a atividade das enzimas desidrogenases ligadas a producdo do etanol e do n-
butanol tem apenas 20% de sua origem no citoplasma e sua degradacdo atinge 70% apds 24
h de exposi¢do ao ar.

Os ensaios de fermentacdo continua sob condi¢des de pH controlado (6,0) e glicerol
limitado (100 mmoles/L) demonstraram que a bactéria C. pasteurianum converte apenas 6%
do glicerol em 1,3-propanodiol e a producdo de n-butanol é a principal via de regeneracdo
de NAD+. Além disso, a ferrodoxina reduzida (Fdrq) € reoxidada pela acdo do sistema
enzimatico ferrodoxina-hidrogenase com a consequente producdo de H,. Os dados
indicaram que uma pequena parte do hidrogénio formado tem origem na regeneragéo de
NAD+. Por outro lado, a adi¢do de acetato induziu o aumento da producédo de n-butanol, o
crescimento no percentual de recuperacdo de carbono e a diminui¢do do rendimento de ATP
(HEYNDRICKX et al., 1991).

Dabrock et al. (1992) estudaram a degradacdo fermentativa do glicerol em sistema
batelada para a cepa C. pasteurianum DSM 525, com concentracdo de glicerol variando
entre 20 g/L e 200 g/L, pH inicial igual a 7,0 e condicdes ndo limitadas de qualquer outro
nutriente. Ensaios de fermentacdo continua foram realizados para a concentracdo de
substrato de 40 g/L, com algumas alteracbes na composi¢cdo do meio e sob condigdes
limitantes de fosfato ou ferro.

Os mesmos autores observaram que C. pasteurianum DSM 525 é capaz de manter
elevadas taxas de crescimento microbiano e de consumo de glicerol, no processo batelada,
para concentragdes de substrato de até 17% (m/v). Os principais produtos da fermentacdo
foram: etanol, 1,3-propanodiol e n-butanol. Para concentracdes de glicerol superiores a 8% a
producéo de 1,3 propanodiol é favorecida em detrimento do etanol. A bactéria foi capaz de
degradar um maximo de 300 mmol/L de glicerol sob as condi¢des experimentais utilizadas.

No caso das fermentacBes em sistema continuo foi observado que a limitacdo de
Fe*? (concentrago equivalente a 3 uM) favoreceu a producdo de 1,3-propanodiol (0,43 mol)
e lactato (0,20 mol), enquanto, hd um decréscimo na producéo de etanol (0,10 mol) e n-
butanol (0,10 mol), sendo os valores referenciados a um mol de substrato. Por outro lado, a
condicdo de excesso de Fe*? (concentracdo igual a 23 uM) favoreceu a producio dos

solventes: etanol (1,1 mol/mol de glicerol), 1,3-propanodiol (aproximadamente 0,62
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mol/mol de glicerol) e butanol (aproximadamente 0,45 mol/mol de glicerol). Isto parece
indicar que as desidrogenases ligadas & formagdo do n-butanol e do etanol sejam ferro
dependentes. No caso da limitacdo de fosfato foi determinada a producdo de 0,30 mol de
etanol, 0,18 de n-butanol e 0,18 de 1,3-propanodiol por mol de substrato (DABROCK et al,
1992).

Biebl (2001) realizou diversos experimentos relativos a fermentacdo do glicerol, em
sistemas batelada e continuo, pela bactéria C. pasteurianum DSM 525. Na maioria dos
ensaios realizados o principal produto obtido foi o n-butanol, a excecdo foram algumas
fermentagdes continuas, sob pH controlado e excesso de substrato, para as quais o 1,3-
propanodiol e o lactato se tornaram os principais produtos. Isto reforca os dados de
Heyndrickx et al (1991) e Dabrock et al (1992) que ja indicavam que a bactéria Clostridium
pasteurianum produz preferencialmente n-butanol (caminho energético preferencial).
Entretanto, a producdo de 1,3-propanodiol se faz necesséria, para obter o balanco de
oxidorreducao, pois o substrato é mais reduzido que a massa celular formada e é preciso um
aceptor final de elétrons. Sendo que, de acordo com os balancos de massa e energia
apresentados pelo autor, seria necessario produzir pelo menos 9% de 1,3-propanodiol para
obter o equilibrio redox, se o objetivo fosse produzir um perfil de fermentacdo contendo
apenas n-butanol e 1,3-propanodiol. Utilizando essa aproximacdo simplificada do balango
de massa e energia do processo fermentativo, a otimizacdo na producao de 1,3 propanodiol
(64,5%) aconteceria se fosse produzido apenas acetato como segundo produto da
fermentagdo do glicerol.

Ainda segundo Biebl (2001), o processo de fermentacdo em batelada foi
caracterizado por:

» a taxa de crescimento microbiano e o perfil dos produtos de fermentacdo néo
foram afetados significativamente por alteragdes de pH. Esta caracteristica ja
fora observada por Dabrock et al. (1992) no estudo da fermentacdo de glicose
pelo C. pasteurianum;

» aproducdo do 1,3-propanodiol e do butirato acontece nos primeiros estagios do
processo fermentativo, enquanto, a formacgdo do n-butanol comeca algumas
horas mais tarde;

» para elevadas concentracdes de glicerol, devido a inibicdo pelo produto,
somente até 60 g/L de substrato foram consumidas, resultando em baixa

conversdo e em glicerol residual no meio de cultura.
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Em relacdo aos ensaios em sistema continuo, Biebl (2001) registrou que o
acréscimo no valor da concentracdo de alimentacdo, entre 100 mM e 350 mM de glicerol,
leva a aumentos lineares da massa bacteriana formada e da taxa de consumo do glicerol.
Enquanto, para fluxos de alimentacdo com concentracéo variando entre 350 mM e 800 mM
de glicerol, a taxa de producdo de biomassa se tornou levemente decrescente e a taxa de
consumo de glicerol ficou estavel. Finalmente, para concentrac@es de glicerol superiores a

800 mM as taxas de formacdo de biomassa e consumo de glicerol cairam rapidamente.

3.5.6 Degradacdo anaerobia pela bactéria Enterobacter agglomerans

Barbirato et al. (1995) isolaram e identificaram, a partir da lama de um biodigestor
de 4guas residuérias, uma bactéria facultativa Gram-negativa capaz de degradar glicerol
em anaerobiose: Enterobacter agglomerans. Foram testadas concentracdes de glicerol
variando entre 20 g/L e 100 ¢/L, o pH foi regulado em 7,0 e a temperatura controlada em
30 °C. As determinaces analiticas identificaram o 1,3-propanodiol e o acetato como o0s
principais produtos de fermentacdo. Tambeém foram produzidos: etanol, formato, lactato,
succinato e tragos de H, e CO, (indicativo de baixa atividade da enzima FHL). Os balancos
de massa mostraram que a producdo de 1,3-propanodiol funciona como mecanismo para a
regeneracdo de NAD", enquanto, a producdo de acetato contribui com a maior parte da
geracdo de ATP. Somente para concentracBes de substrato inferiores a 40 g/L foi possivel
obter 100% de recuperacao de carbono, ou seja, sua total degradacao.

De acordo com Barbirato et al. (1995), altas concentracdes de glicerol mudaram
significativamente o perfil dos produtos da fermentacéo:

- aumento no rendimento de 1,3-propanodiol, diminuicdo no rendimento de

lactato e inexisténcia ou acimulo minimo de etanol;

- decréscimo no rendimento de formato;

- diminuicgdo da razéo entre a quantidade de biomassa formada e a quantidade de

ATPs gerados, ou seja, o rendimento de ATP € inversamente proporcional a
taxa de formacéo do 1,3-propanodiol. Esse decréscimo no rendimento de ATP é
caracteristico de fermentacfes sob condicGes de excesso da fonte de energia e
que levam ao “overflow metabolism” (STREEKSTRA et al., 1987).

Ainda, segundo Barbirato et al. (1995), a degradacdo incompleta do substrato, para

concentracgdes iniciais superiores a 40 g/L, foi acompanhada pelo descompasso no balango
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de oxidorreducdo e o aparecimento de um componente desconhecido na analise de CLAE.
Estes dados indicam o acimulo de um metabdlito intermediario como sendo o responsével
pela inibicdo do crescimento microbiano da bactéria Enterobacter agglomerans, sob
condicdes de alta concentracdo de glicerol. Dados complementares demonstraram que o
substrato, o 1,3-propanodiol e o acetato ndo atuaram como inibidores sob as condicOes
experimentais utilizadas.

Barbirato et al. (1996a) determinaram que o lactato, succinato, formato e etanol ndo
sdo 0s responsaveis pelas interrupcdes do crescimento microbiano e da fermentacdo do
glicerol pela E. agglomerans (CNCM 1210). Além disso, o metabolito desconhecido que
se acumulou (até 30 mM), quando foram utilizadas altas concentracGes de substrato
(glicerol), foi identificado como sendo 3-hidroxipropanaldeido (3-HPA). Ensaios
adicionais demonstraram o0 poder bacteriostatico e o acumulo deste componente em
processos fermentativos envolvendo ndo somente a E. agglomerans, mas também as
bactérias K. pneumoniae ATCC 25955 e C. freundii ATCC 8090, com a diferenca de que o
acumulo teve carater transitivo e valores limites de 24 mM e 17 mM, respectivamente.

Barbirato et al. (1996b) avaliaram o efeito do pH no processo de fermentacdo
batelada do glicerol, com concentragdo inicial de substrato igual a 700 mM, pela E.
agglomerans CNCM 1210, e observaram que:

» quanto menor o pH menor a taxa de recuperagao de carbono;

» 0 acumulo de 3-HPA se inicia mais cedo quanto menor for o pH;

> aenzima GDH é fortemente inibida pelo 3-HPA;

> ataxa NAD'/NADH igual a 1,76 esta correlacionada com o inicio do actimulo
do 3-HPA, para culturas crescendo em pH 7,0, enquanto na concentracao
maxima do 3-HPA (30 mM) a taxa NAD*/NADH atinge o valor de 2,6;

» quando o pH aumenta a atividade das enzimas glicerol-desidrogenase e 1,3-
propanodiol-desidrogenase aumenta, enquanto a atividade da DHA-quinase fica
praticamente inalterada e a atividade da enzima glicerol-desidratase diminui
drasticamente;

» para pH menores do que 7,5 a razdo entre a atividade da enzima GDHt e a
enzima PDOR é maior que a unidade e o acumulo do 3-HPA acontece até a
interrupcdo da fermentacédo, entretanto para o pH igual a 8,0 este valor € 0,6 e 0
acimulo de 3-HPA é transitorio e o processo fermentativo continua até o
esgotamento do substrato. Para concentracOes de substrato inferiores a 480 mM
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0 comportamento da atividade enzimatica é similar ao descrito, contudo ndo se
observou acumulo de 3-HPA;

> 0s resultados demonstraram que o NAD® comporta-se como um inibidor
competitivo com K; igual a 0,29 mM. Isto pode indicar que a razdo

NAD*/NADH é a provavel responsavel pela parcial inibicdo da enzima PDOR.

Barbirato et al. (1997b) realizaram ensaios de culturas continuas de E. agglomerans
CNCM 1210, sob condicbes de pH regulado em 7,0 e concentracdo inicial de substrato
igual a 20 g/L, para taxas de dilui¢cdo variando entre 0,05 e 0,31. Para cada caso foram
determinados: os perfis de distribuicdo dos produtos de fermentacédo, o nivel de atividade
enzimatica da rota oxidativa, redutiva e glicolitica, a quantidade dos nucleotideos e a
concentracdo de dihidroxiacetona (DHA), dihidroxiacetona fosfato (DHAP) e frutose-1,6-
difosfato (FDP). Os pesquisadores determinaram que a degradagdo do piruvato deva
acontecer através de trés enzimas: lactato-desidrogenase (LDH), piruvato-formato-liase
(PFL) e piruvato-desidrogenase (PDH). Eles pressupdem que a pequena formacdo de gas
seja um indicativo que o CO, formado pela PDH seja utilizado em algum passo metabdélico
de incorporacédo de carbono ou ainda na formacdo de carbonato pela absor¢do do meio de
cultura. Baixos niveis de atividade da enzima PFL foram observados para altas
concentracdes de glicerol, isto parece estar associado ao aumento da concentracdo de triose
fosfatos, em especial DHAP, que por sua vez foram consequéncia da baixa atividade da
enzima GAPDH.

Assim, de acordo com Barbirato et al. (1997b) altas taxas de degradacao de glicerol
resultariam na limitacdo ou estrangulamento da via glicolitica pela enzima GAPDH e na
distribuicdo preferencial do substrato pela rota redutiva. Neste caso a producéo preferencial
de 1,3 propanodiol funcionaria como um marca passo da rota oxidativa aumentando a
regeneracdo e disponibilidade de NAD" na tentativa de minimizar o passo limitante
(inibicdo da enzima GAPDH). Isto explicaria por que altas taxas de NAD*/NADH foram
observadas apesar de 0 organismo crescer em um meio reduzido. Além disso, aconteceria o
acumulo de 3-HPA caracterizando o “overflow metabolism”. Contudo, essa distribui¢do
preferencial do substrato ndo conseguiria evitar o acUimulo de triose fosfatos e o
subsequente aumento de atividade das enzimas PDH e LDH.

Barbirato e Bories (1997) avaliaram o efeito do pH nas enzimas glicoliticas, no

processo de fermentacdo do glicerol (continua e batelada), com concentracao inicial de
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substrato igual 20 mM. Para as culturas em batelada a variagdo nos valores da atividade
enzimética em funcdo do aumento do pH entre 6,5 e 8,0 foi:

» insignificante para as enzimas piruvato-quinase, aldeido-desidrogenase e alcool-
desidrogenase;

» aumenta para as enzimas GAPDH e LDH;

» diminui para as enzimas PDH, fosfato-transacetilase, acetato-quinase e PFL. No
caso desta ultima enzima a diminuicdo da atividade enzimaética é da ordem de oito
vezes.

Para as culturas continuas o fluxo de carbono se mostrou fortemente dependente da taxa de
diluicdo, sendo que o glicerol foi direcionado preferencialmente para a produgéo de DHAP
quando as taxas de diluicdo foram baixas e para a producdo de 1,3-propanodiol quando as
taxas de diluicdo foram altas.

Barbirato et al. (1998) avaliaram o processo de fermentagdo do glicerol em um
reator batelada, com controle da temperatura em 30 °C e em pH 7,0. Foram acompanhadas
as variacdes das concentracdes de 3-HPA, NAD*, NADH, DHAP, GAP e FBP, além da
variacdo das taxas especificas de consumo de glicerol e formacdo de 1,3-propanodiol ao
longo do processo fermentativo, e o nivel de atividade da enzima GAPDH.

Observa-se nos dados de Barbirato et al. (1998), que o processo fermentativo pode
ser dividido em duas fases. Na primeira delas ha aumento na concentracio de NAD" de 8,2
a 10,4 umol g™, enquanto a concentracdo de NADH primeiro decresce pouco de 6 a 5,6 e
depois retorna a 6 pmol g™ e a atividade enzimatica da GAPDH incialmente permanece
constante e apés cresce pouco entre aproximadamente 2 e 2,3 U mg™. Por outro lado, na
primeira fase, a concentracéo de GAP permanece baixa, oscilando abaixo de 5 umol g, as
concentracdes de DHAP e FBP crescem continuamente (entre 16 e 34, e 8 e 11 pmol g™,
respectivamente) e as taxas especificas de consumo do glicerol e formacdo do 1,3-
propanodiol foram sempre crescentes até 83 e 46 umol L™ h™, respectivamente. A segunda
fase da fermentagdo foi marcada pelo inicio do rapido acimulo do 3-HPA, até 62 g L™ e
posterior reducdo a 50 g L™, decréscimo nas concentracées de NAD" e NADH, até ~4 e 1,8
umol g*, respectivamente, decréscimo da atividade da enzima GAPDH até 1 U mg™,
acompanhado de aumento continuo na razio NAD*/NADH e um comportamento
decrescente nas taxas especificas de consumo do glicerol e formacéo do 1,3-propanodiol,
até sua reducao a zero em 25 h.

Deste modo, a fronteira entre as duas fases do processo fermentativo foi

caracterizada por um ponto de m&ximo para as taxas de consumo de glicerol e formacéo de
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1,3 propanodiol, uma taxa de NAD*/NADH superior a 1,7 e o inicio do acimulo do
metabdlito 3-HPA. Assim, sob condi¢Bes de alta concentragdo de glicerol ocorre um
desacoplamento entre as atividades de sinteses e consumo de NADH, em funcdo da
inibicdo da enzima GAPDH, conduzindo a um aumento da razio NAD'/NADH e na
sequéncia a inibicdo parcial da enzima PDOR, isto resulta no acumulo de 3-HPA
(BARBIRATO et al., 1998).

3.5.7 Degradacao anaerobia pela bactéria Citrobacter freundii

Werkman e Gillen (1932) propuseram a criacdo de um novo género, o Citrobacter,
para familia Bacteriaceae (hoje denominada Enterobacteriaceae), tendo, entre outras
caracteristicas bioquimicas, alta capacidade de fermentacdo de glicerol e sua transformacéo
em trimetileno-glicol (1,3-propanodiol).

Mickelson e Werkman (1940) analisaram dados experimentais préprios e 0s
resultados obtidos por Braak (1928), a respeito da fermentacdo de glicerol por diversas
cepas de Citrobacter freundii. Nessa analise foi observado que a adi¢cdo de fumarato ao
meio de cultura provocava o aumento na producédo de succinato e diminui¢do na producao
de hidrogénio, sem afetar as quantidades dos demais componentes do perfil de
fermentacdo. Também foi detectada a presenca de acroleina, principalmente quando foi
adicionado bissulfito de s6dio ao meio, isto levou os autores a cogitar a possibilidade de
que a acroleina se trata de um intermediario na degradacgdo do glicerol até 1,3-propanodiol.
Esta hipotese foi descartada pelos pesquisadores em funcdo da toxicidade da acroleina
quando adicionada ao meio de cultura e devido ao fato da adi¢do do bissulfito (fixador de
acroleina) ser acompanhada de um aumento do rendimento de 1,3-propanodiol.

Entretanto, as suspeitas de Mickelson e Werkman (1940) foi o primeiro indicio de
que o intermediario do braco redutivo da degradacdo do glicerol é o 3-
hidroxipropanaldeido (3-HPA). Isto por que a acroleina ndo € sintetizada diretamente pela
bactéria, mas uma pequena parte do 3-HPA se transforma nesse componente por uma
reacdo quimica de desidratacdo (SLININGER et al., 1983; FUGELSANG e EDWARDS,
2007).

Toraya et al (1980) avaliaram a distribuicdo das enzimas diol desidratase e glicerol
desidratase em um conjunto de bactérias pertencentes aos géneros Enterobacteriaceae e
Propionibacteriaceae. Foi determinado que a Citrobacter freundii AKU 0009 possui uma

enzima especifica para a degradacdo fermentativa do glicerol via reducdo (GDHt). Os
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autores ainda destacam que, sendo o glicerol mais reduzido que suas correspondentes
trioses, a habilidade de converter uma parte do glicerol em um aceptor de elétrons é
essencial a degradacdo anaerdbia desse substrato. Em outras palavras, 0s organismos que
produzem GDHt ou diol desidratase (em menor grau) serdo capazes de fermentar o glicerol
na auséncia de um receptor exogeno de elétrons. Isto confirma as hipoteses de Abeles et al.
(1960).

Boenigk et al. (1993) utilizaram a bactéria Citrobacter freundii DSM 30040, para
fermentacdo de glicerol, em sistema continuo simples de um estagio. Inicialmente, foi
verificado que, sob condi¢des de excesso de substrato e limitagdes de fosfato (0,75 mM) ou
nitrogénio (2,9 mM de amédnia), o rendimento de 1,3-propanodiol e a atividade das
enzimas ligadas a sua producao foram muito baixas. Por outro lado, os experimentos sob
condicdes de limitacdo de substrato (300 mM de glicerol) indicam que o rendimento
maximo de 1,3-propanodiol (0,54 mol/mol de substrato) é atingido para uma taxa de
diluicéo igual 0,3 h™. Também foi observado que a razéo propanodiol/etanol triplica com o
aumento da taxa de diluicdo de 0,08 para 0,3 h™. Além disso, a atividade das enzimas GDH
e PDOR foi sempre muito superior a atividade da enzima GDHt, sendo que a atividade da
enzima PDOR aparentemente ndo sofre influéncia significativa em funcdo da variacéo da
taxa de dilui¢do, enquanto a atividade da enzima GDH tende a diminuir com o0 aumento da
mesma, e a atividade da enzima GDHt aumenta de 0,05 para 1,3 U/(mg de proteina).

Boenigk et al. (1993) também propuseram um sistema de fermentacdo continua em
dois estagios: no primeiro estagio as condicdes fixadas (substrato limitante, D = 0,1 h, 31
°C e pH neutro) estimulam a formacgdo de biomassa ativa (DO = 3,7) e no segundo estagio
as condicdes (D= 0,05 h™, 28 °C e pH 6,6) levam a uma méxima producdo de 1,3-
propanodiol (545 mM). Assim, o rendimento de 1,3-propanodiol atinge 0,62 mol/(mol de
substrato), valor superior aquele obtido na fermentacdo continua em um estagio (0,54
mol/mol de substrato) ou na fermentacéo batelada (0,60 mol/mol de substrato).

