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RESUMO

A producéo de biomoléculas, como hidrogénio e &cidos graxos volateis
(AGVs), a partir de residuos agro-industriais lignoceluldsicos é crucial tanto para
converter residuos em produtos de valor agregado quanto para mitigar problemas de
descarte de residuos. O hidrogénio destaca-se como uma alternativa de energia
eficiente e limpa, enquanto os AGVs sao essenciais para a producao de produtos
quimicos, combustiveis e polimeros. Cepas de Clostridium s&o reconhecidas por sua
capacidade de produzir esses compostos via fermentacdo ABE (acetona-butanol-
etanol). No entanto, a implementacédo industrial desses bioprocessos ainda enfrenta
desafios em escalabilidade e otimizacdo, destacando a importancia da prospeccéo e
avaliacdo de novas cepas capazes de produzir esses compostos para aplicacbes
futuras. A cultura mista de lodo granular anaerobio foi pré-tratada, com a reducao do
pH para 3,0 antes do plagueamento, a fim de garantir a presenca das bactérias
formadoras de esporos. Para promover o crescimento dos isolados, as coldnias
isoladas foram ressuspendidas em solucdo de NaCl (0,9% p/v) e 1,0 mL dessas
colénias foram inoculadas em frasco de soro contendo meio RCM. Este estudo
identificou cepas de Clostridium senegalense com 99,11% de identidade genética,
com um potencial de produzir até 6,15 + 1,15% de hidrogénio em meio sintético. Além
disso, foi observada a producdo de acido butirico e butanol pela identificacdo de
compostos volateis por cromatografia gasosa acoplada a um detector de massa. O
sucesso desta proposta permitiu uma analise comparativa entre as diferentes cepas,
bem como a identificacdo de suplementos nutricionais acessiveis que podem
aumentar a produtividade e reduzir os custos operacionais. Os resultados obtidos tém
potencial para guiar pesquisas futuras, com foco na otimizacdo de processos

produtivos, especialmente no contexto de biorrefinarias.

Palavras-chave: Materiais lignoceluldsicos, Biorrefinaria, Clostridium.



ABSTRACT

The production of biomolecules, such as hydrogen and volatile fatty acids (VFAS), from
lignocellulosic agro-industrial residues is crucial for both converting waste into value-
added products and mitigating waste disposal issues. Hydrogen stands out as an
efficient and clean energy alternative, while VFAs are essential for producing
chemicals, fuels, and polymers. Clostridium strains are well-known for their ability to
produce these compounds through ABE (acetone-butanol-ethanol) fermentation.
However, industrial implementation of these bioprocesses still faces challenges in
scalability and optimization, emphasizing the importance of prospecting and evaluating
new strains capable of producing these compounds for future applications.

The mixed culture of anaerobic granular sludge was pre-treated by lowering the pH to
3.0 before plating to ensure the presence of spore-forming bacteria. To promote the
growth of isolates, the isolated colonies were resuspended in a NaCl solution (0.9%
w/v), and 1.0 mL of this suspension was inoculated into serum bottles containing RCM
medium. This study identified Clostridium senegalense strains with 99.11% genetic
identity, showing potential to produce up to 6.15 + 1.15% hydrogen in synthetic
medium. Furthermore, the production of butyric acid and butanol was observed
through the identification of volatile compounds using gas chromatography coupled
with mass spectrometry.

The success of this proposal enabled a comparative analysis among different strains
and the identification of accessible nutritional supplements that can enhance
productivity and reduce operational costs. The results obtained have the potential to
guide future research, focusing on the optimization of production processes,
particularly in the context of biorefineries.

Keywords: Lignocellulosic materials, Biorefinery, Clostridium.
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1 INTRODUCAO

Os acidos graxos volateis de cadeia curta (AGVs), como acido acético e acido
butirico, constituem matérias-primas relevantes para diversos setores industriais,
incluindo alimenticio, farmacéutico, quimico e de biocombustiveis (SUN; ZHANG,;
LOH, 2021). O hidrogénio, por sua vez, € amplamente reconhecido como uma fonte
de energia alternativa promissora devido a sua natureza ecologicamente correta e alto
rendimento energético(122 kJ/g) (RAMBABU et al., 2020). Embora diversas
tecnologias tenham sido desenvolvidas para a producéo desses compostos, o0 método
biotecnolégico tem despertado interesse, principalmente devido a utilizacdo de
materiais lignocelulésicos (MLC) proveniente de residuos agroindustriais. Esse
método é especialmente notavel por sua abordagem de bioprocessos integrados que
empregam microrganismos inovadores (RAMBABU et al., 2020).

Ao longo da dultima década, o interesse na producdo fermentativa de
biocombustiveis, sejam eles liquidos, gasosos ou sélidos, além de produtos quimicos
a partir de MLC, tem aumentado significativamente em todo o mundo (GALBE;
ZACCHI, 2012). As principais razfes para esse crescimento sdo a previsdo de
escassez dos combustiveis fésseis e a crescente preocupacdo com os efeitos das
mudancas climaticas causadas pelo uso excessivo desses combustiveis.

Diversos microrganismos anaerobios possuem a capacidade natural de
sintetizar bioprodutos, sendo o género Clostridium amplamente estudado devido ao
seu potencial industrial (JIANG et al., 2018a). Esse microrganismo tem sido
empregado industrialmente para a producdo de combustiveis, como o butanol, por
meio do processo fermentativo conhecido como ABE (acetona-butanol-etanol)
(MENON et al., 2015). Além disso, cepas de Clostridium destacam-se pela capacidade
de produzir bioprodutos de alto valor agregado, como acidos graxos volateis (AGVSs)
e biohidrogénio (bioH2), utilizando diferentes substratos, incluindo pentoses e
hexoses, através da fermentacéo acidogénica (MILLAT; WINZER, 2017).

Embora alguns estudos tenham identificado cepas de Clostridium que
produzem AGV e bioH2 (JIANG et al., 2018a), faltam pesquisas comparativas entre
essas cepas, especialmente no contexto de uma biorrefinaria que utiliza MLC. Esse
processo envolve quatro etapas principais: i) pré-tratamento, ii) sacarificacéo, iii)

possivel remocédo de compostos inibidores, e iv) fermentacéo (BIRGEN et al., 2019).
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Dentre essas, 0 pré-tratamento € especialmente critico, pois pode gerar compostos
inibidores que comprometem as etapas subsequentes.

O pré-tratamento de materiais lignoceluldsicos (MLC) pode levar a formacao
de substancias inibidoras, como compostos fendlicos provenientes da quebra da
lignina, ou furfural e 5-hidroximetilfurfural, gerados a partir de aglicares monomeéricos,
0s quais podem reduzir a atividade microbiana (RODIONOVA et al., 2022). Esses
compostos fendlicos podem afetar a integridade das membranas biolégicas, exibindo
toxicidade dose-dependente em relagdo ao crescimento celular, consumo de agucar
e producéo de AGVs e Hz (MOORE, 2021)(RODIONOVA et al., 2022).

A composicao dos MLC, que varia conforme safra, época e origem, influencia
diretamente o perfil de aglcares disponiveis. Cepas de Clostridium tém a capacidade
de metabolizar acucares C5 e C6 gerados pela sacarificacdo (STOKLOSA et al.,
2021). No entanto, estudos indicam que a glicose é metabolizada preferencialmente,
enguanto a xilose atua como fonte secundaria de carbono, regulada pela represséao
catabdlica do carbono (FU et al., 2017). Além disso, a proporcéo entre xilose e glicose,
especialmente nas relacbes 4:1 e 3:2, esta diretamente associada ao aumento da
producao de acido butirico (LUO et al., 2017).

E crucial ressaltar a estreita relacéo entre a suplementacdo nutricional e a
eficacia do processo de fermentacdo. Conforme enfatizado por Fonseca e
colaboradores (2020), a sintese de AGV ocorre durante a fase de crescimento
exponencial, e seu rendimento pode ser otimizado mediante a introducdo de uma
fonte de nitrogénio. Um exemplo disso é a observacao de que a adicdo de 0,4 g-L-1
de ureia resultou em um aprimoramento do crescimento de C. tyrobutyricum,
culminando em um aumento do rendimento e da seletividade para a producéo de acido
butirico (STOKLOSA et al., 2021). Em suma, a suplementacdo nutricional
desempenha um papel crucial na otimizacdo do processo de fermentacdao,
influenciando diretamente o rendimento e a seletividade na produgédo de
biocompostos. A prospeccéo de novas cepas de Clostridium com potencial industrial
surge como uma estratégia promissora, conforme evidenciado por estudos que
demonstram o isolamento de culturas bacterianas altamente produtivas em condi¢des
especificas (REGINATTO, 2016). Este trabalho busca ndo apenas identificar cepas
capazes de gerar AGVs e H, com eficiéncia, mas também promover a maximizacao
da conversao de biomassa lignocelulésica em produtos de alto valor, atendendo a

demanda por soluc¢des sustentaveis e fontes de energia mais limpas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

A biomassa lignocelul6sica, conhecida como LCB, compreende substancias
de origem vegetal abundantes em polissacarideos (LLAMAS et al., 2023). Além de ser
uma fonte de matéria-prima renovavel que ndo compete com a producao de alimentos,
a LCB incorpora materiais residuais em sua composicdo, 0 que reduz
significativamente os custos de producdo associados a mesma. Isso, por sua vez,
desempenha um papel essencial na sustentabilidade econdmica de processos que se
apoiam neste material.

Atualmente, a producao anual de LCB em escala global é calculada em torno
de 1,3 bilhdo de toneladas, tornando-a uma alternativa viavel e atraente as fontes de
energia féssil (LLAMAS et al., 2023). Esse abundante suprimento de biomassa pode
ser aproveitado de forma eficaz por meio das biorrefinarias, que seguem um modelo
analogo ao das refinarias petroquimicas tradicionais. Essas biorrefinarias demonstram
a habilidade de extrair e valorizar os componentes-chave da biomassa, como a
celulose, hemicelulose e lignina, permitindo sua conversdo em biocombustiveis e
produtos bioquimicos de elevado valor agregado.

Dentre os materiais de LCB, é possivel identificar uma ampla variedade de
fontes, incluindo residuos provenientes de diferentes origens. Essas fontes incluem,
residuos de madeira provenientes de florestas (como capim-switch, abeto, eucalipto
e bétula), residuos de atividades agricolas (como palha de cereais, bagaco de cana-
de-acucar e restos de milho), além de residuos industriais (como residuos de gréaos
usados na producéo de cerveja e residuos de moinhos de papel e madeira), e residuos
sélidos municipais (LLAMAS et al., 2023).

Em média, a LCB é composta por trés elementos principais: celulose (40-50%
em peso), hemicelulose (25-30% em peso) e lignina (15-20% em peso). Outros
componentes menores, como extrativos e cinzas inorganicas, também podem ser
encontrados (LLAMAS et al., 2023). Entretanto, a relacéo entre celulose, hemicelulose
e lignina na estrutura varia de acordo com o tipo de material lignocelulésico. (JIANG
et al., 2019).

Como componente principal de LCB, a celulose é um polissacarideo
composto por unidades de D-glicose com ligacdes glicosidicas -1,4 e se decompbe

a temperaturas acima de 180 °C. Ela possui alta resisténcia a hidrélise enzimatica
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devido a sua cristalinidade, contribuindo para intensas ligacées de hidrogénio inter e
intramoleculares (JIANG et al., 2019). Por outro lado, a hemicelulose, outra forma de
polissacarideo € um heteroglicano com composicao variavel de aclUcares ramificados
C5-C6 (D-xilose, L-arabinose, D-manose, D-glicose e D-galactose) ligados por
ligacdes B-1-4, que apresenta maior acessibilidade e é mais facil de hidrolisar do que
a celulose. Por fim, a lignina € um biopolimero aroméatico amorfo feito de alcoois
(coniferila, sinapila e p-cumarila), que cria uma estrutura tridimensional muito
resistente a quebra, o que confere a robustez desse tipo de matéria-prima (LLAMAS
et al., 2023).

Portanto, ao direcionar a biomassa lignoceluldsica (LCB) para um processo
de conversao biolédgica, é fundamental que a matéria organica esteja prontamente
disponivel para permitir uma geracéo eficiente de produtos quimicos. Nesse contexto,
a implementacdo de uma etapa de pré-tratamento é crucial, pois aumenta a
acessibilidade as fracfes de celulose, hemicelulose e lignina, tornando-se essencial
para otimizar a bioconverséao da LCB em instala¢gdes de biorrefinaria. Essa abordagem
também destaca o papel estratégico de bactérias do género Clostridium na
valorizacao de residuos lignoceluldsicos em produtos de alto valor agregado (LLAMAS
et al., 2023).

2.2 APLICACAO DE BACTERIAS DO GENERO Clostridium

Bactérias do género Clostridium, pertencentes a classe dos Firmicutes, séo
microrganismos anaerébios estritos, Gram-positivos, e esporulantes. Esses
microrganismos sao conhecidos por produzir uma ampla variedade de solventes, que
incluem butanol, etanol, acetona, isopropanol, 1,3-propanodiol, 2,3-butanodiol e
hexanol. Dentre esses solventes, 0s mais notaveis séo a acetona, o butanol e o etanol,
frequentemente referidos como ABE (CHENG; BAO; YANG, 2019). A fermentacéo
natural de Acetona-Butanol-Etanol (ABE) € exclusivamente conduzida por cepas
solventogénicas. Estes microrganismos possuem um metabolismo fermentativo
altamente especializado, capacitando-os a utilizar uma ampla gama de substratos,
incluindo agucares, oligossacarideos e polissacarideos (MILLAT, 2017).

O processo metabdlico desses microrganismos € tipicamente caracterizado
por duas fases distintas, evidenciando uma notavel transicdo no perfil de produtos
resultantes. Na fase de acidogénese, produzem principalmente acido aceético e acido

butirico. Na fase solventogénica, esses acidos sdo convertidos em solventes neutros,
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como butanol, acetona e etanol (ABE). Em ambas as fases, sado gerados subprodutos
como hidrogénio e dioxido de carbono (CHENG; BAO; YANG, 2019; MILLAT, 2017) .