Pflugmacher e Gottschalk (1994) imobilizaram células de Citrobacter freundii
DSM 30040 sobre particulas de poliuretano modificado (PUR 90/16) e realizaram ensaios
de fermentacdo continua em um reator de leito fixo com reciclo. Os dados indicam que
para altas taxas de diluicdo (D = 0,6 h™) a temperatura 6tima esta localizada entre 30-36 °C
e 0 pH 6timo entre 6,6 e 7,1. Em alguns experimentos, fixados D = 0,3 h™*, T =36 °C e pH
= 6,9, foi variada a concentracdo de glicerol na alimentacdo (entre 400 e 800 mM), sendo
gue a mé&xima concentracdo de substrato que pode ser consumido foi 540 mM com uma

produtividade de 5,6 g/(L- h). Isto significa que altas concentragdes de glicerol nao
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conduzem a melhoras significativas na produtividade de 1,3-propanodiol. Em outra
sequéncia de ensaios foi avaliado o efeito da taxa de dilui¢do (entre 0,3 e 0,6), para uma
concentracdo de glicerol igual a 400 mM, nestes experimentos obtiveram 8,2 g/(L- h) 1,3-
propanodiol para D = 0,5 e foi observado que a produtividade das células imobilizadas foi
diretamente proporcional a taxa de diluicéo na faixa entre 0,3 e 0,6.

Daniel et al. (1995) determinaram os parametros cinéticos das enzimas ligadas ao
braco oxidativo da fermentacdo do glicerol, de acordo com o modelo cinético de
Michaelis-Menten, sendo que para a enzima GDH 0 Kp_aparente €M relacdo ao substrato
(glicerol) e seu cofator (NAD™) séo respectivamente 1270 uM e 57 uM, enquanto que para
a enzima DHA-quinase 0 Km_aparente €M relagdo ao substrato (DHA) e seu cofator (ATP)
sdo respectivamente 30 uM e 70 pM.

De acordo com Toraya (2000), a unido do cofator (vitamina B;;) com a enzima
glicerol desidratase ativa a ligagdo Co—C, levando a quebra homolitica da ligagdo Co—C
e produzindo o radical livre 5’-desoxiadenosil. A ativagdo do substrato acontece quando o
radical adenosil retira um atomo de hidrogénio do glicerol produzindo um novo radical que
apos o rearranjo necessario leva a eliminacdo de agua e a formacédo do 3-HPA (aceptor de
elétrons).

A enzima GDHt, em testes in vitro, perde a sua atividade catalitica em funcéo da
liberacdo do cofator, liberando 5’-desoxiadenosina e uma cobalamina modificada
desconhecida, sendo que esta Gltima permanece ligada a GDHt. In situ, a reativacdo
aconteceria pela troca da cobalamina modificada pelo cofator livre ndo modificado, isto
coordenado pela acdo de um complexo formado pelas proteinas dhaF e dhaG na presenca
de Mg*?, ATP e do cofator (vitamina B;,). Foi observado que o gene da proteina dhaF esta
transcrito junto aos cédigos dos trés genes da enzima GDHt. Enquanto, o gene da proteina
dhaG esta localizado junto ao gene que codifica a enzima PDOR, em outras palavras, a
regulacdo do braco redutivo da fermentacdo do glicerol é fortemente acoplada com o
objetivo de procurar evitar o acimulo de 3-HPA e seus efeitos negativos no crescimento da
bactéria (SEIFERT et al., 2001).

3.5.8 Degradacéo anaerobia por Lactobacillus

Mills et. al. (1954) realizaram estudos sobre a formacdo de acroleina em mostos de
destilarias e cervejarias. Estes pesquisadores isolaram um microrganismo néo identificado,

provavelmente uma bactéria lactica, que ndo cresceu significativamente quando a fonte de
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carbono foi exclusivamente glicerol. Contudo, os dados deste trabalho indicaram que o
glicerol foi mais eficientemente utilizado na presenca de pequenas quantidades de glicose.

Serjak et al. (1954) isolaram e identificaram 265 microrganismos presentes no
mosto de fermentacdo de diversos cereais. Toda a microbiota bacteriana presente nas
amostras foi identificada como membros do género Lactobacillus tendo de acordo com a
espécie maior ou menor capacidade de degradar glicerol.

Estudos sobre a degradacéo de glicerol pelo Lactobacillus cepa 280-A indicaram
que a degradacdo deste substrato produz quantidades equimolares de acido B-
hidroxipropidnico e 1,3-propanodiol (trimetileno glicol). A cofermentagdo de glicerol e
glicose conduz a producgdo de acetato, lactato, dioxido de carbono e 1,3-propanodiol. No
caso da cofermentacéo de glicerol e glicose foi determinado, por rastreamento por C*, que
a degradacdo da glicose é responsavel pela geracdo de energia, enquanto o glicerol, por
meio do seu intermediario metabdlico 3-hidroxipropanaldeido (3-HPA) atua como receptor
de elétrons (SOBOLOV e SMILEY, 1960).

Cantoni e Molnar (1967) testaram cepas padrdes de Lactobacillus bulgaricus, L.
casei var. casei e L. brevis e cepas isoladas de embutidos na degradacdo fermentativa de
glicerol, sendo que somente o L. brevis foi incapaz de degradar o glicerol como Unica fonte
de carbono e energia. Os produtos obtidos foram lactato, acetaldeido e acetato, e
quantidades menores de succinato, propionato, butirato, acetona, acido isovaleraldeido,
propanaldeido e acroleina. Baseados nesses dados os autores propuseram dois caminhos
metabdlicos, paralelos e simultdneos, para a degradacdo de glicerol pelos lactobacilos
estudados: um secundario no qual o glicerol sofre desidratacdo se transformando em
hidroxipropanaldeido e outro no qual ocorre a oxidacao do glicerol para piruvato.

Slininger et al. (1983) extrairam a enzima glicerol-desidratase a partir de cepas do
Lactobacillus sp. NRRL B-1720 e testaram a capacidade desta produzir 3-HPA in vitro.
Para concentragdes de glicerol variando entre 10 e 50 g/L foram consumidos no maximo 9
g/L de substrato e obtidos 7,1 g/L de 3-HPA. A enzima foi rapidamente desativada, entre
60 e 90 min, e os resultados obtidos para consumo de glicerol e producéo de 3-HPA foram
praticamente independentes da concentracgdo inicial de substrato.

Schutz e Radler (1984) observaram que cepas L. brevis e L. buchneri crescem
significativamente quando a fonte de carbono e energia € constituida por uma mistura de
glicose e glicerol. Enquanto, a glicose foi fermentada a acetato, lactato e dioxido de
carbono, o glicerol foi transformado em 1,3-propanodiol. Foram identificadas como

responsaveis pelo processo de degradacao do glicerol as enzimas glicerol-desidratase e 1,3-
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propanodiol-desidrogenase. Em meios contendo glicerol como Unica fonte de carbono nédo
houve crescimento do L. brevis e L. buchneri, isto parece indicar a inexisténcia ou
repressao das enzimas do braco oxidativo (GDH ou GK).

Talarico et al. (1988) propuseram que o caminho metabolico de degradacdo do
glicerol, pelo Lactobacillus reuteri, envolve duas etapas: na primeira a enzima glicerol-
desidratase converte o glicerol para 3-hidroxipropanaldeido (3-HPA), enquanto na segunda
etapa ocorre a dismutacdo do 3-HPA produzindo 1,3- propanodiol e acido B-
hidroxipropiénico em quantidades equimolares. Os pesquisadores observaram que a
presenca crescente de glicose no meio de fermentagéo levava a um aumento do rendimento
de 1,3- propanodiol, enquanto a producdo de acido B-hidroxipropionico diminuiu. Isto foi
atribuido a atuacdo do 3-HPA como receptor de elétrons no processo de cofermentacéo.
Nos ensaios experimentais a técnica utilizada incluia uma fase inicial de producdo da
biomassa, seguida do processo de cofermentacédo propriamente dito.

A degradacdo fermentativa do glicerol produz uma substancia denominada
reuterina, potente antimicrobiano de amplo espectro, identificado como uma mistura em
equilibrio das formas monomérica, monomérica hidratada e o dimero ciclico do 3-HPA
(AXELSSON et al., 1989; TALARICO e DOBROGOSZ, 1989). Estudos posteriores
indicam que a atividade antibidtica da reuterina esta relacionada com a forma monomérica
hidratada (VOLLENWEIDER et al., 2003).

Talarico e Dobrogosz (1990) e Talarico et al. (1990) purificaram e caracterizaram
as enzimas glicerol-desidratase e 1,3-propanodiol:NAD® oxidorredutase como
responsaveis pelas etapas metabolicas da degradacdo fermentativa do glicerol pelo
Lactobacillus reuteri. Além disso, Talarico et al. (1990) observaram que o Lactobacillus
reuteri 1063 ndo foi capaz de crescer em meios que utilizam o glicerol como Unica fonte de
carbono e energia. Assim, a fermentacdo do glicerol serve como um mecanismo de
regeneracdo de NAD® nos processos de cofermentacio permitindo o melhor
aproveitamento do acetil-fosfato para a producdo de ATP via producdo de acetato. Estes
resultados foram similares aqueles obtidos por Shutz e Radler (1984) em relacdo a L.
brevis e L. buchneri.

Veiga-Cunha e Foster (1992a) tambeém confirmam os achados de Shutz e Radler
(1984), para L. brevis B22 e L. buchneri B190. Contudo, observam que o processo de
degradacéo do glicerol em cofermentacdo com glicose foi caracterizado por duas fases de
crescimento. Sendo que, na segunda fase o lactato produzido inicialmente a partir da

glicose foi convertido em acetato, via piruvato. Assim, foi produzida uma maior
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quantidade de ATP para suportar o crescimento dos lactobacilos e uma quantidade extra de
NADH para a transformacéo enzimética de 3-HPA em 1,3-propanodiol evitando os efeitos
toxicos do acimulo de 3-HPA.

Pediococcus pentosaceus Nsp foi capaz de crescer utilizando glicerol como Unica
fonte de carbono e energia, sob condi¢cbes microaerdbias, produzindo lactato, acetato e
diacetil. O principal caminho metabdlico utilizado, para a degradagdo de glicerol, nesta
bactéria inclui as enzimas glicerol-quinase e glicerol-3-fosfato desidrogenase. Contudo,
também foi identificada a presenca das enzimas relativas ao caminho metabolico iniciado
pela enzima glicerol-desidrogenase. Este constitui o primeiro registro da atuacdo conjunta
destes dois caminhos metabdlicos para a degradacdo de glicerol por bactérias lacticas sob
condicdes microaerdbias (SALADO e STRASSER de SAAD, 1995; PASTERIS e
STRASSER de SAAD, 1997).

El-Ziney et al. (1998) observaram que o acumulo de 3-HPA, para processo batelada
com propor¢cdo molar inicial de 2,5:1 (glicerol:glicose), utilizando o L. reuterin 12002,
acontece quando o microrganismo atinge a fase estacionaria de crescimento (12 h). Por
outro lado, para processos continuos com taxa de diluicdo 0,17 h™ e proporcdo molar 7,5:1
(glicerol:glicose) no tanque de alimentagdo, observa-se o acumulo de 3-HPA na fase
logaritmica de crescimento. Contudo, neste caso a producdo de lactato e 1,3-propanodiol
diminuem, enquanto as concentracfes de etanol e reuterina (3-HPA) aumentam.

Estudos sobre a degradacdo de glicerol, pelo Lactobacillus collinoides IOEB 9527,
isolado de amostras de sidra deteriorada (CLAISSE e LONVAUD-FUNEL, 2000),
indicam um comportamento similar ao descrito por Veiga-Cunha e Foster (1992a). Ainda,
de acordo com Claisse e Lonvaud-Funel (2000), sob condi¢cdes de anaerobiose, somente é
possivel fermentar o glicerol na presenga de outros agucares. Os produtos obtidos na
cofermentacao de glicerol e glicose ou de glicerol e frutose foram lactato, acetato, etanol e
1,3 propanodiol. Apos 48 h de fermentacdo, o meio que continha glicose, e 96 h para o
meio que continha frutose, foi observado o decréscimo na quantidade de lactato formada
com o simultdneo aumento das concentracGes de acetato, etanol e 1,3-propanodiol.

Sauvageot et al. (2000) isolaram o Lactobacillus collinoides LMG 18850 de
amostras de sidra e cultivaram o mesmo em meio Man, Rogosa e Sharpe (MRS)
suplementado com 54 mM de glicerol e quantidades varidveis de glicose. Os autores
observaram que o Lactobacillus collinoides foi incapaz de crescer no meio cuja Unica fonte
de carbono fosse o glicerol, fato que também fora observado por Claisse e Lonvaud-Funel

(2000). Os resultados dos ensaios de cofermentacdo indicaram que a degradacao da glicose
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e do glicerol acontece simultaneamente e o produto da fermentagdo foi somente 1,3-
propanodiol. Com o esgotamento da glicose a geracdo do fator NADH cessa, a reagédo
catalisada pela enzima 1,3-propanodiol-desidrogenase paralisa e acontece o acimulo de 3-
HPA (SAUVAGEOQOT et al., 2000).

Lithi-Peng et al. (2002a) estudaram a producdo de 3-HPA pelo L. reuteri ATCC
53608 em &gua, leite e MRS modificado complementados com diferentes concentracGes de
glicerol. Os autores concluem que as enzimas do caminho metabdlico ligado a glicerol-
desidratase sdo enzimas constitutivas deste microrganismo, contudo a adi¢do de até 60 mM
de glicerol estimula sua sintese. Também foi observado que o aumento da salinidade, a
adicdo de glicose e a disponibilidade de amino acidos livres diminuem o acimulo de 3-
HPA, estimulando o metabolismo do glicerol.

Lathi-Peng et al. (2002b) avaliaram os efeitos da cofermentacédo de glicose e lactato
na bioconversdo de glicerol pelo L. reuteri ATCC 53608. Razdes glicose/glicerol maiores
que 0,33 favoreceram a producdo de 1,3-propanodiol e diminuiram o acimulo de 3-HPA.
A adicdo de lactato forneceu um mecanismo de regeneracdo de NADH que contribuiu na
transformacdo de 3-HPA em 1,3-propanodiol, fato que corroborou o0s resultados
enunciados por Claisse e Lonvaud-Funel (2000). Dois fatores determinaram a velocidade
desta reacdo: a atividade das enzimas glicerol-desidratase e 1,3-propanodiol-desidrogenase
e a razdo dos nucleotideos NAD*/NADH. Os dados indicaram que nos meios que
empregaram apenas glicerol como fonte de carbono, o aumento da concentracdo deste
substrato levou ao crescimento da razio NAD*/NADH e ao acimulo de 3-HPA. Por outro
lado, para os meios de cofermentacdo glicose/glicerol o aumento da concentracdo de
glicose para uma determinada concentracdo de glicerol conduziu a diminui¢do da razdo
NAD*/NADH e aumentou a producio de 1,3-propanodiol (LUTHI-PENG et al., 2002b).

Sauvageot et al. (2002a e 2002b) purificaram e caracterizaram 0s componentes da
enzima diol-desidratase do Lactobacillus collinoides LMG 18850, esta enzima € capaz de
transformar glicerol (K, igual 9,4 mM) em 3-HPA, pois se trata de uma isoenzima da
GDHt (TORAYA et al., 1976; TORAYA e FUKUI, 1977; TORAYA et al., 1978;
TORAYA et. al., 1980). De acordo com os dados obtidos por Sauvageot et al. (2002) a
enzima diol-desidratase é formada por um heterotrimero codificado pelo pdu operon.

Nakanishi et al. (2002) registraram que o L. coryniformis 394 fermentou glicerol
produzindo 3-HPA, sendo que a adi¢do de CaCO3; ao meio levou ao aumento da producdo
do 3-HPA. Os pesquisadores ainda testaram e comprovaram o poder antimicético e

antibacteriano deste produto sobre varias bactérias e fungos. Magnusson (2003) descobriu
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que o Lactobacillus coryniformis Si3 apresentou um pdu operon com contetdo genético
similar ao operon do L. collinoides.

Vizoso Pinto et al. (2004) isolaram a bactéria Pediococcus pentosaceus CAg a
partir de amostras de cerveja. Foi utilizado um meio de cultura microaerébio do tipo
complexo (MRS modificado), sendo empregadas como fontes de carbono: glicerol, glicose
e uma mistura destas na propor¢do molar 7,7:1 (glicerol:glicose). Os resultados indicaram
que a degradacdo do glicerol envolveu a associacdo de dois caminhos metabolicos:
glicerol- desidratase e glicerol-quinase.

Ainda, segundo Vizoso Pinto et al. (2004), quando foi utilizado o glicerol como
Unica fonte de carbono as enzimas do caminho metabdlico formado pela glicerol-
desidratase e a 1,3-propanodiol-desidrogenase se mostraram mais ativas no inicio do que
no final do processo fermentativo. Enquanto, as enzimas do caminho formado pela
glicerol-quinase e a glicerol-3-fosfato-desidrogenase apresentaram atividades inversas ao
conjunto anterior. Outra observacdo importante deste trabalho indicou que as enzimas
glicerol-desidratase e 1,3-propanodiol-desidrogenase sdo enzimas constitutivas, resultado
este que coincide com as proposicdes de Luthi-Peng et al. (2002a).

Os dados também indicaram que parte do lactato formado inicialmente é
posteriormente degradado para a obtencdo de mais ATP, via piruvato-acetato. Por outro
lado, no caso da cofermentacdo glicerol:glicose, o consumo da glicose aconteceu nas
primeiras horas da fase de crescimento, ndo houve degradacdo do lactato, a degradacédo do
glicerol atuou como processo de recep¢do de elétrons e a enzima glicerol-quinase somente
se tornou ativa no final do processo fermentativo com a finalidade de fornecer uma
alternativa para a geracdo de ATP e regeneracdo do NAD" em funcio do esgotamento da
glicose (VIZOSO PINTO et al, 2004).

A otimizacdo da producéo de 3-HPA, pelo L. reuteri ATCC 53608, por meio de um
sistema de dois estagios, similar ao utilizado por Talarico et al. (1988), foi proposta por
Doleyres et al. (2005). Neste sistema, para uma concentragdo inicial de 400 mM de glicerol
na etapa de cofermentacdo, tempo de incubacdo de 45 min e temperatura de 30 °C, a
producdo de 3-HPA foi igual a 235 mM. Em outra fase experimental o estagio relativo a
producéo de 3-HPA foi modificado para a reutilizacdo da biomassa em varios ciclos, nestes
ensaios a concentracdo de glicerol utilizada foi de 200 mM por batelada, com tempo de
incubacéo igual a 1 h e temperatura 15 °C. Deste modo, foram obtidos 147 mM e 128 mM
de 3-HPA para o primeiro e segundo ciclo, respectivamente.
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Os resultados obtidos por Doleyres et al. (2005) indicaram que a temperatura néo
afeta significativamente a producdo de 3-HPA para a faixa entre 15 e 37 °C. Entretanto, o
aumento da concentraco inicial de glicerol até 400 mM e de biomassa até 1,6 X 10*° UFC
contribuem com o acimulo de 3-HPA.
Tobajas et al. (2009) investigaram a cofermentagéo de glicose e glicerol pelo L.
reuteri PRO 137 em sistema batelada. A concentracéo de glicose foi fixada em 111 mM e
a concentracdo de glicerol variou entre 100 e 400 mM. Os resultados mostraram que 0
crescimento bacteriano foi derivado da degradacdo da glicose, enquanto o glicerol atuou
como receptor alternativo de hidrogénio. A variagdo da concentracdo do glicerol entre 100
mM e 400 mM levou a diminuicdo na producdo de etanol e lactato em 33,1% e 39,1%
respectivamente, enquanto a producdo de acetato aumentou 63,82%. Os ensaios também
indicaram que, em concentraces menores do que 350 mM de glicerol, a concentracédo
residual deste substrato foi proxima de zero para um tempo de fermentacdo inferior a 10 h,
enquanto para concentracgdes iguais ou maiores de 350 mM, o glicerol residual ficou acima
de 40%. A quantidade méaxima de reuterina foi atingida na fase logaritmica de crescimento
(6h) e diminui a medida que a fermentacao progride.
Garai-lbabe et al. (2008) isolaram diversos lactobacilos de amostras de sidra
deterioradas. Todas as cepas foram testadas em relacdo a capacidade de degradar glicerol
em meio Carr modificado (contendo 0,5% de glicose e 0,5% de frutose), conforme descrito
por Claisse e Lonvaud-Funel (2000). As cepas L. collinoides 7, 15 e 20 foram capazes de
degradar 100 % de glicerol produzindo 1,3-propanodiol e &cido 3-hidroxipropionico,
enquanto a cepa L. collinoides 17 acumulou a maior quantidade de 3-HPA e degradou 87,3
% de glicerol. Esta tltima cepa foi utilizada nos ensaios subsequentes para avaliar o efeito
do pH e da adicdo de frutose (concentragdes variaveis entre 0 - 55,5 mM) no metabolismo
do glicerol (concentracdo fixa em 55,5mM):
a) aadicdo de frutose em qualquer proporc¢éo estimulou a degradacdo completa do
glicerol e melhorou o crescimento do microrganismo na faixa de 5,55 — 22,2
mM;

b) o consumo de glicerol e frutose ocorreu simultaneamente, contudo a
fermentacao do glicerol foi mais acentuada entre 18 e 27 h;

c) para pHs muito baixos (3,6 e 3,3) diminuiu a producdo de é&cido 3-

hidroxipropionico e aumentou o acimulo de 3-HPA,
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d) a bactéria somente cresceu na presenca da frutose, sendo incapaz de utilizar
glicerol como Unica fonte de carbono, ou seja, inexistiram as enzimas relativas
ao caminho metabdlico oxidativo;

e) para baixas concentracdes de frutose (5,55 mM) foram produzidas quantidades
equimolares de 1,3-propanodiol e &cido 3-hidroxipropiénico, enquanto, para
concentrag0es maiores de frutose o 1,3 propanodiol se tornou o principal
produto;

f) o consumo de parte do lactato formado na fase inicial da fermentagdo, para
concentragOes inferiores a 33,3 mM de frutose, permitiu gerar ATP para a
sustentacdo do crescimento bacteriano e regeneracdo do NADH necessario para

evitar o acimulo critico de 3-HPA.