Durante a fermentacao, a transicdo de acidogénese para solventogénese esta
relacionada a faz de crescimento das células. Nas fases iniciais e médias do
crescimento exponencial, as células produzem acidos para gerar ATP, diminuindo o
pH do meio. Na fase estacionaria, com o aumento da densidade celular, ocorre a
formacdo de solventes e a reabsor¢cdo dos acidos excretados, elevando o pH.
Simultaneamente, inicia-se a formacdo de enddsporos. A solventogénese esti
associada a fase estacionaria e ao inicio da esporulacdo, sugerindo mecanismos
regulatorios compartilhados. Em algumas espécies, a formacdo de solventes pode
ocorrer antes da fase estacionaria em culturas em lote (MILLAT, 2017).

A producao de solventes por Clostridium é influenciada por diversos fatores,
como temperatura, pH, potencial redox e 0os componentes do meio, incluindo ions
metalicos. Temperaturas mais baixas, entre 20-30 °C, podem aumentar a tolerancia
ao butanol, resultando em uma maior concentragdo final desse solvente. Segundo
(BAER; BLASCHEK; SMITH, 1987) o crescimento de C. acetobutylicum a 42 °C
apresentou maior inibicdo em comparacao a 22 e 37 °C. Além disso, cepas cultivadas
a 42 °C sintetizaram acidos graxos com cadeias acil mais longas. Esses resultados
destacam que o controle da temperatura € essencial para otimizar a producao de
solventes, pois influencia tanto a taxa de crescimento celular quanto o perfil dos
produtos de fermentacdo (CHENG; BAO; YANG, 2019)

Ao longo dos anos, diversas espécies solventogénicas foram isoladas e
caracterizadas, apresentando diferencas nas suas preferéncias por substratos, perfis
de produtos de fermentacdo e outras propriedades relevantes (MILLAT, 2017).Uma
caracteristica comum a todas essas espécies é a capacidade de produzir butanol e
etanol. Segundo (MILLAT, 2017), quatro espécies de Clostridium ja foram utilizadas
na fermentacdo industrial ABE. Observa-se que Clostridium acetobutylicum,
Clostridium saccharobutylicum e Clostridium saccharoperbutylacetonicum sé&o
capazes de formar acetona, enquanto as cepas de Clostridium beijerinckii podem
produzir acetona ou reduzi-la ainda mais para isopropanol.

Durante a acidogénese, clostridios como Clostridium butyricum, C. populeti,
C. tyrobutyricum e C. thermobutyricum produzem predominantemente acetato e
butirato, sendo amplamente estudados para a producdo de &acido butirico em
processos industriais nos ultimos 20 anos (MILLAT, 2017; ZHANG et al., 2009). O pH
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de cultivo, geralmente entre 5,0 e 7,5, influencia diretamente a proporcdo desses
acidos. Além disso, fatores como concentracdes de glicose, pressdo parcial de H,, e
presenca de acetato e butirato afetam a taxa de crescimento e a produtividade durante
a fermentacédo. Em culturas limitadas em glicose sem purga de nitrogénio, segundo
(ZHANG et al., 2009), observou-se um aumento significativo na razao butirato/acetato
em um processo de fermentacdo com producdo de butirato utilizando C. butyricum
como microrganismo de trabalho, destacando a importancia do controle ambiental na

otimizagdo de processos fermentativos.

2.3 ACIDO BUTIRICO

O acido butirico (CHzCH2CH2COOH) é um acido graxo volatil de cadeia curta
naturalmente produzido por bactérias anaerdbias, com diversas aplicacdes nas
industrias quimica, alimenticia, farmacéutica, de perfumes e de alimentos para
animais (JIANG et al., 2018a). A producdo industrial atual de acido butirico,
predominantemente sintetizado a partir do petréleo pela oxidacdo do butiraldeido,
atinge globalmente cerca de 80.000 toneladas métricas anuais, com um preco meédio
de aproximadamente US$1,8 por quilograma (CHI et al., 2018; JIANG et al., 2018b).
Contudo, a medida que a demanda por acido butirico cresce, especialmente por parte
de fabricantes de alimentos e empresas farmacéuticas, emerge uma tendéncia
incontestavel em direcdo a bioproducédo desse acido a partir de fontes renovaveis
(JIANG et al., 2018a).

Apesar do odor desagradavel, o acido butirico € amplamente utilizado na
industria de alimentos para realcar notas de manteiga em aromas, enquanto seus
ésteres, como metil, etil e butirato de amila, sdo usados para intensificar aromas de
frutas e em perfumes. Na industria quimica, ele serve como precursor na producao de
butirato de acetato de celulose termoplastico (CAB), apreciado por sua solubilidade
em solventes organicos, hidrofobicidade, resisténcia a luz e ao frio, e flexibilidade
(Jiang et al., 2018). O acido butirico também é adicionado a plasticos e fibras téxteis
para melhorar a resisténcia ao calor e a luz solar, e misturas com polimeros como o
poli(3-hidroxibutirato) (PHB) podem aprimorar propriedades do produto e reduzir
custos de producdo. Além disso, o acido butirico € crucial na producdo de butanol
como biocombustivel, atuando como um precursor essencial na fermentacdo acetona-

butanol-etanol (ABE) por clostridios solventogénicos (JIANG et al., 2018a).
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Atualmente, estudos sobre os substratos utilizados na fermentac&o microbiana
do acido butirico estdo principalmente direcionados para a exploracdo da biomassa
lignocelulésica (SUO et al., 2018). Diversos microrganismos tém a capacidade de
sintetizar o &cido butirico como o principal produto de seus processos fermentativos,
destaca-se, entre esses, 0 género Clostridium. Este género se sobressai devido a sua
habilidade em produzir acido butirico com elevados teores, rendimentos e
produtividade, utilizando diversos substratos, como glicose, xilose, lactose e glicerol.
Levando em consideracéo aplicagdes contextos industriais, a preferéncia recai sobre
cepas nao patogénicas, em virtude de consideracdes relacionadas a saude e
seguranca ambiental (JIANG et al., 2018).

A maioria das bactérias naturalmente isoladas produtoras de &cido butirico,
sao heterofermentativas. Elas convertem glicose em uma mistura de butirato, acetato,
CO2 e H2. Durante a fermentacdo com glicose como fonte de carbono, a glicélise,
principalmente via Embden—Meyerhof—Parnas (EMP), gera acido piravico e acetyl-
CoA. O acetyl-CoA é entéo convertido em acetato pela via fosfotransacetilase (PTA)-
acetato quinase (ACK) ou em butiril-CoA por meio de reagOes catalisadas por
tiolesterase,  [B-hidroxibutiril-CoA  desidrogenase, crotonase e  butiril-CoA
desidrogenase, com a participacao da flavoproteina transferidora de elétrons. O butiril-
CoA é posteriormente convertido em butirato pela via fosfotransbutirilase (PTB)-
butirato quinase (BUK) ou através de uma CoA transferase (CTF) (JIANG et al., 2018).