No trabalho de Garai-lbabe et al. (2008) diferente do que foi observado por
Sauvageot et al. (2000) o acumulo de 3-HPA aconteceu quando ainda havia frutose
presente no meio fermentativo. Os dados indicaram que a degradacdo da frutose para
manitol atuou como principal mecanismo de reoxidagdo do NADH aumentando a razéo
NAD*/NADH. Isto corroborou a relagdo da razdo dos nucleotideos com o actimulo de 3-
HPA enunciada por Liithi-Peng et al. (2002b).

Morita et al. (2008) determinaram 0 sequenciamento e executaram uma analise
comparativa do genoma do L. reuteri JCM 11127 e do L. fermentum IFO 3956 com 0s
genomas de outros lactobacilos. Inicialmente, identificaram a auséncia do gene pfk que
codifica a enzima fosfofruto-quinase para ambos 0s microrganismos e do gene fba que
codifica a enzima frutose-bifosfato-aldolase no L. fermentum, isto parece mostrar que o
metabolismo da glicose acontece pela da via pentose fosfato. De fato, diversas espécies de
lactobacilos heterofermentativos obrigatdrios degradam hexoses por meio deste caminho
metabdlico (KONIG e FROHLICH, 2009; MAKAROVA et al., 2006).

De acordo, com Morita et al. (2008) outro gene ausente no genoma do L. reuteri
JCM 11127 refere-se & enzima DHA-quinase. A analise dos resultados indicou a presenca
dos genes relativos as enzimas glicerol-quinase, glicerol-desidratase e 1,3-propanodiol-
desidrogenase. Uma singularidade especial, no caso do L. reuteri, decorre da presenca dos
genes relacionados com a biossintese da cobalamina (vitamina Bj,), pois estes genes ndo
foram identificados em outras espécies de lactobacilos. Contudo, Martin et al. (2005)
identificaram a producdo de cobalamina e reuterina em ensaios de fermentacéo de glicerol

pelo L. coryniformis fato que indicou a provavel presenca destes genes na espeécie citada.



64

Andlises complementares com técnicas de clonagem, marcadores C'*, ensaios de
fermentagdo e andlise de ressondncia magnética nuclear bidimensional (2D-NMR)
confirmaram a atividade das enzimas glicerol-desidratase e 1,3-propanodiol-desidrogenase
no caso do Lactobacillus reuteri JCM 11127, Os ensaios de fermentacdo indicaram que
este lactobacilo ndo produziu lactato ou acetato contendo C*2 e também ndo cresceu em
meio contendo glicerol como Unica fonte de carbono. Isto pode ser explicado pela auséncia
dos genes relativos a enzima DHA-quinase no genoma deste microrganismo (MORITA et
al., 2008).

Um estudo sobre o desempenho do Lactobacillus hilgardii X;B na degradagéo de
glicerol demonstrou que este microrganismo € incapaz de degradar este substrato sem a
presenca de outros actcares. Nos ensaios experimentais de cofermentacdo, sob condi¢cdes
de anaerobiose (96 h) e microaerobiose (48 h), a concentracdo de glicerol foi fixada em
43,2 mM, enquanto foram utilizados como cosubstratos glicose ou frutose (5,5 mM). Isto
representa uma razdo molar glicose:glicerol aproximadamente de 1:8. Em todos 0s casos 0
glicerol residual esteve acima de 75% (PASTERIS e STRASSER de SAAD, 2009).

Os dados indicaram que as enzimas relativas aos caminhos metabdlicos da GK e
GDHt estiveram ativas tanto sob condi¢cdes anaerébias quanto microaerébias, ndo sendo
identificada a presencga das enzimas relativas ao caminho GDH. A disponibilidade de
oxigénio, sob condicBes de microaerobiose, induziram a uma melhor expressdo das
enzimas PDOR, GK e G3PDH, enquanto a expressdao da enzima GDHt se mostrou
independente da concentracdo de oxigénio no meio (PASTERIS e STRASSER de SAAD,
2009).

Ainda, de acordo com Pasteris e Strasser de Saad (2009), os produtos da
cofermentacdo de glicerol e glicose (ou frutose) foram D e L-lactato, acetato, etanol,
diéxido de carbono, 3-HPA e 1,3-propanodiol. Entretanto, o Gltimo componente foi
produzido somente sob condi¢des de microaerobiose. Neste caso tambem houve o aumento
na producdo de lactato e acetato sem alteracéo significativa na producéo de etanol.

Bauer et al. (2010) avaliaram a influéncia do pH, concentracdo de biomassa e de
glicerol na producéo de 3-HPA pelo L. reuteri DSMZ 20016. A viabilidade celular ndo foi
afetada significativamente (p < 0,025) para concentracdes de 3-HPA menores do que 35
mM para tempos de exposicdo inferiores a 2 h. Para uma concentracdo de substrato fixada
em 300 mM o pH 6timo foi 6,0. Por outro lado, os resultados mostraram que a

concentracdo méxima de 3-HPA cresceu com o aumento da concentracdo inicial de



65

biomassa até ODggo = 50 (aproximadamente 5 X 10° UFC/mL). O mesmo tipo de relagdo
se verificou quando a concentracéo inicial de substrato variou entre 100 e 300 mM.

Ainda, de acordo com os resultados de Bauer et al. (2010), para uma concentracao
inicial de biomassa ODgg = 70 (ca. 7 X 10° UFC/mL) foi observado um pico de producéo
de 3-HPA apds 50 min de fermentacdo, seguido de uma abrupta e significativa queda na
concentragdo deste componente no meio extracelular. Isto poderia indicar que o 3-HPA
funciona como elemento regulatorio de seu préprio metabolismo por um mecanismo
denominado Quorum Sensing que permite que muitas bactérias coordenem as transcri¢des
de multiplos genes em funcdo da densidade e variedade populacional do microambiente
(ZAMUDIO-JARAMILLO et al., 2009; TANNOCK, et al., 2005). Para Bauer et al.
(2010), o desaparecimento do 3-HPA poderia estar relacionado a sua reducdo enzimatica
para 1,3-propanodiol ou sua oxidacdo para acido 3-hidroxipropiénico. Contudo, ndo foram
recolhidos dados sobre os provaveis produtos 1,3-propanodiol e acido 3-hidroxipropi6nico,
nem sobre a atividade das enzimas ligadas a essas transformagdes que permitam interligar
0 3-HPA com o sistema de “Quorum Sensing ” desta bactéria.

Pasteris e Strasser de Saad (2005) estudaram a degradacéo aerdbia de glicerol pela
lactobactéria Pediococcus pentosaceus Nsp, isolada de amostras de vinho. Para as
condigBes experimentais utilizadas, houve estimulo das enzimas NAD-independentes
lactato-desidrogenases, fato que contribuiu para a geracdo de mais piruvato pela
degradacdo de parte do lactato formado inicialmente. Assim, sob condi¢bes aerdbias o
piruvato “extra” foi transformado em acetilCoA e este por sua vez em acetato, visto que as
enzimas responsaveis pela producéo de etanol foram desestimuladas pela predominancia
das enzimas NADH-oxidases. Fendmeno similar fora registrado por Murphy e Condon
(1984) e Murphy et al. (1985) no processo de degradacdo aerdbia de glicose pelo
Lactobacillus plantarum.

Claisse e Louvand-Funel (2000), no estudo sobre a cofermentacdo de glicerol e
glicose pelos L. brevis e L. buchneri, avaliaram o acoplamento do metabolismo do lactato
com o glicerol. Neste trabalho foi constatado que a conversdo de lactato para acetato
envolveu apenas uma reacdo de recuperacdo de NADH e que as enzimas NAD-
independentes lactato-desidrogenases se tornam ativas no meio apenas com o inicio do
consumo de lactato, isto explicaria a recuperacdo de apenas um mol da NADH por mol de
lactato consumido.

Estes fatos sdo importantes na tentativa de entender como e por que o lactato

formado durante a primeira fase de crescimento é consumido posteriormente nos processos
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de cofermentacdo de glicerol e glicose como foi registrado por Veiga da Cunha e Foster
(1992a), Claisse e Louvand-Funel (2000) e Vizoso Pinto et al. (2004).

Entretanto, antes é importante observar que o aumento da expressdo dos genes
relativos a enzima PDOR acontece sob condi¢cbes microaerébias (PASTERIS e
STRASSER DE SAAD, 2009) e a degradacdo do glicerol funciona como o0 mecanismo
preferencial na recepcgdo de elétrons nos processos de cofermentagdo de glicerol e glicose
(TALARICO et al., 1988; TALARICO e DOBROGOSZ, 1989; TALARICO et al., 1990).
Sob essas condicbes a expressdo das enzimas ligadas a producdo de etanol sao
parcialmente inibidas.

Por outro lado, o inicio da degradacdo de lactato acontece ap6s o esgotamento da
glicose, sob condicdes microaerdbias, e quando o meio atinge pH proximo a 5,5 (VIEGA
da CUNHA e FOSTER, 1992a; CLAISSE e LOUVAND-FUNEL, 2000; VIZOSO PINTO
et al., 2004).

Somando isto ao fato de que o acumulo de 3-HPA pode tornar-se um elemento de
inibicdo ao crescimento e a prépria sobrevivéncia das bactérias presume-se que a
combinacdo dos fatores citados, como: condi¢cdes de microaerobiose, esgotamento do
acucar, pH e estado reduzido do glicerol (receptor preferencial de elétrons) contribuem ao
estimulo de degradacdo do lactato como mecanismo compensatério para o equilibrio da
razdo de nucleotideos NAD'/NADH, exigida pelo microambiente existente apos o
esgotamento da glicose nos processos de cofermentagao.

Aparentemente, 0s caminhos degradativos do glicerol nos Lactobacilos séo
variaveis (ver Tabela 1). De acordo com a espécie, 0 metabolismo do glicerol depende da
presenca ou auséncia de genes que codificam determinadas enzimas e das condi¢des para
sua expressdo (PASTERIS e STRASSER de SAAD, 2009). Como se pode observar, a
grande maioria dos Lactobacillus citados na Tabela 1 pertence ao grupo
heterofermentativo obrigatdrio e se caracteriza pela incapacidade de utilizar o glicerol
como fonte Unica de carbono e energia.

Outro fato importante se refere ao acimulo de 3-HPA que acontece em fungdo das
condigdes experimentais e ndo da inexisténcia da enzima 1,3-propanodiol-dehidrogenase
(PDOR) no genoma dos Lactobacillus. Por exemplo, Bauer et al. (2010) detectaram o
acumulo de pequenas quantidades de 3-HPA durante ensaios de degradacdo de glicerol
pelos L brevis e L. pentosus, sendo este o primeiro registro sobre a producdo extracelular
de 3-HPA por estas especies. O trabalho de Claisse e Louvand-Funel (2000) indicou que o

L. collinoides ndo permitiu o acimulo de reuterina no meio de cultura, enquanto,
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Sauvageot et al. (2000) demonstraram, sob condi¢fes experimentais especificas, que o L.
colllinoides € capaz de acumular 3-HPA.

Tabela 1 - Caracteristicas metabolicas relativas & degradagdo de glicerol por lactobacilos (LAB).
(1) Os LAB pertencem ao grupo Il sdéo homofermentativos e os do grupo Il heterofermentativos
obrigatdrios segundo classificacdo de Vandamme et al. (1996). (2) Os LAB indicados com sinal (-)
somente conseguem degradar o glicerol em processos de cofermentacdo com algum acucar, por
exemplo, glicose ou frutose. (3) As informacdes relativas a capacidade de fermentacéo de glicerol,
presenca de enzimas e acumulo de 3-HPA foram retiradas das referéncias listadas na ultima coluna
da tabela. (4) O sinal (++) indica que a presenca dos genes relativos a enzima foram confirmados
na base de dados UniProtKB (2010).

) Padrédo Fermentacdo GDHt ou Diol 1,3-propanodiol Acumulo de 3- o
Lactobacilaceae _ ) @ ) @ ) @ Referéncias
Fermentativo de glicerol desidratase™” desidrogenase HPA
L. brevis " - i+ ++ - 14,24, 139
L. buchneri m i i 132,171,

+ ++ 172
L. reuteri 1 . 102, 153,
= = * 154, 156
L. collinoides 11 . 30, 52,133,
o * * 134,135
L. hilgardii i _ t T+t + 118
L formi " 91, 102,
. coryniformis -
y * nd * 105
P. pentosaceus I + . 117,131,
p + ++ 173

3.5.9 Pontos chaves das rotas de degradacéo do glicerol

A glicélise, também chamada via de Embden—Meyerhof-Parnas, é a via central do
catabolismo da glicose e envolve uma sequéncia de 10 reacGes enzimaticas, onde cada
molécula de glicose é convertida em duas moléculas de piruvato. Neste processo a energia
livre liberada pela degradacdo da glicose é conservada na forma de ATP e NADH
(NELSON e COX, 2002).

Em relagdo a fermentagdo da glicose, como Unica fonte de carbono, alguns pontos
devem ser destacados (NELSON e COX, 2002):
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» as enzimas regulatérias do processo sdo a hexoquinase, fosfofrutoquinase e
piruvato quinase. As reagOes catalisadas por essas enzimas sdo altamente
espontaneas e podem ser “ligadas” ou “desligadas” por ativadores/efetores
alostéricos;

» 0 acetilCoA, que acumula quando existe ATP em quantidade suficiente, inibe a
enzima piruvato quinase;

» 0 acumulo de frutose-1,6-difosfato ativa a enzima piruvato-quinase, promovendo

um mecanismo de controle (ativador alostérico).

Ainda, é importante lembrar que a enzima triose-fosfato-isomerase, envolvida na
quinta e Gltima reacdo da fase preparatdria da glicolise, catalisa uma interconversao, por

isomerizacdo, do gliceraldeido-3-fosfato e da diidroxiacetona-fosfato (DHAP) de forma

reversivel:
Triose-fosfato-
isomerase
Gliceraldeido-3-fosfato S E— Diidroxiacetona-fosfato
4—

Contudo, esta reacdo dirige a conversdo da diidroxiacetona-fosfato para o
gliceraldeido-3-fosfato, sendo este ultimo consumido pela reacdo subsequente da glicolise.
E neste ponto que ocorre a conexdo com o braco oxidativo da degradagio anaerdbia do
glicerol. Um exemplo dessa conexdo entre as rotas de degradacdo anaerdbia de glicose e
glicerol, pela bactéria Klebsiella oxytoca, esta representada na Figura 5.

Em relagdo a degradagcdo anaerdbia do glicerol, pela bactéria Clostridium
acetobutylicum (ATCC 824), cabe ressaltar que Girbal e Soucaille (1994) demonstraram
que a enzima GA3PDH sofre forte inibicdo com o aumento da razio NADH/NAD". Esse
estrangulamento no fluxo metabdlico tambeém foi observado na fermentacdo de glicerol
pelas bactérias Clostridium butyricum VPl 3266 e Clostridium acetobutylicum DG1
(Gonzalez-Pajuelo et al., 2006).

Fendmeno similar foi registrado por Garrigues et al., (1997) durante o estudo do
mecanismo de controle e desvio entre as fermentacGes homolactica e heterolactica, para a
bactéria Lactococcus lactis, sob condi¢des de excesso de substrato (glicose). Neste caso,

0s pesquisadores constataram que altas velocidades de consumo do substrato levaram ao
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aumento da razio NADH/NAD" e isto provocou a inibicdo da enzima gliceraldeido-3-
fosfato-desidrogenase conduzindo a fermentagdo homolactica.

(Glicose

Hexoquinase
Glicoquinase

licose-6-fosfat
ADP Glicose-6-fostatese

Glicose-6-fosfato

H,0
Glicose Gliceroldesi:lmesg ol
fosfato-isomerase Glicerol » 3-hidroxipropanaldeido
Frutose-6-fosfato Glicetol
ALP desidtogenase NADH
Fosfofrutoquinase ey : 3 il
ADP Frutose-1 6-difosfatase Dihidrexiacetona - B TIRD
DHA desidrogenase
Frutose-1,6-difosfato *
ATP NAD
DHA-quinase
Aldolase ADP y
ITI 13- propanodiol
Gliceraldeido-3-fosfito e———  Dihitrosiacetona
P Triose-losfato-isomense fosfato - DHAP
¢ Formato ——— CO, + H,
Gliceraldeido PFL /
3-fosfato-desdrogenase
4 l
INAD WADH
aefoolion NAD+
INADH l.% Bifosfoglicerato
ADI Ha
Fosfoglicerato- Hy
quinase X
AlP
3-Fosfoglicerato
Fosfoglicerato-mutase \
NADI: NADH
2-Fosfoglicerato !
‘AcenlCuA
€02 Enolase Acetaldeilo
SDH Tosfotransacetilase NAD desidiogenase
Succinato Fosfoenolpiruvato Etarsl
ADP desidrogerase
N AD+ 2 VADH S Acetil-fosfato Acetaldeido Etanol
ATP AP ATP HADE: Srap"
Piruvato beetoina Acetato-
AD \ quinase
NADH i - o
Lactate-desidrogenase <‘
NAD* NAD+ Acetato
23
Lactate Butano diol

Figura 5 - Estrutura das rotas metabolicas de degradacdo fermentativa da glicose e do glicerol pela
K. oxytoca. Adaptado de Galdeano et al. (2008) e Zhang et al. (2009).
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O grupo do Dr. Cocaign-Bousquet confirmou o papel desta enzima, no fluxo
metabdlico, ao realizar ensaios com baixas concentracfes de substrato, condi¢Ges sob as
quais predominaria a fermentacdo heterolactica, na presenca de iodoacetato (IAA). Visto
que, o IAA atua como um forte inibidor da enzima gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase,
a expectativa era que o aumento de sua concentracdo no meio fermentativo, levaria ao
aumento da concentracdo de lactato. De fato, os dados indicam claramente que a atividade
in vivo da GA3PDH é limitada por altas taxas de NADH/NAD®, o que provocaria 0
acumulo de triose fosfatos no nivel superior do fluxo metabolico (EVEN et al., 1999).

Por outro lado, o acumulo de gliceraldeido-3-fosfato, dihidroxiacetona fosfato
(DHAP) e frutose-1,6-difosfato resulta na inibicdo da atividade da enzima PFL e ativagéo
da lactato-desidrogenase (EVEN et al., 1999).

As informacdes listadas explicariam as observacdes, sobre o metabolismo de
degradacdo do glicerol, pela bactéria de Klebsiella pneumoniae, feitas por diversos
pesquisadores:

a) a atividade da enzima piruvato:formato-liase diminui quando ha excesso de
substrato (MENZEL et al., 1997). Isto seria consequéncia do acumulo de
triose fosfatos, neste caso gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxiacetona fosfato
(DHAP);

b) a atividade da enzima PK diminui, para altas taxas de crescimento e
concentracdo de substrato (MENZEL et al., 1998). Com o estrangulamento do
fluxo pela inibi¢do da enzima GA3PDH haveria uma disponibilidade limitada
de fosfoenolpiruvato (PEP) que é o substrato da enzima PK, isto justificaria a
diminuicdo de sua atividade;

c) as diferencas entre atividades in vitro e in vivo das enzimas PFL e PDH sdo
elevadas, maior do que 7 para a PDH e acima 20 para a PFL (MENZEL et al.,
1998). Isto se deve a baixa concentracdo de piruvato presente no meio de
cultura, como consequéncia da baixa atividade especifica da PK e da limitacéo

de fluxo entre os intermediarios PEP e piruvato, conforme descrito no item

(b).

O estrangulamento da passagem GA3PDH se contrapde a hipotese de Abbad-
Andaloussi et al. (1998), segundo a qual, para fermentacOes de misturas de glicose e
glicerol, pela bactéria Clostriduim butyricum, a enzima GDH, em funcdo de sua menor

afinidade pelo seu substrato e pelo cofator NAD", controlaria o fluxo de material nesta rota
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de degradacdo do glicerol. Como o acumulo de triose, inclusive DHAP, acontece sob a
inibicdo da enzima GA3PDH, e a reacdo de conversdo de DHA para DHAP é reversivel, o
fluxo do braco oxidativo podera ser freado ou bloqueado provocando um acumulo de
DHA. Isto levaria a posterior inibi¢cdo da enzima GDH causando a impressao erronea de
que é ela a responsavel pelo controle do fluxo metabdlico.