Entre as bactérias produtoras de acido butirico, Clostridium tyrobutyricum
possui 0 menor genoma (3,07 Mbp), destacando-se a cepa ATCC 25755, que alcanca
uma concentracdo de até de 86,9 g/L de acido butirico (dependendo do processo
fermentativo empregado), apesar da limitada utilizacdo de substratos. Em contraste,
Clostridium butyricum apresenta um genoma maior (4,54 Mbp), metaboliza diversos
substratos - incluindo amido e dissacarideos, mas frequentemente produz 1,3-
propanodiol como principal produto e inclui cepas patogénicas, 0 que representa
preocupacdes de saude (Jiang et al., 2018). Ja C. thermobutyricum, uma bactéria
termofilica, converte lignocelulose diretamente em butirato a 55 °C, facilitando a
recuperacgédo de produtos finais e no controle da fermentac&o. Muitas dessas bactérias
possuem genomas sequenciados e sao amplamente estudadas para aplicacoes
industriais (JIANG et al., 2018).
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2.4 BIOHIDROGENIO

O biohidrogénio é amplamente reconhecido como um promissor combustivel
limpo e eficiente para impulsionar a economia futura. Isto se deve ao fato de que o
hidrogénio é o elemento mais abundante no universo, constituindo mais de 90% de
todos os atomos. Além disso, destaca-se como o elemento mais leve, com um peso
molecular de 2.016, e o maior conteudo de energia conhecido (valor calorifico), em
comparacao com qualquer outro combustivel (ABE et al., 2019).

A natureza sustentdvel e ndo téxica do hidrogénio reforca sua atratividade
como portador de energia. Em contraste com fontes tradicionais como petrdleo, gas
natural ou carvao, o hidrogénio € ambientalmente amigavel e benéfico. Durante sua
conversao para energia, tem a dgua como unico produto de exaustao, o que contribui
para a preservacao do meio ambiente (ABE et al., 2019).

O hidrogénio pode ser gerado tanto a partir de fontes renovaveis, como hidro,
vento, ondas, solar, biomassa e energia geotérmica, quanto de fontes ndo renovaveis,
como carvao, gas natural e energia nuclear. Pode ser armazenado como combustivel
e utilizado em transporte, em sistemas de geracdo de energia usando células de
combustivel, em motores de combustdo interna ou turbinas. Além disso, o hidrogénio
possui uma capacidade impressionante de armazenamento de energia, com
aproximadamente 120 MJ (33,33 kWh) em 1 kg de hidrogénio, o que excede mais que
o dobro da maioria dos combustiveis convencionais (ABE et al., 2019).

A producédo de biohidrogénio a partir de substancias lignoceluldsicas oferece
vantagens significativas em comparacdo aos métodos convencionais, como menor
consumo de energia, impacto ambiental reduzido e simplicidade operacional. Esta
abordagem transforma residuos de biomassa em produtos de alto valor agregado,
atendendo simultaneamente aos desafios da gestédo de residuos e representando uma
inovacao tecnolégica (RAMBABU et al., 2019).

Muitos microrganismos pertencentes ao género Clostridium podem produzir
hidrogénio como produto de fermentacdo. Durante a acidogénese, 0s principais
produtos provenientes da fermentacdo de carboidratos, sdo H2 e CO2 (como gas) e
acido acético -e acido butirico_(na fase liquida). Esses produtos derivam de reacdes
catalisadas por enzimas-chave de acidogénese: hidrogenase, acetato quinase e
butirato quinase (FONSECA et al., 2020).

Dentre as espécies clostridiais, destaca-se o Clostridium thermocellum, que

apresenta notaveis capacidades na producgdo de hidrogénio. Essa bactéria sintetiza
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enzimas celuloliticas para a degradacdo da celulose, convertendo os acucares
redutores resultantes em hidrogénio, além de gerar acetato, butirato e etanol como
subprodutos. A capacidade de crescimento do C. thermocellum a 60 °C confere uma
vantagem termodinamica, propiciando rendimentos de hidrogénio mais elevados e
reduzindo a probabilidade de contaminagdo por microrganismos mesofilicos.
Entretanto, apesar de todas essas vantagens, é importante ressaltar que a
produtividade de hidrogénio pelo C. thermocellum é limitada, devido as suas taxas de
crescimento relativamente baixas, sensibilidade ao pH e eficiéncia reduzida na
hidrolise (RAMBABU et al., 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

A presente proposta tem como objetivo identificar microrganismos né&o
patogénicos do género Clostridium a partir de amostras ambientais, visando a
producdo de produtos de alto valor agregado, como acidos graxos volateis, com
énfase em acido butirico, além de hidrogénio. Este estudo busca explorar a
capacidade biotecnoldgica desses microrganismos em processos de fermentacgéo,
aproveitando sua eficiéncia e versatilidade na converséao de substratos em compostos

de interesse industrial e energético.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar um levantamento abrangente na literatura visando selecionar cepas
de Clostridium produtoras de AGV e hidrogénio, com preferéncia por aquelas
ndo patogénicas e disponiveis em bancos de cepas;

¢ |solar microrganismos do género Clostridium a partir de amostra ambiental;

e Avaliar a capacidade das cepas de Clostridium de produzir AGV e hidrogénio
usando meio sintético;

¢ |dentificar cepas isoladas utilizando ferramentas de biologia molecular, como o
sequenciamento genético;

e Avaliar os parametros de tolerancia das cepas isoladas a agucares e produtos

do processo fermentativo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LEVANTAMENTO DA LITERATURA DE CEPAS DE CLOSTRIDIUM
PRODUTORAS DE AGV E BIOHIDROGENIO.

Foi realizada uma revisao da literatura utilizando as bases de dados Scopus

e Web of Science, com o objetivo de identificar cepas de Clostridium como potencial

de produzir AGV, em patrticular o acido butirico, e hidrogénio.

4.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO
A metodologia utilizada foi adaptada conforme descrito por (REGINATTO,
2016) e esté apresentada a seguir.

4.2.1 Pré-tratamento

A cultura mista (lodo granular anaerdbio) usada para isolar microrganismos
produtores de AGVs e hidrogénio foi coletada a partir de um reator anaerébio (UASB)
fornecido por uma industria alimenticia brasileira, localizada no estado de Santa
Catarina, Brasil. Para assegurar a presenca das bactérias formadoras de esporos,
frequentemente identificadas como produtoras de AGVs e H,, o lodo foi pré-tratado
antes do plagueamento. As condi¢Bes de pré-tratamento aplicadas as culturas mistas
foram anteriormente descritas por (REGINATTO, 2016) como uma estratégia eficaz
para enriquecer o lodo com bactérias que produzem os produtos de interesse. As
seguintes condi¢des foram testadas: O lodo (Sélidos volateis: 42,73 + 0,44 g/L) foi pré-
tratado, diminuindo o pH para 3,0 antes do plaqueamento. A acidificacao foi realizada
adicionando a amostra de lodo (5 mL) de tampé&o citrato fosfato 0,1 M em pH 3,0 (35
mL). Em seguida, a amostra foi incubada por 12 horas a 37 °C com agitacdo de
150 rpm (Figura 1).
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Figura 1 - Metodologia de isolamento

O lodo foi pré-tratado: Foram colocados 100 plL de Cultivado As colfnias foram co_letadaS,
diferentes condicdes lodo em placas de Petri anaerobicamente Suspensas em solugio NaCl
estéreis cobertas com 25 mL a37°Cpor72h e reinoculadas em placas de
ﬁ de meio de cultura Petri
——— ™
¥ & \ |
v N . - .
. -

&~

; \ e
: =1 !
- Lopinb o BBy e %
A composicao do gas foi analisada por Cultivado 1.0 mL dessas colénias foi
cromatografia gasosa e o organismo produtor de anaerobicamente inoculado em 50 mL de
H: foi separado para identificagao futura. a3d7*Cpor72h meio RCM

Fonte: Autor

4.2.2 Plaqueamento e selecéo de coldnias

Apbs o pré-tratamento, 100 yL de lodo foram diluidos em 900 uL (0.9% p/v)
de solugéao salina. Em seguida, 100 pL da amostra diluida foram colocados em placas
de Petri estéreis cobertas com 25 mL de meio de cultura Clostridial Reforcado
Diferencial (DRCM) para cultivar espécies de Clostridium em pH 7,0 (Figura 1, Etapa
2). As placas de Petri foram incubadas em frasco anaerdbio a 37°C até o aparecimento
de colbnias (Figura 1, Etapa 3).