Na fermentacdo de glicerol pela bactéria Enterobacter agglomerans CNCM 1210,
foi registrado um aumento significativo do fluxo metabdlico na direcédo do 1,3 propanodiol,
quando o catabolismo do braco oxidativo se tornou limitado em funcéo da inibicdo da
enzima GA3PDH. Isto levou ao desacoplamento dos processos de sintese e consumo dos
equivalentes reduzidos, provocando um aumento abrupto na razio NADH/NAD® e o
consequente acumulo de 3-hidroxipropanaldeido, cessando o crescimento microbiano e a
producdo de 1,3 propanodiol (BARBIRATO et al., 1998).

Em sintese, pode-se concluir que os pontos chaves da degradacdo fermentativa do
glicerol s&o os seguintes:

i) 0s mecanismos ligados a regeneracdo dos equivalentes reduzidos;
i) a composicao do meio de cultura;

iii) a inibicdo ou ativagio da GA3PDH;

iv) o sistema enzimatico central (degradacdo do piruvato).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Generalidades

A técnica de selegdo de cepas tem como referéncia a estratégia apresentada por
Steele e Stowers (1991). Esta metodologia € composta pelos seguintes estagios:
a) definicdo do tipo de atividade enzimatica desejada;
b) identificacdo de microrganismos conhecidos que apresentem a atividade
desejada;
c) desenvolvimento dos parametros de enriquecimento e dos ensaios de selecéo;
d) identificacdo e selecdo das fontes de microrganismos;
e) desenvolvimento da técnica de “screening” (selecdo).

Para determinar o tipo de atividade enzimética desejada foi realizada a anélise dos
trabalhos desenvolvidos na area de degradacdo microbiana de glicerol, como publicado nos
periddicos cientificos e técnicos especializados.

Identificado o conjunto de enzimas envolvidas no processo de degradacdo de
glicerol foi feito um cruzamento de dados e informag0es sobre as mesmas. Para isto foram
utilizados os dados contidos nos artigos cientificos e nos bancos de genoma/enzimas
disponibilizados on-line, tais como: BRENDA, Universal Protein Resource (UniProt),
Expert Protein Analysis System (Espasy), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG), entre outros.

O processo para a obtencdo dos parametros de enriquecimento foi realizado por
meio de uma analise tedrica, com base nas referéncias bibliograficas, dos dados existentes
sobre a fisiologia dos microrganismos e as caracteristicas bioquimicas das enzimas,
envolvidas no processo de assimilacé@o de glicerol, obtidas nos bancos de dados citados.

Para a pesquisa em fontes bibliograficas diversas foram utilizados os sistemas de

busca e gerenciamento: Elsevier Books  (www.sciencedirect.com),  Scirus

(www.scirus.com), além de algumas das ferramentas de pesquisa disponiveis no portal de

periodicos da CAPES. Cada banco de dados utiliza diversas ferramentas de gerenciamento
de dados e padrdes de busca, contudo, de modo geral, foi estruturada e utilizada uma rotina
de busca padréo (Figura 6) adaptada aos instrumentos de pesquisa de cada banco de dados.

Bactérias do género Klebsiella, o0 mais estudado nos processos de degradagdo de
glicerol, s@o amplamente distribuidas na natureza e tem como habitat natural: &guas

superficiais, solo, esgotos, vegetacdo, entre outros. (KRIEG, 1984). Assim, amostras de


http://www.sciencedirect.com/
http://www.scirus.com/
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terra foram escolhidas como fonte para o isolamento de bactérias com potencial de

fermentacdo de glicerol.

A técnica de selecao ou “screening” baseada nas informacgdes estruturadas nos itens

(@), (b), (c) e (d) sera descrita em seguida na se¢éo 4.2 deste capitulo.

Pardmetro genérico de pesquisa:

“glycerol dehydrogenase” (1)

A

Banco de genoma e metabolismo (2)

\ 4

Banco de bases bibliogréaficas (6)

A 4

Parametro especifico de pesquisa:

enzima, rota metabdlica, gene, etc. (3)

\ 4

Banco de dados gera lista de
microrganismos (4)

Anélise e geracdo de lista de
microrganismos (parametro:
bactérias) (5)

Loop “DHA quinase”:
repeticdo dos itens (1) a (11)

\ 4

Cruzamento das listas e
exclusdo das repeticdes

\ 4

Verificagdo do grau de
exigéncias nutricionais

Pardmetro especifico de pesquisa:
localizacdo do termo no titulo ou no
resumo (7)

A\ 4

Banco de dados bibliograficos
gera lista de artigos (8)

\ 4

Lista de artigos muito extensa (acima de
300 referéncias) — escolher pardmetros de
exclusdo, por exemplo: termos
referenciais a sistemas analiticos (9)

A 4

Anélise de contetdo / Selecdo de
artigos (parametros: identificacéo,
producdo e isolamento da enzima,
degradacdo de glicerol, estudos
comparativos em nivel genético) (10)

A\ 4
Anélise e geracdo da lista

A4

Elaboragdo da lista dos componentes do
meio de isolamento

de microrganismos
(parametro: bactérias) (11)

Figura 6 — Estrutura de pesquisa e selecdo adotada para execucdo das rotinas (b) e (c)
relativas & metodologia de Steele e Stowers (1991)
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4.2 Isolamento e identificacdo de uma cepa selvagem com potencial fermentativo na
utilizag&o de glicerol como substrato

4.2.1 Meios de cultura para isolamento

A composicdo dos meios de cultura utilizados no isolamento da bactéria selvagem
em g/L: 0,650 KH,PO4, 0,200 MgCl,-6H,0, 4,650 KCI, 0,200 K;SO4, 0,600 L-cisteina,
19,000 trizma-HCI (120 mM), além disso foram adicionados 4 mL de solu¢do mineral. A
composicdo da solucdo mineral em g/L: 2,085 FeSO,7H20, 10,000 acido citrico
monohidratado, 0,735 CaCl,-:2H,0, 0,422 MnSO4H20, 1,363 ZnCl,, 0,242
Na;Mo0O,4-2H20, 0,044 Na,SeO; e 1,190 CoCl,-6H,0.

Outros dados sobre a composicdo dos meios de cultura de isolamento s&o
apresentados na Tabela 2. Pela combinacdo dos diversos tipos e dos niveis das variaveis
foram elaborados 16 meios de isolamento diferentes. O pH dos meios foi ajustado para 7,4
empregado solucbes 0,5 M de NaOH e HCI. Os meios foram esterilizados a 121 °C por 12
min e depois de frios adicionou-se, sob condi¢des assépticas, 4 mL de solucdo de vitaminas
previamente esterilizada por filtracdo (0,22 um). A composi¢do da solugdo de vitaminas
em (mg/L): 100 piridoxal-HCI, 50 riboflavina, 100 tiamina-HCI, e 20 biotina. O tempo de
esterilizacdo foi definido como 12 min para evitar a caramelizacdo do glicerol ou a
decomposic¢éo do meio.

Tabela 2 — Elementos varidveis da composi¢do dos meios de isolamento (GLY = glicerol)

Componentes Variaveis

Nivel Fonte de Nitrogénio (g/L) [Triptona] (g/L) [GLY] (g/L) [NaCl] (g/L)

(NH,),S0, (1,00) + NH,CI

) (1.90) 4,00 75,60 6,00

0 Ureia (1,50) 2,00 12,60 1,00

4.2.2 Metodologias para isolamento e identificacéo da cepa selvagem

Amostras de solo (= 50 g), coletadas no entorno do bloco D-90 (DEQ/UEM) a
temperatura ambiente e pH natural do solo, foram misturadas, homogeneizadas e

adicionadas a 500 mL de &gua estéril. Apds um periodo de decantagdo de 1 h, se procedeu
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a filtracdo em papel qualitativo. O filtrado foi utilizado como in6culo das 16 combinagdes
de meio de isolamento. O volume utilizado, para cada meio, foi aproximadamente de 150
mL acomodados em erlenmeyers de 500 mL tampados com tampdes de algoddo e capsulas
de papel kraft, enquanto o volume de indculo foi de 30 mL. O tempo de cultivo foi de 24 h
na temperatura de 37 °C.

Foram retiradas aliquotas dos meios que apresentaram maior crescimento
microbiano (turbidez) e semeadas em placas de Agar Nutriente utilizando a técnica de
estrias e de micro gotas, porém sem diluicdo. As placas foram cultivadas por 24 h a 37 °C,
apos este periodo foram retiradas amostras destas placas, procurando colher col6nias
caracteristicamente uniformes e predominantes.

As amostras foram diluidas em solucdo salina até concentracdo de 1,5 x 108
UFC/mL (escala McFarland n° 0,5) e utilizadas como indculo novamente, para as diversas
combinagbes de meio utilizadas na fase inicial de isolamento. Contudo, nesta etapa o
volume de cada meio foi 30 mL, enquanto o volume de in6culo foi 1,5 mL. Além disso, foi
utilizada uma camada de 6leo mineral como barreira ao oxigénio e o meio de cultura foi
engarrafado e lacrado em frascos de penicilina (50 mL) com septo de borracha e anel de
aluminio.

O procedimento de semeadura em placas seguido do cultivo sob condigdes
anaerdbias foi repetido até o isolamento e obtencdo de uma cultura pura. O esquema de
isolamento estd representado na Figura 7. As coldnias formadas em cada bateria de
reisolamento foram avaliadas em termos das caracteristicas morfoldgicas e coloracdo de
Gram.

Apds completar o isolamento, foram realizados cinco testes bioquimicos de
identificacdo: prova do triplo acucar-ferro (TSI), caldo nitrato, prova de ureia
(Christensen), prova de oxidase e mobilidade. Estes testes permitiram a identificagcdo do
género ao qual a bactéria isolada pertence.

A partir de amostras isoladas, caracterizadas e testadas como col6nias puras foram
preparados estoques da bactéria em placas de Agar Nutriente e Eppendorfs com Caldo
Nutriente mais 20% de glicerol, sendo estes ultimos estocados em freezer (-20 °C).

A identificacdo da espécie bacteriana foi realizada por meio de testes bioquimicos e
ensaios de degradacéo de diversos substratos executados e avaliados automaticamente nos
equipamentos BD Phoenix 100 (Figura 8) e MicroScan 4 (Figura 9). Ambos séo
equipamentos destinados a identificacdo rapida de bactérias clinicamente significantes.
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Também foram realizados ensaios para determinar o perfil do antibiograma da espécie

isolada.
Plaqueamento estrias
descontinuas ou
microgotras
Ov—fi——————
i \\
ISOLADO
o 5008 PURO ?
Cultivo em /’ Sim
erlenmeyer g anias uniformes NAQ - Colénias uniformes
e predominantes e predominantes das
placas "B" ESTOQUE

=20 °C

Diluigédo 1,5 x 102 UFC/mL

Fermentagédo em
frascos de penicilina
com camada de 6leo

mineral

Figura 7 — Esquema de isolamento de microrganismo com potencial para degradacdo de glicerol
sob condicBes anaerdbias. As condicbes de cultivo de todos os ensaios foram: 37 °C e 24 h. O
volume de cultura (meio + in6culo) utilizado nos erlenmeyers foi 180 mL, enquanto nos frascos de
penicilina foi 31,5 mL.

Lo - Coloracéio de Gram
- Morfalogia
- -
\-\___/

Placas Agar
Nutriente "B"

O painel utilizado no Phoenix 100 é composto por cavidades contendo substratos
bioquimicos desidratados. Os testes baseiam-se na utilizacdo e degradacéo de substratos
especificos pelas bactérias, detectadas por diversos sistemas indicadores: colorimétricos,
cromogénicos e flurométricos. Por exemplo, quando um isolado consegue utilizar um
determinado carboidrato, a producdo de &cido é detectada por uma alteracdo no indicador
de vermelho fenol, enquanto a hidrolise enzimética de substratos fluorogénicos libera um

derivado fluorescente da cumarina.
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Figura 8 — Equipamento de identificac&o réapida de cepas bacterianas modelo Phoenix 100 (Becton
Dickinson Diagnostics). Hospital Universitario UEM. Foto: Miguel A. A. Rodriguez

Figura 9 — Equipamento de identificacdo rapida de cepas bacterianas modelo MicroScan 4 (Dade
Behring). Hospital Santa Casa de Maringa. Foto: Miguel A. A. Rodriguez
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O painel utilizado no MicroScan 4 tem composi¢do similar aquele descrito para o
Phoenix 100, porém inclui ensaios de susceptibilidade a antibidticos. Estes sistemas de
identificacdo apresentam um alto grau de confiabilidade e precisdo na resposta
(SELLENRIEK et al., 2005; O’HARA, 2006; CARROLL et al., 2006; MENOZZI et al.,
2006; SNYDER et al., 2008).

4.3. Ensaios experimentais e técnicas de amostragem

As técnicas aqui detalhadas referem-se aos ensaios experimentais descritos nas
secOes subsequentes. Qualquer alteracdo especifica ao ensaio foi descrito na secdo
correspondente.

Os ensaios de fermentacdo, em duplicata, foram preparados pela adi¢do de 30 mL
de meio em frascos de penicilina (cap. 50 mL). Logo a seguir os frascos foram
esterilizados e parcialmente esfriados, e adicionados 3 mL de 6leo mineral estéril. Os
frascos entdo foram lacrados com septo de borracha e anel de aluminio. O volume de
inéculo aplicado em cada frasco foi de 1,5 mL com concentracdo bacteriana de aproximada
de 1,5 x 10° UFC/mL.

As amostragens durante o processo de fermentacao foram realizadas com seringas e
agulhas estéreis. Foram retiradas aliquotas de 1,5 mL dos frascos de fermentacdo nos
tempos (h): 0, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 72 e 96. Estes tempos de amostragem foram algumas
vezes alterados para atender observaces identificadas em ensaios preliminares. Logo ap6s
a leitura da densidade otica (DO), grandeza adimensional que em alguns casos € expressa
em unidades de absorvancia (au), as amostras foram centrifugadas durante 15 minutos, a
12000 rpm e 4 °C (JOUAN - Modelo GR 2022), a seguir foram filtradas (porosidade 0,22

um) e estocadas no congelador para posterior determinacdo dos metabdlitos formados.

4.4 Efeitos do pH, concentracgdo de substrato e fonte de nitrogénio

A composigédo basica do meio de cultura utilizado nesta etapa foi a seguinte (g/L):
0,650 KH,PO,4, 0,200 MgCl,-6H,0, 4,300 KCI, 0,200 K,SO4, 4,000 NaCl, 0,600
tioglicolato de sodio. Além disso, foram adicionados 4 mL de solu¢do mineral e 4 mL de
solucdo de vitaminas. A composi¢do da solucdo mineral e de vitaminas estd descrita no
item 4.2.1 Informacdes complementares sobre a composicdo dos meios de cultura e as

condigdes de ensaio séo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Elementos varidveis da composicao dos meios de cultura para avaliagdo do pH,
concentracdo inicial de substrato e fonte de nitrogénio

Variaveis
Condicao pH [GLY] Fonte de nitrogénio
(+) 74 75,00 g/L NH,CI (2,68 g/L)
() 6,0 12,60 g/L Ureia (1,50 g/L)
Espécie testada Bactéria isolada do solo
Temperatura 37 °C

MOPS + NaOH para pH 7,4 / Bis-Tris + HCI para pH

Tampdes 6,0 com concentracdo dos tampdes 45 mM
Agente redutor Tioglicolato (0,6 g/L)

Volume do meio de 30 mL

cultura

Volume do inéculo 1,5mL

O efeito das varidveis: pH, concentracdo de substrato e fonte de nitrogénio no
crescimento bacteriano e no consumo de glicerol foi avaliado a partir dos resultados
obtidos para um planejamento experimental do tipo fatorial 2® completo com replicata.

Os experimentos foram executados em duas etapas ou blocos conforme apresentado
na Tabela 4. Na geracdo deste planejamento experimental e na analise estatistica dos
resultados foi utilizado o programa Design Expert (versdo 6.0.5). As varidveis respostas
avaliadas foram densidade o6tica (DO) e percentual de consumo de substrato (CG).

O crescimento bacteriano foi acompanhado pela alteracdo da densidade otica (DO)
do meio, sendo a mesma determinada pela absorvancia (A = 600 nm) em espectrofotometro
UV/VIS (Shimadzu - Modelo UVMini 1240).

Os perfis de fermentacdo foram estudados pela andlise em CLAE com um sistema
de injecdo (Gilson modelo 234) e bombeamento (Gilson modelo 321) com detetor RI
(Scientific Instruments - Modelo lota 2), coluna Hi Plex H 300 X 7,8 mm (Varian), fase
movel H,SO4 5 mM, temperatura de 75 °C e vazao de 0,45 mL/min. Em algumas analises

foram utilizadas vazdes de 0,52 mL/min e 0,75 mL/min.
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Tabela 4 — Planejamento experimental para avaliagdo do efeito das varidveis: pH, [GLY];,; e fonte
de nitrogénio. Onde: pH =7,4 (+) e pH =6,0 ([1); [GLY] = 75,00 g/L (+) e [GLY] = 12,60 g/L
();C1 - NH,Cl e C2 — ureia

o
Enl\sl;o CO’;'“ 4q BLOCO pH  [GLY] F",\Tte
1 8 1 100 100 C2
1 14 2 100 1,00 C2
2 2 1 1,00  -1,00 Cl
2 2 100  -1,00 Cl
3 1 -100 -100 C2
3 11 2 100 -100 C2
4 3 1 -100 100 C1
4 12 2 100 100 C1
5 4 1 100 100 Cl
5 15 2 100 1,00 Cl
6 7 1 -100 100 C2
6 16 2 .00 100 C2
7 1 1 -,00 -100 C1
7 13 2 .00 -100 C1
8 6 1 100  -1,00 C2
8 10 2 100  -1,00 C2

4.5 Efeitos da triptona, concentracgéo de ureia e tioglicolato

A composicao basica do meio de cultura foi a mesma descrita no item 4.4,
contudo nesta fase foram testados os efeitos da concentracdo de ureia, da presenca ou
auséncia de triptona e tioglicolato. Informagfes complementares sobre a composi¢do dos
meios de cultura e as condic¢des de ensaio séo apresentadas na Tabela 5.

Nesta bateria de ensaios, diferentemente das secOes 4.4 e 4.6, os frascos de
fermentacdo tiveram um respiro, através de uma agulha estéril, para aliviar a pressédo
gerada pelos gases produzidos no processo fermentativo (CO; e H,).

O efeito das variaveis: concentragdo de ureia, presenca ou auséncia de triptona e
tioglicolato no crescimento bacteriano e no consumo de glicerol foi avaliado a partir dos
resultados obtidos para um planejamento experimental do tipo fatorial 2° completo com
replicata. Os experimentos foram executados em duas etapas ou blocos conforme
apresentado na Tabela 6. Na geracdo deste planejamento experimental e na anélise

estatistica dos resultados foi utilizado o programa Design Expert (versdo 6.0.5). As
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variaveis respostas avaliadas foram densidade Otica (DO) e percentual de consumo de

substrato (CG).

Tabela 5 - Elementos variaveis da composic¢ao dos meios de cultura para avaliacdo da concentracdo
de ureia, da presenca ou auséncia de triptona e de tioglicolato

Variaveis
Condicéo [Triptona] (g/L) [Ureia] (g/L) [Tioglicolato] (g/L)
(+) 2,0 4,9 0,6
) 0,0 15 0,0
Espécie testada Bactéria isolada do solo
Temperatura 37°C
Tampdes MOPS + NaOH para pH 7,4 com concentra¢do do tampdo em 45 mM
[GLY] (g/L) 75,60
Volumceuclitﬂgelo de 30 mL
Volume do indculo 1,5mL

Tabela 6 - Planejamento experimental para avaliacdo do efeito das varidveis: [Triptona], [Ureia] e
[Tioglicolato]. Onde: [Triptona] = 2,0 g/L (A,) e [Triptona] = 0,0 (Ay); [Ureia] =4,9 g/L (+) e
[Ureia]l = 1,5 g/L ([1); [Tioglicolato] = 0,6 g/L (G) e [Tioglicolato] = 0,0 g/L (Cy)

N° Ensaio

N° Corrida  Bloco [Triptona] [Ureia] [Tioglicolato]

1

00O 00 N N O o o o A A W W DNDNPRFP

2 Bloco 1 Al -1 C1
14 Bloco 2 Al -1 C1
6 Bloco 1 A2 -1 C1
13 Bloco 2 A2 -1 C1
8 Bloco 1 Al 1 C1
11 Bloco 2 Al 1 C1
5 Bloco 1 A2 1 C1
12 Bloco 2 A2 1 C1

Bloco 1 Al -1 C2

Bloco 2 Al -1 C2

Bloco 1 A2 -1 C2
10 Bloco 2 A2 -1 C2
3 Bloco 1 Al 1 C2
15 Bloco 2 Al 1 C2
4 Bloco 1 A2 1 C2
16 Bloco 2 A2 1 C2
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O crescimento bacteriano foi acompanhado pela alteracdo da densidade 6tica (DO)
do meio, sendo a mesma determinada pela absorvancia (A = 600 nm) em espectrofotdometro
UV/VIS (Shimadzu - Modelo UVMini 1240). Os perfis de fermentacdo foram estudados
por meio analise em CLAE, sendo utilizados dois equipamentos distintos Varian ProStar e
Varian 920-LC com coluna HPX 87H (BioRad) com dimensdes de 300 x 7,8 mm.