Para garantir o isolamento das colbnias, elas foram coletadas e suspensas
em solugcdo de NaCl (0,9% p/v), e reinoculadas em novas placas de Petri para
posterior crescimento dos isolados (Figura 1, Etapa 4).

Para permitir o crescimento dos isolados, as colonias isoladas foram
ressuspendidas em solucdo de NaCl (0,9% p/v) e 1,0 mL dessas colonias foram
inoculadas em frasco de soro de 100 mL contendo 50 mL de meio Reinforced
Clostridial Medium (RCM) (Figura 1, etapa 5). Gas nitrogénio foi borbulhado por 3
minutos nos frascos antes de serem fechados com uma rolha de borracha e selo de

aluminio. Os frascos de soro foram entédo incubados em um agitador orbital a 37 °C
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por 72 horas (Figura 1, etapa 6). Durante um periodo de 72 horas (a cada 24 horas),
utilizando uma seringa descartavel, foi medida em volume a producéo de gas de cada
isolado.

Apés este periodo, a composicdo do headspace gasoso foi analisada por
cromatografia gasosa acoplada a um metanador. Com a porcéo liquida, foi realizada
a andlise dos AGVs (com cromatografia gasosa-espectrometria de massa). Os

organismos produtores de AGVs-H, foram entdo separados para identificacéo.

A composicdo do meio sintético utilizado para o cultivo dos isolados é
descrita na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo do meio Reinforced Clostridial Medium (RCM)

RCM

Composicao [ Tg/L
Triptose 10
Extrato de Carne 10
Dextrose 5
NaCl 5
Amido Soluvel 1
L-Cysteine-HCI 0,5
Acetato de sodio 3
Resazurina 0,04
(0,025%)

Extrato de levedura 3

4.2.3 ANALISE FILOGENETICA DA CEPA ISOLADA
4.2.3.1 Método de Amplificacdo e Sequenciamento do gene 16S rRNA.

Os isolados foram cultivados em meio RCM por 3 dias e em seguida sua
biomassa foi centrifugada a 10000 rpm e 4 °C por 10 minutos. As amostras foram
congeladas a —-80 °C e, posteriormente, enviadas para analise. A purificacdo e
extracdo de DNA, a preparacdo molecular das amostras e 0 sequenciamento de alta
performance da regido V3-V4 do gene 16S rRNA (lllumina MiSeq) foram realizados
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pelo Laboratério Neoprospecta Microbiome — Florianopolis, Brasil (Christoff et al.,
2017). Em resumo, a extracdo de DNA foi realizada seguindo um protocolo
(Neoprospecta Microbiome Technologies, Florianépolis, SC, Brasil), cujos detalhes
estdo sujeitos a direitos de propriedade intelectual. O DNA foi quantificado em um
fluorimetro Qubit com o kit de ensaio dsDNA BR (Invitrogen, Waltham, MA, EUA).
Apos a quantificagao, o DNA foi diluido para 0,5 ng yL—1 e armazenado a —20°C para
analises moleculares. A preparacdo das bibliotecas seguiu um protocolo
(Neoprospecta Microbiome Technologies, Florianépolis, SC, Brasil), cujos detalhes
estdo sujeitos a direitos de propriedade intelectual. A amplificacéo foi realizada com
os primers especificos para a regido V3-V4 do gene 16S rRNA, 341F (5'-
CCTACGGGRSGCAGCAG-3') e 806R (5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3')
(CAPORASO et al., 2011; WANG; QIAN, 2009). As bibliotecas foram sequenciadas
no Sistema de Sequenciamento MiSeq (lllumina Inc., San Diego, CA, EUA), utilizando
primers padréo fornecidos pelo fabricante, com 500 ciclos e sequenciamento paired-

end.

4.3 IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS
4.3.1 Quantificacdo de H2 e CO2 por GC-TCD

A concentracdo de Hz2 e CO2 no headspace foi medida por cromatografia
gasosa (GC-TCD/FID-8; modelo GC-2014ATFSLP; Shimadzu, Kyoto) com uma
coluna empacotada Carboxen 1000 60/80 mesh, 15'x1/8" SS (i.d. 2,1 mm) e um
metanador acoplado (MTZ-1) (Shimadzu, Kyoto). O Hz é identificado no detector TCD.
A injecdo do gas a ser analisado no GC foi realizada manualmente para um volume
de 1 mL (PACIONI, 2017). O cromatdgrafo a gas e o metanador utilizados no processo
possuem as seguintes caracteristicas: temperatura de 10 a 400 °C, com taxa de
aguecimento entre 7 e 30 °C por minuto, e pressao de 0 a 970 kPa. A unidade de
injecdo de amostra é um injetor de dupla capilaridade (Split/splitless), com coluna para
analise empacotada e analise capilar - MDQ, e detectores TCD. O controlador de fluxo
do gas de arraste é AFC, com fluxo variando de 0 a 1200 mL por minuto. O metanador
opera a uma temperatura de 100 a 450 °C, utilizando como catalisador Shimalite-Ni.

4.3.2 Quantificacdo de acidos graxos volateis
Para a quantificagdo dos acidos graxos volateis, 5 mL de amostras dos

isolados foram transferidas para um frasco SPME de 20 mL, e 0s compostos volateis
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foram coletados por HS-SPME usando uma fibra DVB/CAR/PDMS, STABLEFLEX,
24Ga fornecida pela Supelco (Bellefonte, PA). A incubacéo e extracdo ocorreram a
80°C por 1800s e 3600s, respectivamente, sob agitacdo continua (250 rpm). A
dessorcédo foi realizada no injetor do GC a 250°C por 900s. Todo o processo de
incubacéo, extracdo e dessorcao dos compostos volateis foi automatizado utilizando
um amostrador automatico Combi-Pal (GC autosampler 80, Agilent)(AFSAH-HEJRI et
al., 2023).

As andlises de cromatografia gasosa foram realizadas em um cromatdgrafo
gasoso GC (GC 7890A, Agilent) acoplado a um espectrobmetro de massa (5875C,
Agilent). As injecBes foram feitas no modo splitless, e os compostos volateis foram
separados em uma coluna HP-5 MS (5%-fenil)-metilpolissiloxano 30 m x 250 pum X
0.25 um) conectada a uma fonte de El (lonizag&o por Impacto Eletrénico) operando a
70 eV com um analisador de massa por quadrupolo. A varredura de massa abrangeu
de 30 a 500 m/z. A temperatura da linha de transferéncia foi mantida a 250 °C. O hélio
foi utilizado como gas de arraste a um fluxo constante de 0,8 mL/min. As condi¢cdes
de temperatura do forno foram de 35 °C por 2 min, aumentando a 8 °C/min até 250 °C
por 2 min. A identificacdo dos compostos volateis foi verificada por comparacdo com
a biblioteca espectral do National Institute of Standards and Technology
(NIST)(AFSAH-HEJRI et al., 2023).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 LEVANTAMENTO DE CEPAS DE CLOSTRIDIUM PRODUTORAS DE AGVs E
BIOH:2

A digestdo anaerobia convencional € composta por quatro etapas: hidrdlise,
acidogénese, acetogénese e metanogénese. A segunda etapa, a acidogénese, é
responsavel pela formacédo de acidos (CHENG; BAO; YANG, 2019). A fermentacao
acidogénica ocorre através de vias metabdlicas coexistentes em processos
anaerobios, que determinam os produtos formados pelo direcionamento do &cido
piravico, que pode ser bioconvertido em uma ampla gama de produtos, tais como
acetato, propionato, butirato, etanol, propanol, butanol, H> e CO2. A escolha da via
metabdlica esta relacionada com os parametros operacionais adotados na
fermentacao acidogénica, como tipo de indculo, substrato, pH e temperatura.

In6culos de origem anaerdbia com inibicio de microrganismos
metanogénicos, pH proximo de 7,0 e temperatura acima de 30 °C sdo fatores que
geralmente aceleram a cinética da reacdo de acidogénese, resultando em uma
producdo mais rapida de acetato, o acido que se forma em maiores quantidades
durante o processo de digestdo anaerdbia. Além dos fatores mais comuns, como pH
e temperatura, a reducdo de equivalentes redutores pode favorecer a via metabdlica
do tipo butirato, em que o NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo) é consumido
para reduzir acetoacetil-CoA a 3-hidroxibutiril-CoA e crotonil-CoA a butiril-CoA. Assim,
a producao de butirato aumenta com o aumento do acetato no sistema, devido ao fato
de que a alta concentracdo de acido acético interfere na geracao de acetato (inibicdo
por retroalimentacao) e também leva a um grande excedente de NADH.

As bactérias do género Clostridium sdo anaerdbicas e metabolizam desde
carbono inorganico, como CO e COg, até fontes mais complexas, como carboidratos
e gorduras, produzindo intermediarios importantes industrialmente, como 1,3-
propanodiol (PDO), acido propidnico, dihidroxiacetona, etanol, acido succinico, acido
citrico e biosurfactantes (Jang et al., 2012). As cepas de C. butyricum sdo geralmente
relatadas pela producéo de PDO a partir de glicerol como substrato. Além disso, este

microrganismo mostra-se promissor na sintese de acido butirico.
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A Tabela 2 abaixo, demonstra as cepas de Clostridium caracterizadas por
serem promissoras ao estudo, pois sdo produtoras de AGVs (principalmente acido

aceético e acido butirico) e bioHo.



Tabela 2 - Cepas de Clostridium selecionadas
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Via metabdlica Cepade Clostridium . Nivel de Tempoeratura Substrato Produtos
biosseguranca (°C)
C. butyricum 1 37 Glicose e Acido acético e Acido butirico, acetona, butanol,
ATCC19398 dissacarideos etanol, CO2 e Ha.
C. tyrobutyricum 1 37 Glicose, xilose Acido acético e Acido butirico, CO2 e H:
e acetato
ATCC 25755
C. thermobutyricm 1 55 Glicose, xilose Acido acético e Acido butirico, CO2 e H:
] . e celulobiose
Acidogénica ATCC 49875
C. thermocellum 1 55 Celylose € Enzimas hidroliticas
aclcares
ATCC 27405
C. cellulolyticum 1 37 Celylose € Enzimas hidroliticas
aclcares
ATCC 35319
C. cellulovorans Celulose e . . -
Hidrolitica 1 37 acicares Enzimas hidroliticas

ATCC 743B
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5.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICAQAO DE CEPAS DE Clostridium sp.
PRODUTORAS DE ACIDO BUTIRICO E BIOH:

Conforme relatado por (REGINATTO, 2016) , o pré-tratamento acido (H2SO4)
do lodo anaerdbico resultou no isolamento de um microrganismo produtor de
hidrogénio. Neste estudo, a metodologia foi adaptada, substituindo-se o acido
sulfarico (H2SO4) pelo tampéo fosfato-citrato. Esse tamp&do mantém a estabilidade do
pH necessario inicialmente, evitando alteracdes durante o periodo de incubacéo de
12 horas. Alguns microrganismos liberam metabdlitos secundarios no meio, o que
facilita o crescimento de microrganismos que preferem pH neutro. Portanto, o uso do
tampao seleciona microrganismos que formam esporos, como as cepas de
Clostridium, pois eles se adaptam melhor a condi¢des atipicas e, consequentemente,
melhoram o isolamento.

ApOs o pré-tratamento (descrito no item 4.2.1), as amostras foram plaqueadas
em meio DRCM. (descrito no item 4.2.2). Devido a presencga do citrato de ferro (1) na
formulacdo do DRCM, torna-se possivel observar o escurecimento do meio, indicando
reducdo do sulfito. Tal fato, ressalta a presenca de bactérias redutoras de sulfito,
caracteristicas comuns das cepas do género Clostridium (EISGRUBEF; REUTER,
1995). A Figura 2 ilustra o surgimento de colbnias de tonalidades escuras, o que
sugere o isolamento bem-sucedido de cepas do género Clostridium.

Figura 2 - Imagens das colénias de Clostridium na primeira etapa de isolamento

Fonte: Autor

As colonias obtidas nas placas da primeira etapa foram propagadas novamente

em uma segunda e terceira etapas de isolamento. Como resultado, foram isoladas 10
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coldénias microbianas do in6culo tratado, denominadas 1ISO01, ISO02, ISO03, ISO04,
ISO05, 1ISO06, 1ISO07, ISO08, 1ISO09 e ISO10 (Figura 3).

Figura 3 - Cultivo anaerdbico de cepas de Clostridium

— _—
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Fonte: Autor

Todas as col6nias isoladas foram submetidas a ensaios de fermentagdo em
lote para avaliar a producao de gases de interesse. Entre as colbnias testadas, apenas
trés isolados, designados como 1SO02, ISO07 e ISO10, demonstraram producao
significativa de gases apds 48 horas sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas.
Esses isolados foram submetidos a uma cinética de crescimento em meio RCM,
visando a obtencdo de parametros especificos relacionados a sua dindmica de

crescimento e capacidade de producédo de gases.
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Figura 4 - Teste cinético dos isolados: (A)ISO02, (B)ISO07, (C)ISO10
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Fonte: Autor

Na Figura 4A, pode-se observar que o isolado ISO02 apresentou um
prolongamento da fase Log, estendendo-se até 48 horas. Em contrapartida, o isolado
ISOO07, ilustrado na Figura 4B, exibiu uma fase Log significativamente mais curta,
durando apenas 12 horas. Ja o isolado ISO10, mostrado na Figura 4C, seguiu um
padrdo intermediario, com a fase Log se estendendo até 24 horas. Esses
comportamentos também refletiram nas variacdes de pH observadas. Inicialmente,
todos os isolados mostraram uma redugéo no pH durante as primeiras 12 horas. No
entanto, apds essa queda inicial, foi observado um comportamento distinto nos
isolados 1SO07 e 1SO10. Conforme demonstrado nas Figuras 4B e 4C, apds as
primeiras 12 horas de reducéo, o pH desses isolados comeg¢ou a aumentar, indicando
uma possivel adaptacdo metabdlica.