Na Tabela 6 os termos Al e C1 representam a auséncia, enquanto A2 e C2
representam a adicdo de triptona e tioglicolato nas concentracdes indicadas na Tabela 5.

Nas analises de CLAE foram utilizadas duas metodologias: ACIDA (adaptacdo das
metodologias de GALDEANO et al., 2008 e DU et al., 2006) e CHEN (TALARICO et al.,
1988; CHEN et al., 2007). Na primeira delas a fase moével foi H,SO, 5 mM com
temperatura da coluna em 65 °C, enquanto na segunda metodologia a fase movel foi
composta por uma mistura acidificada (0,5 mM de H,SO,) de acetonitrila e agua na
proporcdo 35:65 (v/v) com a temperatura da coluna fixada em 25 °C. Em ambos o0s casos a
vazdo utilizada foi de 0,5 mL/min. O detetor utilizado foi do tipo RI, sendo que, no caso do
Varian 920-LC também foi utilizado o detetor PDA, com a finalidade de verificar a
sobreposicao de picos, especialmente quando utilizada a técnica denominada ACIDA.

A grande vantagem da metodologia proposta por Talarico et al. (1988) e
aperfeicoada por Chen et al. (2007) consiste no fato que os picos referentes aos acidos
organicos tornam-se pequenos e sao deslocados para o inicio da elui¢do, assim 0s picos de
glicerol, 1,3-propanodiol, 2,3-butanodiol, DHA e 3-HPA ficam mais bem definidos nos

cromatogramas.

4.6 Avaliacéo da biodegradacao da glicerina bruta pela bactéria Klebsiella oxytoca

Nos ensaios experimentais das secdes 4.4 e 4.5 o substrato utilizado foi glicerol
padrdo PA. Para avaliar o real potencial da bactéria isolada, nesta fase experimental, foi
utilizado como substrato o glicerol obtido da producdo industrial de biodiesel, sendo a
amostra fornecida pela unidade industrial de Sdo Siméo (GO) da empresa Caramuru.

Este produto foi obtido a partir da fase pesada gerada na producdo de biodiesel,
pela rota metilica, conforme fluxograma apresentado na Figura 10. A fase pesada foi
submetida a evaporacdo simples para recuperacdo do metanol e o produto resultante é a

glicerina bruta que devido a sua cor € também denominada de glicerina loira.
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Figura 10 — Fluxograma de produc¢édo convencional de biodiesel pela rota metilica

Fonte: CAEAT, 2003

Este subproduto do biodiesel tem um teor intermediario de sais (6,51 %), tracos de

metanol (<0,10 %) e um elevado teor de sabdes 43.615 ppm. A concentracéo de glicerol na

amostra foi de 81,75 % e a umidade de 8,58 % conforme pode ser observado no Anexo I.

Os paré@metros de composicao utilizados nos ensaios estdo descritos nas Tabelas 7 e

8. O substrato ndo sofreu nenhum tipo de pre-tratamento antes de seu uso.

Nesta etapa foram testados os efeitos das variaveis: composi¢cdo e tamponamento

ou ndo do meio sobre o consumo de glicerol e a producdo de 1,3-propanodiol. O

planejamento experimental utilizado foi do tipo fatorial 22 completo com replicata. Os

experimentos foram executados em duas etapas ou blocos conforme apresentado na Tabela

9. Na geracdo deste planejamento experimental e na andlise estatistica dos resultados foi

utilizado o programa Design Expert (versao 6.0.5). As variadveis respostas avaliadas foram:

percentual de consumo de substrato (CG) e producéo de 1,3-proponadiol (g/L).



84

Tabela 7 — Pardmetros relativos a composicao dos meios de ensaio da glicerina bruta

Concentracéo de
Glicerina Bruta

Concentracao de agente redutor

- tioglicolato de sodio (g/L) CondigGes de pH

Composicao

Adicdo de 9,5 g/L de
Al MOPS e ajuste do pH
em 7,4 (codificagdo C2)
0,6000 75,60 g/L
Sem adi¢do de tampao e
A2 ajuste do pH em 7,4
(codificacdo C1)

Tabela 8 — Composicdo dos meios de ensaio da grade experimental utilizada na avaliagédo da
glicerina bruta como fonte de carbono

COMPOSICAO
COMPONENTE Al(glL)  A2(glL)

Super Fosfato Triplo - 0,8926
Ureia (PM 60,07) 1,5 1,5
KH,PO, Fosfato monobasico de potassio (PM 136,10) 0,65 _
KCI Cloreto de potéassio 4,3 _
K,S0, Sulfato de potéssio (PM 174,26) 0,1 _
MgCl, 6H,0 Cloreto de magnésio hexahidratado (PM 0.2
203,30) ' -
Solugdo de vitaminas 4 mL/L _
Solucéo mineral 4 mL/L _

Na Tabela 9 os termos Al e A2 representam a composi¢do definida conforme a
Tabela 8, enquanto C2 e C1 representam 0 tamponamento ou ndo do meio,
respectivamente, de acordo com a nomenclatura explicitada na Tabela 7.

Devido as interferéncias dos sabdes e outros residuos presentes no substrato foi
decidido ndo acompanhar a evolugdo da DO dos meios. Nas analises de CLAE foram
utilizadas as metodologias denominadas ACIDA (adaptacdo das metodologias de
GALDEANO et al., 2008 e DU et al., 2006) e CHEN (TALARICO et al., 1988; CHEN et

al., 2007), ja descritas na secdo anterior.
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Tabela 9 — Planejamento fatorial 2° completo com replicata para avaliagdo do potencial de
biodegradacdo da K. oxytoca. Codificacdo correspondente a descrita nas Tabelas 7 e 8.

ORDEM ~ CONDICAO DE
PADRAO ENSAIO BLOCO COMPOSICAO TAMPONAMENTO
1 Bloco 1 Al C1
1KS
2 Bloco 2 Al C1
3 Bloco 1 Al Cc2
2KS
4 Bloco 2 Al Cc2
5 Bloco 1 A2 C1
3KS
6 Bloco 2 A2 C1
7 Bloco 1 A2 Cc2
4KS
8 Bloco 2 A2 Cc2

A andlise da composicdo molar percentual dos gases contidos nos frascos de
fermentacdo foi realizada por cromatografia gasosa no equipamento TRACE CG (Thermo-
Finnigan) equipado com detetor de condutividade térmica. A composi¢do do padréo
utilizado esta descrita na Tabela 10. Como padrdo para o oxigénio foi tomado como

referéncia uma amostra de ar.

Tabela 10 — Composicao dos padrdes utilizados na analise de cromatografia gasosa

PADRAO
Componente Tempo de retencdo (min) Area % real
Hidrogénio 1,58 16581560 50,00
Nitrogénio 2,27 659944 21,33
Metano 3,43 442913 4,94
Mondxido de carbono 3,79 56120 2,08
Didxido de carbono 5,15 52462 1,95
Eteno 6,22 643338 9,85
Etano 7,36 678968 9,85
TOTAL 19115300 100,00

AR

Componente Tempo de retencéo Area % real
Oxigénio 1,95 830679 26,35
Nitrogénio 2,21 2322193 73,65

TOTAL 3152872 100,00
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Isolamento e caracteriza¢édo da cepa selvagem

As amostras retiradas dos erlenmeyers e semeadas nas placas de Agar Nutriente
formaram dois tipos de coldnias bacterianas: uma predominante de cor branca e mucdide e
outra minoritaria de formato esférico e cor vermelha. Os resultados do esfregaco e a
coloracdo de Gram indicam a predominancia de um pequeno bacilo Gram-negativo e
pequenas quantidades de um bacilo Gram-positivo (Figura 11). Esta Gltima devido ao seu

fraco desenvolvimento foi considerada como um contaminante.

Figura 11 — Analise microscdpica do esfregaco apds a coloragdo de Gram das bactérias
desenvolvidas nos meios de isolamento. Na microfotografia da direita estdo destacadas as bactérias
Gram-positivas. O aumento foi de 100X.

No processo de isolamento descrito na se¢édo 4.2.2, o repique entre o meio contendo
glicerol e as placas de Agar Nutriente, foi repetido até a obtencéo de coldnias puras sob o
ponto de vista morfologico e microscépico. O objetivo foi isolar a bactéria Gram-negativa
predominante identificada nas microfotografias apresentadas na Figura 11.

ApoOs a obtencdo da cepa pura foram realizadas avaliagbes morfologicas,
microscopicas e ensaios bioquimicos basicos, sendo os resultados apresentados na Tabela
11. Estes dados e o0s ensaios realizados nos equipamentos Phoenix 100 e MicroScan 4
indicam que o microrganismo isolado se trata de uma Klebsiella oxytoca (Anexo II). Os

resultados obtidos no antibiograma indicaram que a bactéria e susceptivel a grande maioria
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dos antibidticos testados, caracteristica importante quando se pretende fazer uso industrial

da mesma, pois em termos de biosseguranca deve-se encaixar no grupo |.

Tabela 11 - Testes para identificacdo do género ao qual pertence a bactéria isolada a partir de
amostras de solo

Teste Resultado
Morfologia Colénias circulares, convexas, margens lisas, brancas e mucoides
Coloragéo de Gram Negativo
Prova TSI AJA com gas e negativo para H,S
Caldo nitrato Positivo
Prova de ureia Positivo
Prova de oxidase Negativo
Mobilidade Negativo

5.2 Efeitos do pH, concentracdo de substrato e fonte de nitrogénio

Os resultados referentes as curvas de crescimento das médias dos diversos ensaios
realizados estdo representados na Figura 12. A partir destes resultados, t = 48 h foi definido

como ponto de referéncia, pois neste tempo todas as amostras atingiram o inicio da fase

estaciondaria de crescimento.
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Figura 12 — Curvas de crescimento médias para os ensaios descritos na Tabela 4. A densidade 6tica
foi medida em termos de absorvancia (grandeza adimensional) no comprimento de onda de 600 nm
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A avaliacdo das curvas de crescimento indica que o maior desenvolvimento
bacteriano foi obtido nos ensaios com pH = 7,4 e fonte de nitrogénio ureia, enquanto o pior
desempenho foi obtido nos ensaios com pH = 6,0 e fonte de nitrogénio cloreto de amonia,

conforme pode ser observado na Figura 13 em comparacdo com a Tabela 4.

1,250

DO (au)

0 24 48 72 96 120 144 168
Tempo (h)
—A— Ensaio 1 —8— Ensaio 4 —<— Ensaio 7 —0— Ensaio 8

Figura 13 — Curvas de crescimento para os melhores e piores desempenhos de crescimento obtidos
nos ensaios descritos na Tabela 4. A densidade Otica foi medida em termos de absorvancia
(grandeza adimensional) no comprimento de onda de 600 nm. Os ensaios n° 4 e n° 7 foram

realizados em pH = 6,0 e com NH,CI como fonte de nitrogénio, enquanto os ensaios n° 1 e n° 8 em

pH = 7,4 e ureia como fonte de nitrogénio

Os resultados obtidos para as variaveis respostas analisadas no tempo de referéncia
sdo apresentados na Tabela 12 e no Anexo Ill. De acordo com os resultados da analise de
variancia, os modelos lineares, representativos da densidade o6tica (DO) e do consumo
percentual de glicerol (CG) foram estatisticamente significativos para p < 0,05. Os
requisitos de distribuicdo normal, media nula, variancia constante e independéncia dos
erros foram atendidos de acordo com os testes estatisticos complementares do programa
Design Ease versao 6.0.5.

A avaliacdo gréafica dos dados estatisticos indica que a densidade Otica atinge
valores maiores quando a fonte de nitrogénio é a ureia, praticamente independente do pH
do meio em especial quando a concentracdo de substrato foi baixa. Por outro lado, quando
a fonte de nitrogénio foi cloreto de amdnia o crescimento microbiano foi favorecido em pH

igual a 7,4, sendo fortemente inibido sob pH = 6,0 independente da concentracao inicial de
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substrato. Estes resultados estdo representados nas Figuras 14 e 15. Estes resultados
divergem daqueles registrados por Hongwen et al. (2005), contudo a cepa utilizada por
estes pesquisadores foi uma Klebsiella pneumoniae. Além disso, as condicdes

experimentais sdo diferentes em especial a composi¢do do meio de cultura.

Tabela 12 — Respostas obtidas para DO e CG emt = 48 h para grade experimental da Tabela 4

Consumo
[} 0
Enl\slaio Co’;lrida BLOCO  pH [GLY] Fol\rl]te DO Gli(cj;grol
(%)

1 8 Block1 1,00 1,00 C2 1,128 43,71
1 14 Block2 1,00 1,00 C2 1,134 46,25
2 2 Block1 1,00 -1,00 C1 0,937 83,86
2 9 Block2 1,00 -1,00 C1 0,941 87,07
3 5 Block1 -1,00 -1,00 C2 1,042 97,21
3 11 Block2 -1,00 -1,00 C2 1,059 96,83
4 3 Block 1 -1,00 1,00 C1 0,279 19,53
4 12 Block2 -1,00 1,00 C1 0,281 18,25
5 4 Block1 1,00 1,00 C1 0,985 41,50
5 15 Block2 1,00 1,00 C1 1,005 42,45
6 7 Block1 -1,00 1,00 C2 0,955 31,31
6 16 Block2 -1,00 1,00 C2 0,961 33,15
7 1 Block1 -1,00 -1,00 C1 0,358 26,53
7 13 Block2 -1,00 -1,00 C1 0,377 28,51
8 6 Block1 1,00 -1,00 C2 1,078 99,68
8 10 Block2 1,00 -1,00 C2 1,096 99,86
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Figura 14 — Interacdo pH e concentragdo inicial de substrato em relagéo a densidade 6tica (DO)
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Figura 15 — Interacdo pH e fonte de nitrogénio em relacdo a densidade 6tica (DO)

Quando a concentracdo inicial de substrato foi elevada (75,00 g/L) o consumo
percentual de glicerol foi baixo 18,89 % e 32,23 %, para nitrogénio proveniente de cloreto
de amonia e ureia respectivamente, no pH = 6,0, e 41,98 % e 44,98 % no pH = 7,4. Estes
dados se referem a projecdo do modelo determinado estatisticamente.

No caso de baixa concentragdo inicial de substrato a converséo do glicerol atinge
valores proximos de 100 % no caso da fonte de nitrogénio ser a ureia indiferente do valor
do pH. Entretanto, caso a fonte de nitrogénio seja o cloreto de amdnia a conversao do
glicerol no pH igual a 6,0 foi extremamente baixa mesmo quando a concentracdo inicial de

glicerol foi baixa. Estes resultados estdo apresentados nas Figuras 16 e 17.
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Figura 16 — Interacdo pH e concentracdo inicial de substrato em relacdo ao consumo percentual de
glicerol (CG)
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Figura 17 — Interacdo concentracdo inicial de substrato e fonte de nitrogénio em relagéo ao
consumo percentual de glicerol (CG)

Os modelos da DO com R-quadrado ajustado igual a 0,9997 e do consumo

percentual de glicerol (CG) com R-quadrado ajustado igual a 0,9989, para o caso da fonte

de nitrogénio ser a ureia, estdo representados pelas equacgdes (1) e (2) respectivamente.

DO =1,057 +0,052* pH —0,010 *[GLY]

CG=68,501+3,875* pH —29,894 *[GLY]

ini

ini

+2,499 % pH *[GLY]

+0,035* pH *[GLY]

ini

1)

ini

(@)

Os dados obtidos e 0 modelo matematico produzido a partir da analise de Anova

indicam claramente que a ureia e o pH = 7,4 estimulam o crescimento da cepa estudada e

conduzem a um maior consumo de glicerol (CG). Além disso, 0 aumento da concentragdo

inicial de substrato tem efeito negativo sobre o consumo de glicerol para o tempo 48 h.

A evolucdo do consumo do substrato e o perfil dos produtos para o ensaio n° 8

(Tabela 4) com [GLY]in = 0,137 mol/L estdo representados nas Figuras 18 e 19. Neste

caso o rendimento de 1,3-propanodiol, apds 72 h de fermentacéo, atingiu 0,5738 mol/mol

de substrato ou 57,38%. Estes valores foram superiores aqueles obtidos por Homann et al.

(1990) que obtiveram 44 % para a Klebsiella oxytoca Lin e 54,10 % para a Klebsiella

pneumoniae DSM 2026, contudo naqueles experimentos a concentragdo de inicial de

glicerol foi de 0,543 mol/L e os valores de rendimento se referem a amostras com tempo

de fermentacdo igual a 12 h.
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Figura 18 — Consumo do substrato e perfil dos produtos formato, acetato, etanol, 1,3-propanodiol e
3-HPA para o ensaio n° 8 (Tabela 4) com pH 7,4, fonte de nitrogénio — ureia (1,5 g/L) e [GLY]in =

0,137 mol/L. Onde GLY = glicerol; FORM = formato; ACET = acetato; 1,3-PROP = 1,3-
propanodiol; ETA = etanol; 3-HPA = 3-hidroxipropanaldeido
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Figura 19 — Perfil dos produtos minoritérios: succinato, lactato e 2,3-butanodiol para o ensaio n° 8
(Tabela 4) com pH 7,4, fonte de nitrogénio — ureia (1,5 g/L) e [GL Y], = 0,137 mol/L. Onde SUCC

= succinato; LACT = lactato; 2,3-BUT = 2,3-butanodiol

Avaliando a Figura 18 foi possivel observar que a diminui¢do da velocidade de

consumo do glicerol a partir de 24 h de fermentagéo coincide com a estabilizacdo no valor
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da concentragdo de 3-HPA e de formato. Por outro lado, a maior producdo de 1,3-
propanodiol, ocorrida no periodo entre 30 e 48 h (no inicio da fase estacionaria de
crescimento — Figura 13), esta relacionada com a fase de consumo de 3-HPA como era de
se esperar, mas também coincide com a fase de rapida degradacdo do formato em CO; e
H,. O que leva a supor que exista uma relagdo entre estes fenémenos. Provalvelmente isto
esteja relacionado com algum mecanismo alternativo de regeneragdo de NADH, mas o0s
dados colhidos ndo permitem esclarecer um vinculo claro e inequivoco sobre essa hipdtese.

Na Figura 19 se observa que a producéo de 2,3-butadiol somente se inicia apds 30 h
de fermentacdo e as quantidades de succinato e lactato s&o muito pequenas. Assim, 0S
principais produtos do processo foram 1,3-propanodiol e acetato, além de formato que

posteriormente se transformou em CO, e Hs.

5.3 Efeitos da triptona, concentracao de ureia e tioglicolato

Os resultados referentes a determinacdo da densidade Otica sdo apresentados no
Anexo IV. A partir destes dados foram construidas as curvas de crescimento das médias
dos diversos ensaios realizados, sendo as mesmas representadas na Figura 20. O tempo
igual a 72 h foi definido como ponto de referéncia, pois neste tempo todas as amostras
atingiram a fase estaciondria de crescimento no minimo ha 24 h.

A avaliacdo dos graficos apresentados nas Figuras 20(A) e 20(B) indicam que 0s
meios contendo triptona exigem um tempo de adaptacdo da bactéria mais longo em torno
de 10 h e no caso no ensaio n°® 5 o tempo da fase de adaptacdo (lag) chega a
aproximadamente 20 h. Neste Gltimo caso a baixa concentracdo de ureia e a presenca de
tioglicolato parecem potencializar o efeito negativo da triptona no tempo da fase lag.
Enquanto, os meios sem triptona apresentam um tempo para a fase lag em torno de 3 h.

Por outro lado, quando foi adicionado tioglicolato os valores da DO foram
inferiores aqueles observados nos meios sem adicdo deste. O ensaio n® 7 foi a Unica
excecdo, pois neste caso os valores da DO sdo equivalentes aos observados nos meios sem
a presenca do tioglicolato.