Esses fatos observados contribuem para a validacdo do isolamento. De
acordo com (MILLAT, 2017), cepas de Clostridium, produzem metabolismo
fermentativo caracterizado por duas fases distintas: acidogénese e solventegénese.
Durante uma fermentacdo em batelada, como mostrado na Fig. 4, a mudanca de
acidogénese para solventogénese estd ligada a fase de crescimento. Na fase
exponencial inicial e intermediaria, as células produzem &acidos para maximizar a
producéo de ATP, resultando na diminui¢éo do pH do meio de cultura. A medida que
a densidade celular aumenta e a cultura entra na fase estacionaria, inicia-se a
formacdo de solventes. Enquanto o consumo de agucar continua, as células
reassimilam os acidos previamente excretados, aumentando o pH da cultura.

Os resultados obtidos para o perfil de producéo de gas revelaram que, ao final
do processo, todos os isolados produziram quantidades significativas de gas.

Especificamente, foram registradas producbes de 11,5 = 0,85 mL para o isolado

BOOON_MO®OO

pH
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ISO02, 12,10 + 1,02 mL para o isolado 1ISO07 e 14,80 + 0,9 mL para o isolado 1SO10.
De acordo com Espinola et al. (2017), cepas de Clostridium sédo conhecidas por
produzirem hidrogénio e didxido de carbono nas proporcdes de 48% e 23%,
respectivamente, validando os achados deste estudo.

Uma analise de coloracdo de Gram, avaliando cor e forma, é essencial para
confirmar o isolamento das cepas. Portanto, ap0s o ensaio fermentativo foi realizada
a caracterizacdo morfoldégica e morfotintorial das colbnias selecionadas. A
microscopia mostrou que 0s microrganismos isolados exibiram coloragdo Gram-
positiva e morfologia de bastonetes, o que também era consistente com Cepas de

Clostridium, conforme ilustrado na figura 5.

Figura 5 - Imagens de microscopia com ampliacdo para os isolados

A) 1S002 B) I1SO07 C)1SO10

Fonte: Autor

Para identificar as bactérias produtoras de acido butirico e bioH2 (ISO02,
ISO07 e 1SO10), o DNA genbmico foi extraido para a amplificacdo da sequéncia do
gene 16S rRNA. Em seguida, a sequéncia de bases obtida foi comparada com o banco
de dados GenBank.

5.2.1 Analise do sequenciamento dos isolados

O sequenciamento de alta performance da regido V3-V4 do gene 16S rRNA,
amplificada a partir do DNA gendmico das cepas isoladas 1SO02, ISO07 e 1SO10,
revelou uma nova variante dentro da espécie Clostridium senegalense. A Figura 5
apresenta uma analise abrangente do género bacteriano Clostridium, destacando a

predominéancia expressiva de C. senegalense nas amostras 1ISO02, ISO07 e ISO10.
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Foram identificadas 93.949 sequéncias relacionadas a esse género e a sua
espécie principal, demonstrando uma ampla presenca nos dados avaliados. A
diversidade observada para o género é de 100%, indicando que todas as amostras
analisadas sao exclusivamente representadas por Clostridium, sem contribuicdo de
outros géneros. Para a espécie Clostridium senegalense, a diversidade € de 99,11%,
sugerindo uma leve possibilidade de presenca de outras espécies em conjunto.

Na andlise quantitativa, Clostridium e sua espécie C. senegalense
representam 73,62% do total de microrganismos sequenciados, confirmando sua
significativa abundancia relativa. Além disso, a propor¢cdo de 99,11% para ambos
reforca sua posi¢cdo como 0s principais ou quase exclusivos componentes bacterianos

das amostras analisada conforme mostra a figura 6.

Figura 6 - Sequenciamento Pipeline Sentinel para 16S (género e espécie)

Clostridium
Sequéncias: 93949
Diversidade: 100.00%
Quantitativo: 73.62%
Proporcdo: 99.11% Clostridium senegalense
Sequéncias: 93949
Diversidade: 99.11%

Quantitativo: 73.62%
Proporcéo: 99.11%

Fonte: Neoprospecta

A partir da andlise da quantidade de sequéncias de DNA associadas aos
microrganismos mais abundantes identificados, também é possivel observar a
predominéancia de Clostridium senegalense em comparacdo com outras espécies ou
grupos microbianos (Fig 7). A barra correspondente a Clostridium senegalense exibe
um numero significativamente maior de sequéncias, aproximando-se de 400.000, o
gue o destaca como 0 microrganismo mais abundante nas amostras avaliadas.

Outros microrganismos, como o0 Bacillus cereus, bactérias da familia

Bacillaceae, Peptostreptococcaceae bacterium, e representantes de



34

Enterobacteriaceae, além de espécies como Serratia marcescens e Providencia
rettgeri, apresentam numeros de sequéncias consideravelmente menores, refletindo
uma menor contribuicdo relativa para a composi¢cdo microbiana total, podendo estar

associados a erros de andlise comparativa com o banco de dados.

Figura 7 - Sequéncias de DNA encontradas em um microrganismo

Microrganismos mais abundantes @

@ Clostridium senegalense |
Bacillus cereus group
Bacillaceae bacterium

# Peptostreptococcaceae bact..
Enterobacteriaceas bacterium

@ Serratia marcescens

# Providencia rettgeri

0 100000 200000 300000

Fonte: Neoprospecta.

Os resultados obtidos evidenciam uma forte similaridade genética com a
espécie Clostridium senegalense. A alta dominancia observada reflete fatores
ambientais e condicbes especificas, como pH, temperatura, disponibilidade de
nutrientes e interacfes microbianas, que favoreceram o crescimento e a presenca
predominante dessa bactéria, confirmando o sucesso do processo de isolamento. As
outras espécies, embora presentes, desempenham papéis secundarios ou de menor

relevancia no contexto especifico do estudo.

5.3 POTENCIAL DE PRODUQAO DE BIOH2 PELOS ISOLADOS

A partir do headspace gasoso das amostras de isolados foi possivel confirmar
a producdo de hidrogénio e gas carbdnico. Os resultados preliminares obtidos por
cromatografia gasosa demonstraram parametros de tempo de retencdo de 1 a 1,27
min para hidrogénio e um tempo de retencdo para CO2 de 3,30 a 4,30 min. A

quantificacdo desses compostos é mostrada na tabela abaixo.

400000
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Tabela 3 - Quantificacdo de hidrogénio e diéxido de carbono produzidos pelos
isoladas por cromatografia gasosa

Amostras Hidrogénio Diéxido de Carbono
(%emol/ mol) (%omol/ mol)
1ISO02 5,57 +0,82 30,40 £ 0,91
ISO07 6,15+ 1,15 20,23+ 1,06
ISO10 562+0,5 23,23+ 0,75

Durante as fases do processo de fermentacéo das cepas de Clostridium, s&o
produzidos hidrogénio e dioxido de carbono como subprodutos. Segundo
(REGINATTO, 2016), o pH inicial do meio é crucial para a producdo de Hz,
influenciando o crescimento bacteriano e a concentracédo de solventes. Em espécies
de Clostridium, a reducédo do pH de 6 para 4,5 esta associada a mudanca na fase de
crescimento. O crescimento maximo ocorre na fase acidogénica, que resulta na
producdo de H2, acetato e butirato, sendo essa fase a que gera 0s maiores
rendimentos de hidrogénio

De acordo com (ANANTHI et al.,, 2022), o pH ideal para a producdo de
hidrogénio esta entre 5,5 e 6,5, faixa na qual se obtém a maior quantidade de gas
hidrogénio e a menor quantidade de solvente. Este intervalo de pH ndo apenas otimiza
a atividade metabdlica das cepas de Clostridium, mas também influencia a eficacia da
enzima hidrogenase, cuja atividade € inibida em pH baixos, reduzindo a geracao de
hidrogénio. Portanto, o controle do pH é essencial para maximizar a producao de
hidrogénio pelas cepas de Clostridium, destacando sua importancia na eficiéncia do

processo fermentativo e na regulacdo das condic6es do meio.

5.4 ANALISE DE COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS (COV) PELOS
ISOLADOS
Os metabdlitos solaveis foram analisados ao final de cada ensaio
fermentativo, revelando a presenca de acidos organicos, como o acido butirico e acido
acético, além de alcoois, aldeidos, ésteres e cetonas. Os principais compostos estao

destacados na Figura 8.



Figura 8 - Principais compostos organicos volateis produzidos pela 1ISO02, ISO07, 1ISO10
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1SO 02 1SO 07 1SO10
Compound name Formula MW (g/mol) RT Average Peak area (%) Average Peak area (%) Average Peak area (%)
Alcohols
Ethanol C,H:0 48,07 1,98 1,98 0,38
1-Butanol C.H,.0 7412 345 2,85 0,38 0,25
3-Thietanol C,H.0S 90,14 3,96 10,17
1-Hexanol C¢H,:0 102,17 737 5,16
1-Butanol, 3-methyl C;H,;0 88,15 480 1.1 2,88 1,62
1-Nonanol CsHx0 14425 8,81 1,34
1-Octanol C:H,:0 130,23 11,61 1,68
Alkane
Cyclotetrasiloxane, octamethyl- C4H.0.Si 296,62 14,59 0,49 2,19 2,45
Benzene, (1-hexylheptyl)- Collna 260,46 2379 0,10
Chlorinated compound
Phenol, 2-chloro-4-(1,1-dimethylpropyl)- C,H:CIO 198,69 18,03 0,15 13,00
Ester
Phytol, acetate Catl 05 338,57 23,88 023
Di-sec-butyl phthalate CyeH220. 278,34 2435 0,13
Acetic acid, hexyl ester C:Hc0; 14421 10,43 0,14
Propanoic acid, 2-methyl-, 3-methylbutyl ester C,H,:0, 158,24 11,34 15,45
Butanoic acid, 3-methyl-, 3-methylbutyl ester CyoH200; 172,26 1229 0,24 3,81
Butanoic acid, 3-methyibutyl ester CoH 440, 158,24 1,31 8,55 243 0,32
Organic Acid
Butanoic acid C.H.0, 88,1 6,70 3,78 2,34
Butanoic acid, 3-methyl- o Py W 102,32 7,62 0,83
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A deteccdo de acidos graxos volateis pode fornecer informacgdes valiosas
sobre as rotas metabdlicas das bactérias. Durante o processo de fermentacao
anaerodbica, a producdo de &cidos graxos volateis ou diéxido de carbono (COZ2)
provoca uma diminui¢cdo no pH do meio (ANANTHI et al., 2022).

De acordo com o estudo (REGINATTO, 2016), a segunda fase metabdlica
das cepas de Clostridum (solventogénese) comeca quando o pH atinge cerca de 4,5,
devido a acumulacao de acidos. Nesse pH, as células estdo na fase estacionéaria e
convertem acetato e butirato em butanol e acetona (propor¢do molar de
butanol/acetona/etanol de 6:3:1). A presenca de &cidos organicos também indica a
producdo de H2, com o &cido butirico gerando dois moles de Hz por mole de glicose.
O acido acético, por sua vez, leva a rendimentos mais altos de Hz, com quatro moles
de Hz por mole de glicose, em comparac¢ao aos dois moles gerados pelo &cido butirico.
As espécies de Clostridium também podem gerar acido latico e etanol, mas esses
compostos nao participam diretamente da via metabdlica do Ha.

E importante destacar que os testes realizados consistem em andlises
qualitativas preliminares, conduzidas sem a otimizacao de parametros, com o objetivo
principal de verificar a produgéo de bioH2 e AGVs. Os resultados desses ensaios
indicaram uma resposta consistentemente positiva na producéo de bioH2 e AGVs em

todos os isolados avaliados.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta tese confirmam o alcance dos objetivos
propostos, demonstrando a viabilidade do isolamento de microrganismos n&o
patogénicos do género Clostridium a partir de amostras ambientais para a producao
de produtos de alto valor agregado, como acidos graxos volateis — com destaque para
0 &cido butirico — e hidrogénio.

Com base na andlise apresentada, conclui-se que as bactérias do género
Clostridium desempenham papel fundamental na fermentacdo acidogénica,
destacando-se como promissoras na producédo de acidos graxos volateis (AGVs) e
hidrogénio em processos anaerébios. A escolha adequada de cepas, como as
mencionadas na Tabela 2 (C. butyricum, C. tyrobutyricum e C.cellulovorans), e o
controle de parametros operacionais como pH, temperatura e substrato, permitem
direcionar as vias metabdlicas para a formacéo de produtos especificos.

Os testes de fermentacdo em meio sintético comprovaram a capacidade das
cepas isoladas de produzir &cido butirico e hidrogénio, resultados reforcados por
analises de cromatografia gasosa e liquida de alta eficiéncia, que evidenciaram a
eficiéncia e versatilidade desses microrganismos na conversao de substratos em
compostos de interesse industrial e energético. Além disso, 0 sequenciamento
genético revelou uma forte similaridade das cepas isoladas com a espécie Clostridium
senegalense, apresentando 99,11% de identidade genética.

Os resultados obtidos evidenciam que a identificacdo de uma possivel nova
estirpe produtora de acido butirico e hidrogénio contribui significativamente para o
avanco do conhecimento sobre a aplicacdo biotecnolégica de microrganismos em
processos fermentativos. A abordagem explorada também abre novas perspectivas
para futuras otimizac6es na producéo de produtos de alto valor agregado, envolvendo
0 uso de fontes alternativas de substratos e o0 planejamento de processos em escala
industrial. Dessa forma, promove-se o fortalecimento da bioeconomia e a valorizagéo
de residuos organicos, impulsionando solucdes sustentaveis para os desafios

industriais e ambientais.
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