Os resultados obtidos para o consumo de glicerol (CG) no tempo de referéncia sdo
apresentados na Tabela 13. Os dados mostram que o consumo méaximo de glicerol acontece

sob as condicdes estabelecidas para o ensaio n° 7.
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Figura 20 — Curvas de crescimento obtidas para os ensaios descritos na Tabela 6. A densidade otica
foi medida em termos de absorvéancia (grandeza adimensional) no comprimento de onda de 600
nm. (A) Ensaios onde ndo houve adicdo de tioglicolato ao meio de cultura. (B) Ensaios onde foi

adicionado 0,6 g/L de tioglicolato ao caldo fermentativo

Tabela 13 — Dados relativos ao consumo de glicerol para a grade experimental descrita na
tabela 6. As concentracdes de glicerol estdo expressas em g/L. Em todas as analises de
CLAE foi utilizada a metodologia CHEN (TALARICO et al., 1988; CHEN et al., 2007).
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Ensaio Amostra  Area Area média [GLY]res [GLY]cons [GLY]Jres [GLY]cons % Cons
1 1T72 11374835 11845985 35,65 39,95 34,23 41,37 54,72
2T72 12317135 37,07 38,53 50,97

2 3T72 10507347 10507347 31,62 44,47 31,62 43,98 58,17
4T72* 74,7 30,65 30,65 44,95 59,46

3 5T72 12248596 12216246 36,77 38,83 36,86 38,74 51,24
6T72 12183896 36,67 38,93 51,50

4 7T72* 91,0 37,33 36,34 37,33 38,27 50,62
8T72 13682409 13682409 41,18 41,18 34,42 45,53

5 9T72 12829166 12393935 37,30 38,30 38,61 36,99 48,93
10T72 11958704 35,99 39,61 52,39

6 11T72 14833328 14607462 44,64 30,96 44,64 30,96 40,95
12T72 14381595 43,28 32,32 42,75

7 13T72 7716391 7578388 22,81 52,79 23,22 52,38 69,28
14T72 7440385 22,39 53,21 70,38

8 15T72 12186487 12783351 38,47 37,13 36,68 38,92 51,49
16T72 13380215 40,27 35,33 46,73

Onde [GLY]res = quantidade de glicerol residual e [GLY]cons = quantidade de glicerol consumida
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Algumas observagdes relativas a Tabela 13 devem ser registradas:

- as amostras destacadas com (*) foram analisadas no CLAE Varian 920 LC, sendo a
concentracdo do padréo igual a 8,0 g/L que combinado com a area determinada no
cromatograma 1 do Anexo V fornece um fator de célculo igual a 0,41025641;

- as amostras ndo destacadas foram analisadas no CLAE Varian ProStar, sendo a
concentracdo do padrdo igual a 1,3 g/L que combinado com o cromatograma 2 do
Anexo V fornece um fator de calculo igual a 3,0096E-06.

De acordo com os resultados da anélise de variancia, os modelos lineares obtidos a
partir dos dados contidos no Anexo IV e na Tabela 13, representativos da densidade otica
(DO) e do consumo percentual de glicerol (CG) foram estatisticamente significativos para
p < 0,05. Os requisitos de distribuicdo normal, média nula, varidncia constante e
independéncia dos erros foram atendidos de acordo com o0s testes estatisticos
complementares do programa Design Ease verséao 6.0.5.

A avaliacdo gréfica dos dados estatisticos (Figura 21) indica que a densidade 6tica,
ou seja, 0 crescimento microbiano atinge valores levemente superiores quando a
concentracdo de ureia € minima, praticamente independente da presenca de triptona, para
meios nos quais ndo foi adicionado tioglicolato. Por outro lado, quando o meio de cultura
contém tioglicolato a DO atinge valores maximos quando se utiliza concentragdo maxima
de ureia sem a adicdo de triptona e foi fortemente inibida quando adicionada triptona.
Contudo, para a concentracdo minima de ureia a adicdo de triptona contribui com o

aumento da DO.

DESIGN-BXPERT Plot Interaction Graph DESIGN-EXPERT Flot Interaction Graph
oo o B: Uréia oo tam B: Uréia
| ¢
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=5 D544 |
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Al AZ Al

Az Triptona Ao Triptona

Figura 21 — Interacéo triptona e concentracao de ureia em relagdo a densidade 6tica (DO)
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Assim, o crescimento microbiano da cepa estudada foi estimulado por elevadas
concentracdes de ureia (4,9 g/L), sem adicdo de triptona, quando sob condi¢des limitadas
de oxigénio (adicao de tioglicolato).

Em relacdo ao consumo de glicerol observou-se que o mesmo independe da
concentracdo de ureia para 0s meios nos quais nao foi adicionado tioglicolato e triptona.
Contudo, a adicdo de triptona favorece o consumo do substrato quando a concentragdo de
ureia foi minima, enquanto diminui a conversdo quando a concentracdo de ureia no meio
foi elevada. Sob condi¢des limitantes de oxigénio a adicdo de triptona atua negativamente
no consumo do glicerol, enquanto o aumento da concentracdo de ureia tem efeito positivo.
Assim, a conversdo de glicerol foi maxima para o meio limitado de oxigénio (adigcdo de
tioglicolato), sem adi¢do de triptona e com concentracdo de 4,9 g/L de ureia (Ensaio n° 7).

Os resultados estdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22 — Interago concentracdo de ureia e triptona em relagdo ao consumo percentual de
glicerol (CG)

Os modelos da DO com R-quadrado ajustado igual a 0,9394 e do consumo
percentual de glicerol (CG) com R-quadrado ajustado igual a 0,9382 estdo representados,

em termos das varidveis codificadas da Tabela 6, pelas equacdes (3) e (4) respectivamente.

DO =1,300 - 0,051% A— 0,120 *C —0,053* A*B — 0,054 A*C
+0,028*B*C —0,067*A*B*C 3)

CG =52,76—3,29+ A+1,71*B —2,58* A*B —4,09* A*C
+4,89*B*C (4)
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Onde,

A = concentragdo de triptona (g/L)

B = concentracdo de ureia (g/L)

C = concentracéo de tioglicolato (g/L)

Os dados relativos a evolugdo dos produtos e do substrato ao longo do processo de
degradacéo sob condi¢Ges microaerdbias, para o ensaio n° 7, estdo representados na Tabela
14,

Tabela 14 — Evolucédo dos produtos e do substrato para o ensaio n® 7. As concentragdes do substrato
e dos produtos estdo expressa em g/L. Nas analises de CLAE foram utilizadas as metodologias:
ACIDA (adaptagio das metodologias de GALDEANO et al., 2008 e DU et al., 2006) e CHEN

(TALARICO et al., 1988; CHEN et al., 2007).

AMOSTRAN°13e 14

referentes ao Ensaio 7 TEMPO (h)

PRODUTO METODO 0 3 12 24 36 48 72

Concentracéo (g/L)

succ  AcIDO 000 000 000 023 047 070 093
LACT  ACIDO 000 000 000 033 130 255 3,90
GLYresd  CHEN 7560 70,65 6808 6271 4636 39,83 36,02
%GLYcons  CHEN 000 655 995 17,04 3868 47,25 5235
GLYresd  ACIDO 7560 7526 76,69 7026 5292 4558 40,66
ACET  ACIDO 000 000 000 149 195 174 184
FORM DIF 000 462 862 754 656 570 4,64
13-PROP  CHEN 000 000 000 308 1036 1347 1585
23-BUT  ACIDO 000 000 000 000 255 38 4,18
3-HPA CHEN 000 034 064 077 069 067 071
ETA ACIDO 000 000 095 103 111 122 031
Massa bacteriana (g) 000 000 038 064 146 179 198
MASSA TOTAL (g) 7560 7560 78,66 78,89 7386 7451 74,34
Recuperacéodecarb?;g 100,00 100,00 104,19 104,49 97,83 98,69 98,46

*Fator de calculo 1,3-

PROP - Varian 920-LC 0,51282

Até o tempo igual a 3 h se supde que as bactérias
estdo na fase lag e o consumo de glicerol apenas
*Fator de calculo 3-HPA 0.02166 sustenta a adaptacéo do in6culo

- Varian 920-LC ’

SUCC = succinato, LACT = lactato, GLYresd = glicerol residual, %GLYcons = percentual
de glycerol consumido, ACET = acetate, FORM = formato, 1,3-PROP = 1,3-propanodiol,
2,3-BUT = 2,3-butanodiol, 3-HPA = 3-hidroxipropanaldeido, ETA = etanol.
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A concentracdo residual de glicerol foi determinada pelo método CHEN, pois ndo
existe sobreposi¢éo de picos. Enquanto, a quantidade de formato produzida foi calculada a
partir da observagdo que o pico determinado como sendo glicerol pelo método ACIDO
inclui também o formato. Portanto, a diferenca entre a concentracao calculada pelo método
ACIDO e 0 método CHEN representa a quantidade de formato produzida.

Os demais acidos organicos, o etanol e o 2,3-butanodiol foram determinados pela
metodologia ACIDA. Enquanto, o 1,3-propanodiol foi determinado pelo método CHEN.

Durante a fase lag ndo ha aumento significativo da populacdo bacteriana e o
substrato consumido neste periodo apenas contribui com a sustentacdo do processo de
adaptacdo do indculo pela sintese de proteinas e de outros metabdlitos ou componentes
necessarios a utilizacdo satisfatéria dos nutrientes presentes no meio (MADIGAN et al.,
2004; TORTORA et al., 2005).

Assim, de acordo com os dados fornecidos pela Figura 20(B), para tempos
inferiores a 12 h, no caso do ensaio n° 7, ndo devera ocorrer crescimento significativo do
microrganismo. Partindo deste pressuposto e do principio de conservacdo da massa foi
calculada a quantidade ou concentracdo de 3-HPA para o t = 3 h. Consequentemente, 0
fator de célculo para o 3-HPA pode ser determinado levando em consideracdo a area
observada no cromatograma respectivo (Anexo VI).

Ainda, segundo Homman et al. (1990) a massa bacteriana pode ser calculada como
sendo igual a 5 % do glicerol consumido. Esta hipétese foi aplicada para tempos maiores
ou iguais a 12 h. Também foi considerado o desaparecimento do formato ao longo do
tempo na obtencdo na massa total de cada amostragem. Por exemplo, para t = 48 h a massa
total foi calculada como sendo a somatdria do glicerol residual, dos produtos identificados
nos cromatogramas e a diferenca da quantidade de formato em relagéo ao valor registrado
emt=12h.

A degradacdo do formato produz CO, e H,, portanto somente pela analise
qualitativa e quantitativa da fase gasosa contida nos frascos de fermentacdo permitiria a
determinacéo precisa desses componentes. Neste caso, 0s experimentos foram conduzidos
de modo que o CO, e H, formados foram expulsos do recipiente de fermentagéo através de
um “respiro”. Mas 0 balanco de massa pode ser utilizado como uma ferramenta de
determinacdo indireta de grande valia como pode ser verificado pelos valores de
recuperacao de carbono apresentados na Tabela 14.

A Figura 23 descreve os valores residuais de glicerol determinados pelos métodos:

ACIDO e CHEN, além de descrever o consumo percentual de glicerol para o Ensaio n° 7.
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A observacdo desta figura permite afirmar que em qualquer amostragem o valor do glicerol
residual calculado a partir da metodologia ACIDA foi sempre superior ao valor
determinado pela metodologia CHEN. Isto confirma a sobreposicao dos picos de formato e
glicerol, para todos os tempos de amostragem, quando utilizada a metodologia ACIDA.

A curva de consumo de glicerol, descrita na Figura 23, pode ser dividida em trés
fases:

- entre 0 e 24 h, periodo que inclui a fase lag e praticamente toda a fase
logaritmica de crescimento (ver Figura 20B), ha um consumo de glicerol
igual a 17,04 %. Isto representa uma taxa de consumo de aproximadamente
5,8 mmol L h™,

- entre 24 e 36 h, a velocidade de consumo de glicerol aumenta
significativamente apesar de estar no final da fase logaritmica de
crescimento (Figura 20B). Neste caso, a taxa de consumo sobe para 14,8
mmol L™ h™}, ou seja, quase triplica de valor.

- entre 36 h e 72 h, no estabelecimento da fase estacionaria de crescimento

(Figura 20B), a velocidade de consumo de glicerol cai para 3,1 mmol L* h,

100,00 100,00
80,00 i + 80,00
< 60,00 4 160,00 ~
2 S
A =
> 0]
- O
O, 40,00 + b 40,00
20,00 + + 20,00
0,00 t t t t t 0,00
0 3 12 24 36 48 72
TEMPO (h)
—8— GLYresd-CHEN —a— %GLYcons —a— GLYresd-ACIDO

Figura 23 — Evolugéo da concentracao de glicerol residual determinada pelos métodos: ACIDO
(adaptacdo das metodologias de GALDEANO et al., 2008 e DU et al., 2006) e CHEN
(TALARICO et al., 1988; CHEN et al., 2007), e consumo de glicerol (CG) para 0 ensaio n® 7 ao
longo de 72 h de fermentagéo

A evolugdo dos produtos de fermentacdo para o Ensaio n° 7 esta representada nas
Figuras 24 e 25.
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Figura 25 — Producéo de succinato (SUCC), acetato (ACET), 3-HPA e etanol (ETA) para o ensaio
n° 7 ao longo de 72 h de fermentagéo

Algumas observagGes importantes destes graficos devem ser listadas:

- aproducdo de 1,3-propanodiol apresenta uma fase de maior velocidade no periodo

compreendido entre 24 e 36 h (Figura 24);

- o formato foi acumulado até o tempo 12 h e depois foi consumido continuamente

(Figura 24);
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- 0 intermediario 3-HPA foi acumulado até 24 h, apds este periodo a quantidade
deste produto ficou estavel (Figura 25);

- quantidades mensuraveis de succinato (Figura 25), lactato e 2,3-butanodiol (Figura
24) somente foram detectadas apds 24 h;

- a producédo de acetato fica estagnada apos 36 h de incubagdo do inoculo (Figura
25).

Avaliando as Figuras 23, 24 e 25, foi possivel observar que o aumento da
velocidade de consumo do glicerol e a maior producdo de 1,3-propanodiol, ocorrida no
periodo entre 24 e 36 h, coincidem com a fase de consumo do formato e estabilidade na
concentracdo de 3-HPA. O que leva a supor que exista uma relacéo entre estes fendmenos.

Contudo, uma avaliagdo mais precisa exigiria 0 acompanhamento da evolugdo da
concentracio de NAD*, NADH, da composicdo dos gases produzidos e das enzimas

envolvidas no processo degradativo.

5.4 Biodegradacéo da glicerina bruta

Desde que ndo se dispunha de dados relativos a evolugdo da DO, o tempo de
referéncia igual a 72 h foi definido com base nos resultados obtidos nas baterias
experimentais anteriores.

Os resultados obtidos para o consumo de glicerol (CG) no tempo de referéncia sdo
apresentados na Tabela 15. Os dados mostram que o consumo maximo de glicerol acontece
sob as condicgdes estabelecidas para o ensaio 2KS que equivale aos experimentos n° 3 e 4
da Tabela 9.

Tabela 15 — Resultados referentes ao consumo de glicerol (CG) para os ensaios com glicerina bruta

[G LY] Resdl [G I—Y] Resd2 [G I—Y]Consl [G LY] Cons2 [G LY] Consl [G LY] Cons2

Amostia gy @) (L) (gl) (%) (%)
1KS 53,89 49,85 21,71 25,75 28,72 34,06
2KS 42 61 4421 32,99 31,39 43,64 41,52
3KS 60,36 56,95 15,24 18,65 20,16 24,67

4KS 50,40 49,36 25,20 26,24 33,33 34,71
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Os resultados da andlise de variéncia indicam claramente que o CG foi maximo
quando se utiliza 0 meio Al tamponado em pH igual a 7,4. A diferenca entre o valor do
CG obtido para 0 meio Al tamponado e 0 mesmo meio ndo tamponado foi de 35,65 %,
enquanto, a diferenca para 0 meio A2 tamponado e A2 ndo tamponado foi de 25,16 % e

89,92 %, respectivamente.

Em relacdo as variaveis testadas: composicdo e tamponamento do meio foi
determinado, pela analise de variancia, que existe um efeito combinado e interdependente
que favorece a producdo de 1,3-propanodiol quando se utiliza 0 meio Al tamponado em
pH = 7,4, conforme pode ser observado na Tabela 16 e na Figura 26.

Tabela 16 — Producéo de 1,3-propanodiol nos ensaios com glicerina bruta. Valores determinados
pelo método Acido no equipamento Varian ProStar

[1,3-PROP] (g/L)  [1,3-PROP] (g/L)

Amostra replicata 1 replicata 2 [1,3-PROP] (g/L) média

1KS 4,51 3,49 4,00

2KS 11,04 12,06 11,55

3KS 1,01 0,92 0,96

4KS 571 5,96 5,83
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Figura 26 — Interacdo das varidveis composi¢do e tamponamento sobre a producéo de 1,3-
propanodiol para os ensaios com glicerina bruta
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A Figura 27 descreve os valores residuais de glicerol determinados pelos métodos:
ACIDO e CHEN, além de descrever a producdo de 1,3-propanodiol para o ensaio 2KS.
Assim, como fora observado nos ensaios da secdo anterior para diversas amostragens o
valor do glicerol residual calculado a partir da metodologia ACIDA foi superior ao valor
determinado pela metodologia CHEN, confirmando a sobreposic¢éo dos picos de formato e
glicerol quando utilizada a metodologia acida.

[ ] (L)

80

TEMPO (h)

—&— GLY_Chen —8— 1,3-PROP —A— GLY _&cido

Figura 27 - Concentragéo de glicerol residual determinado pelos métodos ACIDO e CHEN e a
producdo de 1,3-propanodiol para o ensaio 2KS

A maior velocidade de consumo do glicerol acontece no periodo compreendido
entre 12 e 36 h de fermentacdo. Fato que coincide com a fase de maior producéo de 1,3-
propanodiol.

Os dados relativos a evolucao dos produtos e do substrato ao longo do processo de
degradacdo sob condi¢cBes microaerdbias, para o ensaio 2KS, estdo representados na
Tabela 17 e nas Figuras 28 e 29.

A sistematica utilizada para determinar o glicerol residual e a quantidade de
formato formado foi a mesma implementada na secdo anterior. Assim, o fator de célculo
para o componente 3-HPA foi determinado pelo balango de massa no tempo igual a 3 h.
Consequentemente, o fator de calculo para o 3-HPA pode ser determinado levando em

consideracdo a area observada no cromatograma respectivo (Anexo VII).
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Tabela 17 — Evolucéo dos produtos e do substrato para o ensaio 2KS

TEMPO (h)
Metabolito 0 3 12 24 36 48 72
Concentragéo (g/L)

Succinato @ 0,00 0,00 000 023 037 037 047
Lactato @ 0,00 0,00 0,00 030 070 090 1,330
Glicerol © 75,60 67,29 67,40 56,33 46,17 43,65 40,84
Formato 0,00 1,70 0,24 389 360 083 353
Acetato 0,00 0,00 0,00 1,23 1,23 123 1,23

1,3-Propanodiol © 0,00 0,00 0,00 528 9,64 990 1144
3-HPA ¢ 0,00 6,61 6,83 709 679 560 6,74
2,3 butanodiol ©® 0,00 0,00 0,00 055 327 400 424
Etanol ® 0,00 0,00 0,00 000 015 015 0,15
Massa microbiana © 0,00 0,00 0,41 096 147 160 174
TOTAL @ 75,60 75,60 76,34 77,33 7515 72,75 76,19
Recuperacdo de 100,00 100,00 100,98 102,28 99,41 96,23 100,78
carbono (%)
Glicerol residual pelo 75,60 6809 67,64 60,22 4977 4449 4437

método acido ¥

Fator de célculo para
3-HPA

0,440666667 Anexo VII

Observacoes:

(1) Determinado pelo método acido em sistema CLAE Varian 920-LC com
detetor RI sensibilidade padréo

(2) Determinado pelo método acido em sistema CLAE Varian ProStar
com detetor RI marca CG 410 sensibilidade1/2

(3) Determinado pelo método de CHEN em sistema CLAE Varian 920-LC
com detetor RI sensibilidade padréo

(4) Diferenca entre o valor do glicerol residual determinado pelo método
acido e pelo método CHEN

(5) A somatdria leva em consideracao a degradacao do formato em
diéxido de carbono e hidrogénio

(6) A massa bacteriana foi calculada pela aproxima¢cédo de Homman et al.
(1990) aplicada para tempos maiores ou iguais a 12 h.
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Figura 28 — Produgéo dos metabdlitos minoritarios: succinato (SUCC), lactato (LACT), acetato
(ACET) e etanol (ETA) para o ensaio 2KS
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Figura 29 - Producdo dos metabolitos majoritarios: formato (FORM), 1,3-propanodiol (1,3-PROP),
3-hidroxipropanaldeido (3-HPA) e 2,3-butanodiol (2,3-BUT) para o ensaio 2KS

Algumas observacdes importantes relativas as Figuras 28 e 29 devem ser listadas:

- avelocidade de formagéo do lactato foi maior entre 12 e 36 h, sendo sua producéo
continua e crescente até 72 h;

- 0 succinato comega a ser produzido depois de 12 h e a sua concentracéo fica estavel
apos 36 h;

- aproducdo de etanol somente acontece entre 24 e 36 h e ndo ha consumo de etanol;
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- 0s processos de formacdo e degradacdo de formato apresentam caracteristicas
ciclicas;

- 0 acumulo e a degradacdo do intermedidrio 3-HPA acompanha suavemente o
comportamento de formag&o e degradacdo de formato;

- avelocidade de formacéo de 1,3-propanodiol foi maior entre 12 e 36 h (5,28 mmol
L™ hh), parece se estabilizar entre 36 e 48 h, tornando a aumentar apés esse tempo
(0,84 mmol L™ hY);

- estas duas ultimas observacdes reforcam a hipdtese de que a regeneracdo de parte
do NADH passa pelo consumo do hidrogénio formado a partir do formato quando o
mesmo néo foi liberado para a atmosfera;

- 2,3-butanodiol somente foi produzido no periodo entre 24 e 48 h.

Os dados mostram que a producdo de 1,3-propanodiol foi limitada pela
disponibilidade de NADH. O acumulo de 3-HPA parece indicar ndo somente a
indisponibilidade da nicotinamida adenina dinucleotideo na forma reduzida (NADH), mas
também a sintese e a atividade exacerbada da enzima glicerol desidratase para situacoes de
alta concentracao do substrato.

Isto faz pressupor que a alta atividade da GDHt levaria ao desequilibrio entre as
reacOes do braco oxidativo e redutivo, além de terminar inibindo o crescimento microbiano
em funcdo do acimulo de 3-HPA.

Esta hipotese é refor¢ada pela comparagéo dos valores do Kp_aparente € 0a atividade
especifica das enzimas GDH e GDHt em relagdo ao substrato comum — glicerol, para a
bactéria Klebsiella. Os valores do Kp_aparente Variam entre 0,53 e 1,5 mmol L™ (BRENDA,
2010) e entre 20 e 44,9 mmol L™ (LIN e MAGASANIK, 1960; MCGREGOR et al., 1974;
NEIJSSEL et al., 1975), para as enzimas GDHt e GDH, respectivamente. Enquanto a
atividade especifica varia entre 65,4 e 228 umol min® mg™* (BRENDA, 2010), para a
GDHt, e entre 0,3 e 6,1 umol min™ mg™® (RUCH et al., 1974; NEIJSSEL et al., 1975;
RUCH e LIN, 1975; RUCH et al., 1980; FORAGE e LIN, 1982; JOHNSON et al., 1985;),
para a GDH. Isto pode implicar em um fluxo maior de material no brago redutivo.

Ainda, de acordo com Hao et al. (2008) a enzima PDOR constitui 0 passo limitante
na producéo de 1,3-propanodiol, na fase exponencial de crescimento, contrario daquilo que
afirmara Ahrens et al. (1998).

Estes dados constituem mais um argumento para corroborar a hipotese de que, para

altas concentracdes de substrato, a velocidade de formacdo de 3-HPA é muito superior a
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velocidade de formacdo de DHA, confirmando o provavel desequilibrio entre as reacGes do
bracgo redutivo e o braco oxidativo, fato que explicaria o acimulo 3-HPA.

Nesta fase experimental, foi realizada a analise dos gases contidos nos frascos de
fermentacdo para t = 48 h para as amostras 2KS, 3KS e 4KS da Tabela 16. Os resultados
obtidos estéo representados na Tabela 18.

Tabela 18 — Composicao percentual molar dos gases contidos nos frascos de fermentacdo para o

tempo de 48 h.
Amostra 2KS (-+)
Tempo de
Componente reteng&o (min) % molar
Hidrogénio 1,51 14,58
Oxigénio 1,95 4,66
Nitrogénio 2,24 35,55
Diéxido de carbono 4,86 43,13
TOTAL 97,91
Amostra 3KS (-+)
Tempo de
Componente retencéo (min) % molar
Hidrogénio 1,47 4,89
Oxigénio 1,94 17,18
Nitrogénio 2,20 73,00
Diéxido de carbono 5,12 4,75
TOTAL 99,82
Amostra 4KS (++)
Tempo de
Componente retencéo (min) % molar
Hidrogénio 1,50 14,79
Oxigénio 1,95 7,62
Nitrogénio 2,23 47,66
Diéxido de carbono 4,94 28,10
TOTAL 98,17

A analise destes dados a luz dos resultados apresentados na Tabela 16 indica que a
maior producdo de 1,3-propanodiol esta relacionada com um consumo maior de oxigénio
presente N0 meio, pois as razdes nitrogénio/oxigénio aumentam na seguinte ordem 3KS
(4,25) < 4KS (6,25) < 2KS (7,63).

Por outro lado, as razBes CO, e H, também aumentam: 3KS (1:1) < 4KS (2:1) <

2KS (3:1). Considerando o esquema metabolico proposto por Galdeano et al. (2008) a
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producdo de CO, acontece por dois possiveis caminhos: a producao de 2,3-butanodiol e
degradacédo equimolar de formato.

Como a formacéo de 1 mol de 2,3-butanodiol gera 2 mol de CO,, parat =48 h, de
acordo com os dados da Tabela 17 seriam produzidos 44,39 mmol de dioxido de carbono.
Ainda, de acordo com a Tabela 17 haveria a formagéo de 66,49 mmol de CO, provenientes
da degradacdo do formato, ou seja, o total seria de 110,88 mmol. Neste caso a razdo
esperada entre CO; e H; seria de aproximadamente 1,67.

Entretanto, para o ensaio 2KS a razdo foi igual a 3, ou seja, 80% maior. Levando
em consideracéo a degradacdo total da ureia adicionada ao meio de cultura, que geraria 25
mmol de didxido de carbono, a razéo entre 0 CO, e H; seria de 2:1. Este fato significa que
houve assimilacdo do H, por meio de algum mecanismo metabdlico.

A degradacdo do formato nas enterobactérias acontece via complexo formato-
hidrogénio-liase (FHL). Este complexo é constituido por um selenopolipeptideo
denominado de formato-dehidrogenase-H (FDH-H), hidrogenases (Hyd) e algumas
proteinas de membranas que desempenham o papel de ancoragem ou de carreadores de
elétrons (LEONHARTSBERGER et al., 2002).

Diversos estudos indicam que a ativacdo do complexo FHL, com a agdo da enzima
FDH-H, acontece sob condi¢cdes anaerébias ou de baixa oxigenacdo e na auséncia de
outros aceptores de elétrons (LEONHARTSBERGER et al., 2002; BAGRAMYAN et al.,
2002; HAKOBYAN et al., 2005; TRCHOUNIAN e TRCHOUNIAN, 2009).

De acordo com as informagdes disponiveis na base de dados UniProtKB (2010) foi
identificada a presenca de uma enzima FDH-H-NAD®-dependente nas bactérias K.
pneumoniae (Cepa 342 genoma completo disponivel) e K. pneumoniae subsp.
rhinoscleromatis (ATCC 13884). Cabe lembrar que estas espécies sdao muito préximas da
K. oxytoca em termos genéticos.

Contudo, de acordo com Galdeano et al. (2008) e Zhang et al. (2009) esse
mecanismo ndo poderia ser atribuido a degradacdo do formato pela enzima formato-
desidrogenase-NAD*-dependente, pois este tipo de enzima n&o estaria presente na K.
oxytoca. O acesso a base de dados UniProtKB (2010) corrobora esta hip6tese parcialmente,
pois o rastreamento com o programa Blast ndo detectou o registro desta enzima para a
especie K. oxytoca (genoma incompleto).

A bactéria E. coli apresenta a codificacdo de quatro hidrogenases no seu genoma:
Hyd-1, Hyd-2, Hyd-3 e Hyd-4 (VANDAR-SCHARA et al.,, 2007). A respeito da

hidrogenase Hyd-3, de acordo com Mnatsakanyan et al. (2004), a atividade enzimatica
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aumenta durante a fermentacdo de glicose, em pH levemente alcalino (7,5) e na presenca
de formato. Apesar disso, nestas condi¢fes a principal enzima responséavel pela produgédo
de H; foi a Hyd-4. Segundo Maeda et al. (2007), a enzima Hyd-3 presente na E. coli pode
atuar de forma reversivel: produzindo ou consumindo Hy.

Trchounian e Trchounian (2009) estudaram a atuagdo das enzimas Hyd-1, Hyd-2,
Hyd-3 e Hyd-4 na fermentacdo de glicerol pela bactéria E. coli, sob condi¢Ges de pH
neutro ou levemente alcalino. Os resultados destes pesquisadores mostram que a producédo
de H, esta ligada, em ordem crescente, a acdo enzimatica de Hyd-1 e Hyd-2. Enquanto, o
consumo de H; esta relacionado com a atividade enzimatica de Hyd-3 e Hyd-4. Exercendo
funcdes inversas ou contrérias aquelas observadas no processo de fermentacdo da glicose
(LEONHARTSBERGER et al., 2002; MNATSAKANYAN et al., 2004; VANDAR-
SCHARA et al., 2007; REDWOOD et al., 2008).

Portanto, no caso da E. coli o resultado liquido na producdo ou consumo de
hidrogénio seria dado pela somatoéria das atividades das hidrogenases envolvidas no
processo (TRCHOUNIAN e TRCHOUNIAN, 2009). Este conceito seria aplicavel a
qualquer situacdo na qual haja a acdo de duas ou mais hidrogenases.

De acordo com os dados da base UniProtKB (2010), a bactéria K. oxytoca ndo
apresenta no seu genoma as hidrogenases Hyd-1, Hyd-2 e Hyd-4, assim como acontece
com as outras cepas do género Klebsiella registradas naquela base. Em relacdo a enzima
Hyd-3 seus componentes protéicos hycE e hycG apresentam 90 % e 97 %,
respectivamente, de similaridade com os correspondentes componentes da E. coli (K 12).
Contudo, é importante ressaltar que o genoma da K. oxytoca foi apenas parcialmente
estudado e identificado.

Este conjunto de informacdes parece indicar que a regeneracdo do NADH néo deve
acontecer por meio do complexo de hidrogenases, pois a bactéria estudada apresenta
apenas um dos tipos desta enzima. Assim, esta hidrogenase deve ser a responsavel, em
conjunto com a enzima FDH-H, pela degradacdo do formato em CO; e H..

Para a género Clostridium diversos pesquisadores identificaram um mecanismo de
regeneracdo de NADH ligado ao sistema enzimatico piruvato:ferrodoxina-oxidorredutase
(PFO). Neste caso a regeneragdo do NADH estaria ligada a uma enzima bidirecional
NADH:ferrodoxina-redutase ou a enzima ferrodoxina:NAD" redutase (VASCONCELOS
et al., 1994; SAINT-AMANS et al., 2001; GIRBAL e SOUCAILLE, 1994; GIRBAL et al.,
1995; GONZALEZ-PAJUELO et al., 2006). Na transformacio de piruvato para acetilCoA

seria gerado CO,. Isto poderia alterar a relacdo molar de CO; e Ha.
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Zeng et al. (1993) propuseram a existéncia de um mecanismo similar no processo
de fermentacdo do glicerol pela bactéria Klebsiella pneumoniae (cepa DSM 2026). Na
estrutura do caminho metabdlico proposto por Galdeano et al. (2008) foi considerada esta
possibilidade, contudo a participacdo do complexo enzimatico PFO no caso da K.
pneumoniae (cepa DSM 2026) foi descartada por Menzel et al. (1997).

Assim, a indicagdo de um provavel mecanismo para incorporacdo de H, somente
podera ser proposto futuramente apds a determinacgéo das atividades enzimaticas presentes
no processo fermentativo de degradacdo do glicerol pela bactéria K. oxytoca.

No caso da glicerina bruta o maior consumo de glicerol e a formacdo de 1,3-
propanodiol se mostraram crescentes até 36 h de fermentacdo, conforme pode ser
observado na Figura 27. Este comportamento foi similar aquele registrado, para a bactéria

E. agglomerans, por Barbirato et al. (1998) e descrito na Figura 30.
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Figura 30 — Evolucao do consumo de substrato, acimulo de 3-HPA e producéo de 1,3 propanodiol
pela bactéria E. agglomerans. A linha tracejada divide o comportamento da cultura antes (Fase I) e
depois (Fase Il) do aparecimento do intermediario 3-HPA. Adaptado de Barbirato et al. (1998)
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Contudo, quando se confronta o perfil de producdo/acimulo de 3- HPA (Figura 29)
associado ao consumo de substrato e producdo de 1,3-propanodiol (Figura 27) com a
Figura 30 (BARBIRATO et al.,1998) se percebe que nos experimentos com glicerina bruta
e K. oxytoca, a concentracdo de 1,3-propanodiol foi crescente até 36 h, ficando estavel
entre 36 e 48 h, e tornando a aumentar apos este periodo.

Apos 36 h de fermentacdo, a degradacdo do intermedidrio 3-HPA parece
sustentada, basicamente, pela regeneracdo do NADH por meio de um mecanismo
alternativo, diferente daquele associado as principais reacOes do braco oxidativo da
degradacéo de glicerol. Esta afirmacdo leva em conta a estabilidade na producdo da massa
microbiana e dos principais produtos desta rota metabolica: acetato, etanol, 2,3-butanodiol,
com excecao do lactato e formato. Isto permite levantar a hipétese de que a fenomenologia
responsavel pelo processo de degradacdo de glicerol pela K. oxytoca, sob as condi¢bes
experimentais utilizadas, difere daquela descrita na secéo 3.5.9.

Analisando a proposta de fluxo metabdlico descrita por Galdeano et al. (2008) e
Zhnag et al. (2009), Figura 5, e os perfis de consumo de substrato e formacéo de produtos
(Figuras 27, 28 e 29), aparentemente a fase log de crescimento se estendeu até 36 h de
fermentacdo, sendo que apOs este tempo a bactéria, j& na fase estacionaria, utiliza
mecanismos alternativos de sobrevivéncia diminuindo a concentragdo de 3-HPA, pois este
componente possui marcante acdo negativa sobre o crescimento e a sobrevivéncia
bacteriana (AXELSSON et al.,1989; TALARICO e DOBROGOSZ, 1989).

Um fato contrastante entre os experimentos das se¢des 5.3 e 5.4 foi a concentragédo
de 3-HPA acumulada, parat=24h, 0,77 g L e 7,09 g L™}, respectivamente.

Além disso, a producdo de 1,3-propanodiol nos experimentos da secdo 5.3 foi de
15,85 g L™, para t = 72 h, enquanto nos experimentos da secdo 5.4 a producdo atingiu
11,55 g L™, ou seja, nos experimentos da secdo 5.3 a producdo de 1,3-propanodiol foi
37,23 % superior.

Isto poderia ser atribuido exclusivamente a composicdo do meio, em especial o tipo
de substrato utilizado, glicerol padrdo PA nos experimentos da secdo 5.3, e glicerina bruta
nos experimentos da secdo 5.4. Entretanto, os experimentos da sec¢do 5.3 foram realizados
com auxilio de um “respiro”. Assim, hé a troca de gases entre 0 meio ambiente, o frasco
reacional e o meio de cultura, apesar da barreira de 6leo mineral. E importante lembrar que
a enzima GDHt é inibida pelo oxigénio (SEIFERT et al., 2001).

Deste modo, a hipétese aqui proposta é que o menor acimulo de 3-HPA e

consequentemente o maior rendimento em termos de 1,3-propanodiol, obtidos na segédo
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5.3, se deve parcialmente a diminuigdo da atividade da GDHt em funcdo da presenga de
oxigénio no meio reacional, pois nestas circunstancias se induz a um equilibrio entre as
reacOes dos bracos oxidativo e redutivo, e a razdo de formacao e consumo do intermediario
3-HPA.

Esta proposi¢do encontra apoio em algumas observagOes realizadas por diversos
pesquisadores, relativas a cepas de Klebsiella e Citrobacter, que demonstraram que
condicdes estritamente anaerobias ndo sdo necessarias para a producdo satisfatoria de 1,3-
propanodiol. Além disso, a atividade das enzimas GDHt e PDOR, sob condi¢des de
aerobiose possuem valores muito préoximos ao longo do processo fermentativo, e a
presenca de oxigénio favorece a regeneracdo de NADH (ZHENG et al., 2008; HAO et al.,
2008; CHEN et al., 2009). Pasteris e Strasser de Saad (2009) também registraram atividade
das enzimas GDHt e PDOR sob condic¢Ges microaerdbias durante o cultivo de L. hilgardii
utilizando glicerol como substrato.

Outro dado interessante foi que Hao et al. (2008) observaram que a enzima GDH
estd ativa sob condicBes aerobias, este fato ja fora cogitado por Neijssel et al. (1975).
Ainda, de acordo com os dados de Hao et al. (2008), a atividade da enzima GDHt, parat =
7,5 h, foi trés vezes superior a atividade da enzima PDOR. Esta diferenca justificaria o
acumulo temporario de 3-HPA nas primeiras horas de fermentagdo nos ensaios realizados
por esses pesquisadores.

Assim, no caso dos ensaios da secdo 5.3, onde houve disponibilidade de oxigénio
pelo respiro, o acumulo de 3-HPA, ap6s 24 h, ficou praticamente estavel entre 9,0 e 9,5
mmol L™, muito préximo do valor maximo (7,5 mmol L) observado nos experimentos de
Hao et al. (2008).

Em relacdo aos experimentos da se¢do 5.4, a disponibilidade de oxigénio foi
limitada, visto que, os frascos foram lacrados e ndo tinham respiro. Nestes ensaios 0
actmulo de 3-HPA alcancou o valor de 95 mmol L™. Se pressupde que este actimulo deve
inibir a enzima GDH como fora observado por Barbirato et al. (1996b), para E.
agglomerans, em estudos sobre a fermentacdo em batelada de glicerol, com concentragéo
inicial de substrato igual a 700 mM.

Ainda, de acordo com dados da base BRENDA (2010) a enzima PDOR, presente
na K. pneumoniae, € fortemente inibida para concentragdes de glicerol superiores a 40 g/L.
Nos ensaios das sec¢des 5.3 e 5.4 a concentragdo inicial de substrato foi de 75,6 g/L, ou seja
muito superior ao valor indicado na base citada. Deste modo, 0 processo degradativo de

glicerol foi limitado pelo desequilibrio entre as velocidades de formacdo de 3-HPA, da
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transformacédo deste em 1,3-propanodiol, e da transformacéo de glicerol em DHA. Esse
desequilibrio foi atenuado pela troca de oxigénio que aconteceu atraves do respiro no caso

dos ensaios da secdo 5.3.

5.5 Comparagéo dos resultados obtidos com outros trabalhos cientificos

A Tabela 19 apresenta uma comparagéo entre os dados de rendimento obtidos em
diversos trabalhos cientificos e os resultados do presente trabalho.

O rendimento da cepa isolada, aqui denominada de Mig, ficou em 39,6 % quando o
substrato foi glicerina bruta, enquanto atingiu 42,9 % quando se utilizou glicerol padrdo
PA. As cepas NRCC 3006, Lin e DSM 2026 tiveram rendimentos de 41 %, 44 % e 54,1 %,
respectivamente, contudo nos experimentos foi utilizado glicerol PA.

Para as cepas NRRL B-199 e YMUL o rendimento foi de 36,3 % e 38,7 %,
respectivamente, neste caso também foi utilizado como substrato glicerol padrdo PA.

Diferente das cepas testadas por Homman et al. (1990) e Zhang et al. (2009) a
quantidade de 2,3-butanodiol produzida € significativa.

Quando os dados obtidos nas sec¢des anteriores foram comparados com aqueles que
Zeng et al. (1994) obtiveram para K. pneumoniae se verifica que a bactéria isolada neste
trabalho teve comportamento similar aquele descrito para condicGes de excesso de
substrato. Assim, os principais produtos foram 1,3-propanodiol, formato, 2,3-butanodiol,
lactato e acetato, sendo produzidas quantidades muito pequenas de etanol.

Deste modo, se pode afirmar que a cepa isolada neste trabalho e denominada Mig
teve desempenho similar ao observado para outras cepas de K. oxytoca e mesmo de K.

pneumoniae.
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Tabela 19 — Comparagéo dos dados de rendimento de 1,3-propanodiol de diversos trabalhos publicados

Cepa Condic6es experimentais Produtos formados (mol/mol de glicerol consumido) Rendimento 1,3-
Biomassa propanodiol

(g/L) (mol/100 mol

13- 2, de glicerol)
Propanodiol Etanol Acetato - Lactato Butanodiol
K. oxytoca Mig - Temperatura 37 °; pH tamponado em 7,4; tempo
Ensaio 2KS de fermentagéo 36 h, [GLY] i, = 0,820 mol/L 0,396 0,010 0,060 0,024 0114 1,47 39,60
K. oxytoca Mig - Temperatura 37 °; pH tamponado em 7,4; tempo
Ensaio n° 7 de fermentacdo 36 h, [GLY] i, = 0,820 mol/L 0,429 0,008 009 0,045 0,089 1,46 42,90
K. oxytoca NRCC o .
3006 (HOMMAN et 1emperatura 379 pH controladoem 7.0 tempo 4 41 484 0125 0,059 _ 3,00 41,00
de fermentacdo 25 h, [GLY] i, = 0,543 mol/L
al., 1990)
K. oxytoca Lin Temperatura 32 °; pH controlado em 7,0; tempo
(HOM;\SQOI\)I etal., de fermentacio 20 h, [GLY] s = 0,543 mol/L 0,440 0,180 0,081 0,041 — 2,10 44,00
Temperatura 35 °; pH controlado em 7,0; tempo
K.oxytoca YMUL o formentaciio 12 h, [GLY] foi mantidaentre 10~ 0,387 0,096 0,056 0,032 — 0,02 3870
(ZHANG et al., 2009) _30 g/l
K. pneumoniae DSM o .
2026 (HOMMAN et 1emperatura 379 pH controlado em 7.0 tempo 500 4040 0162 0,059 _ 3,50 5410
de fermentacgdo 12 h, [GLY] i, = 0,543 mol/L
al., 1990)
K. oxytoca NRRL B- o .
199 (GALDEANO et Temperatura 30 °, pH tamponado em 7,0; tempo 0,363 _ _ _ _ _ 36,30

al., 2008) de fermentacéo 12 h, [GLY] i, = 0,434 mol/L
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6. PRINCIPAIS CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

O processo de selecdo proposto neste trabalho com o objetivo de isolar
microrganismos com capacidade de fermentar glicerol se mostrou adequado e eficiente no
caso da amostra de solo. Assim, foi identificada uma cepa de Klebsiella oxytoca com
niveis de rendimento de 1,3-propanodiol comparaveis aos citados na literatura. Os
principais produtos formados foram 1,3-propanodiol, formato, 2,3-butanodiol, lactato e
acetato, sendo produzidas quantidades muito pequenas de etanol e o rendimento de 1,3-
propanodiol alcancando 42,90 % e 39,60 %, para glicerol padrdo PA e glicerina bruta,
respectivamente, para 80 g L™ iniciais de glicerol.

No decorrer desta pesquisa foi assinalada a importancia do estudo das variaveis que
influenciam o desenvolvimento bacteriano na obtencdo de um rendimento maior de 1,3-
propanodiol. Assim, determinou-se que o pH 7,4 e a ureia como fonte de nitrogénio
contribuem para a obtengdo de um maior consumo de glicerol e um maior rendimento de
1,3-propanodiol. Contudo, ndo basta apenas ajustar o pH, pois os melhores resultados
foram obtidos para meios tamponados. Além disso, a triptona tem efeito negativo sobre o
consumo de glicerol.

A maior velocidade de producdo de 1,3-propanodiol ocorreu durante a fase
logaritmica de crescimento, tanto para glicerol PA (5,67 mmol L-1 h-1), quanto para
glicerina bruta (5,28 mmol L™ h™). A a producdo de etanol foi baixa (0,15 g L-1) quando o
CO; e H, ndo foram retirados do meio fermentativo, porém a analise dos produtos mostrou
que ao se remover os gases formados pela fermentagcdo houve um aumento na producéo de
etanol. A degradacdo de formato estd ligada ao processo de regeneracdo de NADH.
Contudo, 0 mecanismo de consumo do hidrogénio formado a partir do formato néo foi
completamente esclarecido. Este mecanismo funciona como uma alternativa de
manutengdo do equilibrio de redox do sistema e foi mais ativo na etapa final da fase
logaritmica de crescimento ou na fase estacionaria.

Destaca-se, aqui também, que apesar desta pesquisa ndo ter sido focada no
estabelecimento dos pardmetros operacionais para execucdo de experimentos em
biorreatores, mas sim na identificacdo das variaveis que influenciam o processo
fermentativo, os resultados alcancados estabelecem as bases para o delineamento de um
planejamento experimental deste processo em uma escala maior.

A totalidade dos resultados alcangados com este trabalho possibilitou a

comprovacao da tese de que o desequilibrio entre as rea¢es do brago oxidativo e redutivo
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da degradacdo de glicerol conduziram ao acimulo de 3-HPA e a interrupcdo do
crescimento bacteriano. Este fendmeno se deve provavelmente a uma elevada atividade in
vivo da enzima GDHt quando comparada as outras enzimas constituintes do regulon dha,
sob as condicBes experimentais utilizadas. Os dados também indicaram que este
descompasso pode ser diminuido pela manutencdo de condi¢fes microaerdbias no meio
fermentativo.

O mecanismo de regeneracdo de NADH presente na bactéria Klebsiella oxytoca
parece ndo estar restrito a uma unica direcdo de fluxo deste componente (formacdo da
forma reduzida ou oxidada) nas reacdes catalisadas pelas enzimas GDH (brago oxidativo) e
PDOR (brago redutivo), pois os dados indicam que o microrganismo consumiu H;
parcialmente para regenerar NADH. Esta parece ser uma alternativa metabdlica de
compensacao para estabilizar ou diminuir a concentracdo de 3-HPA.

Adicionalmente aos relevantes resultados ja citados, destaca-se que a introducédo
das novas metodologias e técnicas utilizadas neste trabalho, abrem novos horizontes para
as pesquisas na area de bioprocessos do Programa de Pds-graduacdo em Engenharia
Quimica da Universidade Estadual de Maringa e simultaneamente se cria um novo grupo
de pesquisa junto a Universidade Tecnoldgica Federal do Parand. O ferramental
operacional (microbiologia) e de apoio (uso de bases informatizadas internacionais), e a
bagagem teorica ligada a este trabalho, consolidam uma nova visdo na busca de solugbes
tecnoldgicas para o aproveitamento da biomassa proveniente do processo de obtencdo de

biodiesel.
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7. PROPOSICOES PARA FUTURAS PESQUISAS

Poderiam ser adotadas quatro linhas de pesquisa que utilizem os dados obtidos no
presente trabalho:

- a primeira delas pode ter como objetivo principal elucidar os mecanismos
bioquimicos envolvidos no processo de degradacdo de glicerol sob condicfes
microaerobias.

- asegunda linha de trabalho teria como objetivo o ajuste dos parametros de processo
em um reator batelada de bancada.

- aterceira linha de pesquisa seria direcionada a selecdo de novas cepas produtoras
de 1,3-propanodiol a partir de glicerol.

- A quarta linha seria focada na andlise do fluxo de carbono (Engenharia metabdlica)

ou andlise de modos elementares.

No primeiro caso seria necessario determinar, além do perfil de produtos, a
evolucio dos componentes NAD® e NADH, ADP e ATP, assim como as atividades das
enzimas GDHt, PDOR, GDH, DHA quinase, glicerol quinase, G3PDH ao longo do
processo fermentativo para diversas concentracGes de substrato. Neste sentido também
seria interessante elucidar o motivo pelo qual a ureia tem efeito positivo no consumo do
substrato. Esta linha de pesquisa contribuiria ao entendimento dos mecanismos de
degradacdo e controle do processo fermentativo de glicerol pela bactéria Klebsiella
oxytoca.

Na segunda op¢éo, o foco seria determinar as condi¢Bes 6timas de concentragdo de
substrato, aeracdo e concentracdo de ureia que conduzam a uma producdo maxima de 1,3-
propanodiol. Este tipo de enfoque é possivel, pois os resultados obtidos nesta pesquisa
indicam que o rendimento de 1,3-propanodiol é funcdo destas variaveis, e 0 meio de
fermentagdo proposto sustenta a viabilidade do microrganismo isolado como produtor
desse componente. Esta linha de trabalho podera contribuir com a obtencao dos parametros
empiricos para a producdo de 1,3-propanodiol em pequena escala, visando estudos
posteriores para a aplicagéo industrial.

Na ultima linha de pesquisa 0s conhecimentos adquiridos neste trabalho seriam
utilizados para isolar e identificar cepas provenientes de outras fontes com potencial de
degradacdo de glicerol. Neste caso a busca teria como objetivo identificar cepas com
melhor potencial de rendimento de 1,3-propanodiol.
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ANEXO Il - RESULTADOS DA ANALISE E
IDENTIFICACAO DA BACTERIA ISOLADA A
PARTIR DE AMOSTRA DE SOLO



Microbiology Report #
LABORATORIO SANTA CASA DE MISERICORDIA DE MARINGA

SETOR MICROBIOLOGIA RAFAEL R. B. MOREIRA
LABORATORIO STA. CASA MARINGA FARMACEUTICO BIOQUIMICO
Name BENICIO Specimen 310310002 . Status Final
Patient ID 310310002 Source Status Date 1/4/2010
Date of Birth Ward of [so Collected  30/3/2010
Attd. Phys Req Phys
01 Kiebsiella oxytoca Status: Final 1/4/2010
01 K. oxytoca
Drug MIC Expert |Interps Origin
Amikacin <=16 S
Amox/K Clav <=8/4 S
Amp/Sulbactam <=8/4 S
Ampicillin >16 R
Aztreonam <=8 S
Cefazolin <=8 S
Cefepime <=8 S
Cefotaxime <=8 S
Ceftazidime <=2 S
Ceftriaxone <=8 S
Cefuroxime <=4 S
Cephalothin <=8 S
Ciprofioxacin <=1 S
ESBL-a Scrn <=4
ESBL-b Scrn <=1
Gatifloxacin <=2 S
Gentamicin <=1 S
imipenem <=4 S
Levofloxacin <=2 S
Nitrofurantoin <=32
Pip/Tazo <=16 S
Piperacillin >64 R
Tetracycline <=4 S
Ticar/K Clav <=16 S
Tobramycin <=1 S
Trimeth/Sulfa: <=2/38 S
Trimethoprim <=8
-
S Susceptible N/R = Not Reported Blank = Data not available, or drug not advisable or tested
| Intermediate - = Not Tested ESBL =E spactrum beta-lact
R Resistant TFG = Thymidine-dependent strain Blac = Beta-tactamase positive
MIC meg/ml (mgfL}

LI TR IO T 2 S T 1]

$* Pradicted susceptible interpretation

R* Predicted resistant interpretation

EBL? Suspected ESBL. Confirmatory tests neaded to differentiate ESBL from other beta-lactamases.

1B Inducible Beta-lactamase. Appears in place of "Susceptible” with species known to possess inducibie beta-lactamases; potentially they may bacome resistant to ali beta-lactam drugs.
Monitoring of patients during/after therapy is recommended. Avoid other/combined beta-lactam drugs.

) = Reported intérpretation changed

For blood and CSF Isolates, a beta-lact: testist ded for Enterococcus species.

Name BENICIO Specimen 310310002 Status Final

Patient ID 310310002 Source Status Date 1/4/2010

Date of Birth Ward/Rm  EXT / Collected  30/3/2010

Printed 6/4/2010 07:51 Page 1 of 1 Tech:




TESTES DE UREIA, NITRATO E TSI

PROVA DE OXIDASE



TESTES BIOQUIMICOS - PAINEL MICROSCAN
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TESTES BIOQUIMICOS E ANTIBIOGRAMA —
PAINEL BD PHOENIX



ANEXO Il - TABELAS DE DENSIDADE OTICA
(DO) E CONSUMO PERCENTUAL DE GLICEROL
(CG) OBTIDOS PARA OS ENSAIOS DA GRADE
EXPERIMENTAL REPRESENTADA NA TABELA 4



DENSIDADE OTICA (au)

ENSAIO 1 2 3 4 5 6 7 8
(+++) (+--) (--+) (- +-) (++-) (- ++) (---) (+-+)

TEMPO
0o |0,060 0,060 | 0,032 0,032 | 0,021 0,021 | 0,055 0,055 | 0,055 0,055 | 0,019 0,019 | 0,010 0,010 | 0,080 0,080
3 | 0048 0,048 | 0,032 0,032 | 0,033 0,033 | 0,038 0,038 | 0,063 0,063 | 0,023 0,023 | 0,016 0,016 | 0,078 0,078
6 |0045 0,045 | 0,043 0,043 | 0,033 0,033 | 0,038 0,038 | 0,049 0,049 | 0,025 0,025 | 0,034 0,034 | 0,081 0,081
9 |0046 0,052 0,049 0,037 0036 0,037|0,049 0,053 0,051|0,054 0,049 0,052 0,052 0,047 0,050 | 0,052 0,053 0,053 | 0,054 0,052 0,053 |0,086 0,067 0,077
15 | 0,057 0,053 0,055|0,059 0,046 0,053 |0,051 0,054 0,053|0,070 0,055 0,063 (0,086 0,056 0,071|0,090 0,055 0,073 |0,082 0,048 0,065 | 0,098 0,099 0,099
24 |0,196 0,185 0,191 0,490 0,475 0,483 |0,153 0,184 0,169|0,149 0,132 0,141 0,103 0,108 0,106 | 0,114 0,088 0,101 | 0,091 0,094 0,093 | 0,956 0,933 0,945
30 |1,012 0985 0,999 0,854 0,828 0,841|0,833 0,823 0,828 0,197 0,193 0,195 | 0535 0,648 0,592 | 0,218 0,306 0,262 | 0,276 0,198 0,237 | 0,973 1,131 1,052
36 |1,126 1,077 1,102 | 1,030 0,949 0,990 | 1,104 1,060 1,082|0,265 0,254 0,260 | 0,838 0,962 0,900 | 0,706 0,815 0,761 | 0,316 0,278 0,297 | 1,070 1,098 1,084
48 [1,128 1,134 1,131|0,937 0,941 0939 |1,042 1,059 1,051|0279 0,281 0,280 | 0,985 1,005 0,995 | 0,955 0,961 0,958 | 0,358 0,377 0,368 | 1,078 1,096 1,087
72 |1,137 1,075 1,106 | 0,958 0,847 0,903 | 1,056 0,926 0,991|0,282 0,309 0,296 | 0,998 0,969 0,984 | 0,979 0,934 0,957 | 0,319 0,336 0,328 | 1,131 1,142 1,137
144 |0996 1,170 1,083 |0,954 0,854 0,904 | 0,932 0,738 0,835] 0,262 0,303 0,283 | 1,042 0,947 0,995 | 0,873 1,054 0,964 | 0,309 0,262 0,286 | 1,008 0,840 0,924




TEMPO 48 h

Area

Ensaio Replicata 1 Replicata 2 Média [ 1 (g/L) ';ﬁtuc?;gg [ 25‘;[i)9ida [GI('JI]_)CO"S coorlA)s?J(rEnO
1 4912506,00 4690320,24 | 4801413,12|0,412644028 | 100,000 41,26 33,74 44,98
2 2366238,00 1895238,38 | 2130738,19|0,183120337 10,000 1,83 10,77 85,47
3 408996,41 464866,50 436931,46 | 0,037550852 10,000 0,38 12,22 97,02
4 7022195,00 7134564,00| 7078379,50|0,608331538| 100,000 60,83 14,17 18,89
5 5105083,05 5021974,00| 5063528,53|0,435170804 | 100,000 4352 31,48 41,98
6 5994266,00 5833530,00| 5913898,00|0,508253431| 100,000 50,83 24,17 32,23
7 10771205,00 10480836,00 | 10626020,50 | 0,913223626 10,000 9,13 3,47 27,52
8 46442,00 20854,00 33648,00 | 0,002891783 10,000 0,03 12,57 99,77

Padréo

Glicerol 3490718,00 | [GLY]padrao = 0,3 g/L

Observacéo: GLY 0,3 g/L para 0,75 mL/min é 2036769,00
[GLY]Resdl [GLY]Rest [GLY]Consl [GLY]ConSZ [GLY]Consl [GLY]ConSZ [GLY]Cons_Médio

Ensaio Replicata 1 Replicata 2 [GLY]Resd1 [GLY]resd2 (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (%) (%) (%)
1 4912506,00 4690320,24 0,4222 0,4031 42 22 40,31 32,78 34,69| 43,71 46,25 44,98
2 2366238,00 1895238,38 0,2034 0,1629 2,03 1,63 10,57 10,97 | 83,86 87,07 85,47
3 408996,41 464866,50 0,0352 0,0400 0,35 0,40 12,25 12,20 97,21 96,83 97,02
4 7022195,00 7134564,00 0,6035 0,6132 60,35 61,32 14,65 13,68 19,53 18,25 18,89
5 5105083,05 5021974,00 0,4387 0,4316 43,87 43,16 31,13 31,84| 41,50 42,45 41,98
6 5994266,00 5833530,00 0,5152 0,5013 51,52 50,13 23,48 2487 | 31,31 33,15 32,23
7 10771205,00 10480836,00 0,9257 0,9007 9,26 9,01 3,34 3,69| 26,53 28,51 27,52
8 46442,00 20854,00 0,0040 0,0018 0,04 0,02 12,56 12,58 | 99,68 99,86 99,77




ANEXO IV - TABELA DE DENSIDADE OTICA
(DO) OBTIDA PARA OS ENSAIOS DA GRADE
EXPERIMENTAL REPRESENTADA NA TABELA6



Amostragens

Oh 3h 6h 12 h 24h 36 h 48 h 72h
Corrida
Std Run Bloco Triptona Uréia |Tioglicolato| ODks ODys ODgs ODys ODys ODys ODys ODys
1 2 Block 1 -1 -1 -1 0,029 0,036 0,051 0,220 0,823 1,150 1,524 1,455
2 14 Block 2 -1 -1 -1 0,031 0,049 0,052 0,231 0,824 1,172 1,533 1,486
3 6 Block 1 1 -1 -1 0,011 0,138 0,583 1,256 1,225 1,330 1,365 1,468
4 13 Block 2 1 -1 -1 0,014 0,129 0,592 1,242 1,239 1,307 1,410 1,426
5 8 Block 1 -1 1 -1 0,007 0,046 0,057 0,167 1,014 1,047 1,384 1,331
6 11 Block 2 -1 1 -1 0,010 0,053 0,063 0,168 0,971 1,104 1,333 1,403
7 5 Block 1 1 1 -1 0,039 0,096 0,326 1,255 1,281 1,439 1,389 1,416
8 12 Block 2 1 1 -1 0,037 0,094 0,317 1,248 1,246 1,369 1,426 1,383
9 7 Block 1 -1 -1 1 0,022 0,023 0,026 0,024 0,129 1,089 1,190 1,103
10 9 Block 2 -1 -1 1 0,019 0,025 0,032 0,029 0,168 1,134 1,237 1,206
11 1 Block 1 1 -1 1 0,048 0,107 0,372 1,113 1,128 1,151 1,195 1,221
12 10 Block 2 1 -1 1 0,049 0,124 0,363 1,122 1,132 1,126 1,136 1,146
13 3 Block 1 -1 1 1 0,039 0,039 0,026 0,048 0,975 1,309 1,465 1,428
14 15 Block 2 -1 1 1 0,037 0,026 0,035 0,060 1,043 1,328 1,412 1,434
15 4 Block 1 1 1 1 0,046 0,090 0,216 0,856 0,964 1,018 1,055 1,010
16 16 Block 2 1 1 0,048 0,092 0,225 0,839 0,940 0,970 1,026 0,955




ANEXO V - CROMATOGRAMAS REFERENTES
AOS PADROES DE GLICEROL UTILIZADOS NOS
CALCULOS DA TABELA 13



RUM_Padrao GLY_1.DATA - Rl detector Channel

) 2 -
N
E
-20' [ s
-40
S 60
@_ -80)
-100]
-120)
-140)
-160)
-180)
-200) V
-220)
24 12 3 45 6 7 8 89 10111213 1415168 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 3D
Min
Index Mame | Time| Cuantity Height Area Amea %
Min] [ [0 Area) [LRIU] | LRIU.Min] [%]
1 |GLY [1872] 0000 528 19.5 | 100.000
Tatal H0.00| 53.6 18.5 | 100.000
o P_GLY091.CH1
B.0E+D4
40E+14
2 0E+D4
LY 13 gL
D.0E+DD ﬂ
JJ T 4
2 0E+04
-4 0E+14
5,00 10,00 15.00 20,00 25.00 fmin]
] Hama AT Halght[uy RAras[uvV.Za:z LS

Toetal Araa of Faak = S2T7EEL.200 [uV.3ac]



ANEXO VI - CROMATOGRAMAS RELATIVOS
AO TEMPO 3 h DO ENSAIO N. 7 DA SECAO 5.3



OTIM 13T3_CHEN_16.DATA - Rl detector Channel

S
£
I
.«L,
2 A Y AN
=1 i -  § -
-50
-100
-150
=200
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Min
Index Mame | Time Cuantity Height Area | Area %
Min] | [% Area] | [uRIU] | [uRIU.Min] [%]
1 |GLY 1682 8415 2006 821 84151
2 |3HPA 1335 1585] 273 15.5| 15.84%
Tatal 100.00| 2279 a7.6 | 100.000

RUN_14T3_8.DATA - Rl detector Channel

30 L
25
20
15 2
- £
> 1of8 g
T B 7
5 )]
o
o
50
=100
O 1 2 3 45 B 7 8 G 101112 13 14 15 16 17 18 10 20 21 22 23 24 25 26 27 28 28 30
Min
Index Mame Time | Quantity | Height Area  Amea %
[Min] | [% Area] | [BRIU] pRIU.Min] [%]
1 UNKNOWHN 1] 878 354 284 40 3.539 |
2 |GLY 168.78 B2O8| 2432 o7 o207
3 [3HPA 21.00 1438 3.2 8.1 14383
Tatal 100.00 | 300.5 111.7 | 100.000
Descriptian

Amastra 1373 diluicaa 1:1

Caluna HPX 87 H 300 x T8 mm

Tamperatura 25°C

Fase movel aguaacetonitrla 85:35 acidificada 0 5mi de H2S804
Wazao J,5 mL/min

Detetor Rl 35°C

Run Id. : <1

Run Tima : 25.00



ANEXO VII - CROMATOGRAMA RELATIVO AO
TEMPO 3 h DO ENSAIO 2KS DA SECAO 5.4



RUN_2KST3_5_2.DATA - Rl detector Channel

250

GLY

200

150

pRIU
o
ETH 1
| <
A LNKNOWN_1
B
[f
E&HI”A

=50
-100;
-150
-200
-25
01 2 3 45 67 8 951011121314 1516 17 1819 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Min
Indax Name Tima | Quantity | Haight Area  Area %
[Min] [%A&a] LRIU] ERIU.Min] [%]
1 JUNKMCOWN 1] 688 857 G24 849] 8572
2 _|BLY 16.88 Ta.7el 23m4 41| T@7a2
3 |3HPA .10 1184 251 13.4] 1638
Total 100.00 | 3259 115.4 | 100.000




