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RESUMO

Um dos grandes desafios para os proximos anos € desenvolver alternativas de
producdo para energias sustentaveis. O biodiesel vem se posicionando como uma opg¢ao para
a substituicdo dos combustiveis fosseis. Sua producédo se da pela transesterificacdo entre uma
gordura e um monoélcool, liberando glicerol, que corresponde a 10% do volume da reacéo.
Grandes incrementos na producéo de biodisel resultardo em volumes proporcionais de glicerol
residual. Estudos tém mostrado que bactérias anaerdbias estritas e bactérias fermentativas séo
capazes de produzir hidrogénio, um combustivel de alto valor energético, que ndo gera gases
poluentes durante a sua queima. Visto a importancia de aumentar o valor agregado do glicerol
residual, o presente trabalho teve como objetivo isolar e identificar por técnicas moleculares,
bactérias presentes em lodos de estacOes de tratamento de residuos, capazes de produzir
hidrogénio utilizando glicerol residual da industria de biodiesel como fonte de carbono. As
amostras foram submetidas a choque térmico para eliminacéo de bactérias hidrogenotrdficas,
crescidas em meio contendo glicerol em condi¢bes de anaerobiose e analisadas para a
formagé&o de hidrogénio. Foram identificadas por sequenciamento do gene 16S rRNA, quinze
espécies bacterianas capazes de crescer em meio com glicerol, sendo que destas nove
apresentaram capacidade de producdo de hidrogénio, correspondendo a Enterobacter
ludwigii, Shigella sonnei, Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Staphylococcus
warneri, Alcaligenes faecalis, Bacillus subtilis, Bacillus atrophaeus e Citrobacter freundii.
Os isolados de Bacillus amyloliquefaciens mostraram maior rendimento na producdo de
hidrogénio com valores de 0,50+0,20 mol H,/mol de glicerol, utilizando o meio enriquecido
com 1,5% de glicerol residual. Adicionalmente, foi realizada analise de BLAST para verificar
a presenca dos genes HycC, HycE, HycF, HyfC, HyfF e HyfH relacionados a producdo de
hidrogénio. Este estudo foi desenvolvido utilizando apenas os microrganismos do género
Bacillus, uma vez que, dentre os microrganismos isolados, apenas os Bacillus apresentam
sequenciamento completo disponivel na rede de bioinformatica. Foi verificado que B.
amyloliquefaciens, B. licheniformis e B. artrophaeus ndo possuem o0s genes especificos
analisados, mas estes genes possuem similaridade com outros genes e proteinas que parecem
desempenhar fungdes no transporte de hidrogénio para exterior da célula. Os resultados
indicam que existe um grande potencial para a sele¢do de bactérias produtoras de hidrogénio
nos efluentes avaliados que séo capazes de metabolizar o glicerol residual com a geracéo de
hidrogénio, como combustivel de energia renovavel.

Palavras-chave: biodiesel, glicerol, glicerol residual, microrganismos, hidrogénio
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ABSTRACT

One of the major challenges for the coming years is to develop alternative forms of
production for sustainable energy. The biodiesel is positioning itself as an option for the
replacement of fossil fuels. Its production is by transesterification between a fat and
a monoalcohol, releasing glycerol, which corresponds to 10% of the volume of the reaction.
Large increases in the production of biodiesel result in proportional amounts of crude
glycerol.Studies have shown that strict anaerobic and fermentative bacteria are able to
produce hydrogen, a fuel of high energy value, which does not generate polluting
gases, during its burning. Given the importance of increasing the added value-added of crude
glycerol, the purpose of this study was to isolate and identify by molecular
techniques, bacteria present in sewage sludge from waste treatment plants, it is capable of
producing hydrogen using crude glycerol of biodiesel industry, as a carbon source. The
samples were subjected to thermal shock to eliminate hydrogenotrophic bacterias, grown in
the medium containing glycerol under anaerobic conditions and analyzed to produce
hydrogen. Were identified by sequencing of the 16S rRNA gene, 15 bacterial species able to
grow in medium with glycerol, and from these, nine showed the ability of hydrogen
production, corresponding to Enterobacter ludwigii, Shigella sonnei, Bacillus licheniformis,
Bacillus amyloliquefaciens, Staphylococcus warneri, Alcaligenes faecalis, Bacillus subtilis,
Bacillus atrhopheus and Citrobacter freundii. The Bacillus amyloliquefaciens isolate showed
higher yield in the production of hydrogen, with values of 0.50£0.20 mol
H./mol of glycerol, using the enriched medium with 1.5% crude glycerol. In addition, BLAST
analysis were performed to check the presence of genes HycC, HycE, HycF, HyfC, HyfF and
HyfH related to hydrogen production. This study was developed using microorganisms of
genus Bacillus, since, among the isolated microorganisms, only the Bacillus have complete
DNA sequencing available. It was found that B. amyloliquefaciens, B. licheniformis and
B. artrophaeus do not have the specific genes analyzed, but these genes have similarity with
other genes and proteins that appear to perform roles in the transport of hydrogen to outside
the cell. The results indicate that there is a great potential for the selection of bacteria
producing hydrogen in the effluents evaluated, that are able to metabolize crude glycerol with
the generation of hydrogen as a fuel for renewable energy.

Keywords: biodiesel, glycerol, glycerol residual, microorganisms, hydrogen
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1 INTRODUCAO

Atualmente, devido as questdes ambientais provocadas pelas atividades
antropogénicas que estdo modificando o clima do planeta, estd havendo um esforgo coletivo
pela busca de fontes de energia alternativa e de processos sustentaveis visando a reducao da
poluicdo ambiental e do aquecimento global do planeta. Frente a esta problematica, o mercado
dos biocombustiveis, cita-se o biodiesel e etanol, representa uma alternativa em substituicdo
aos combustiveis fosseis. O biodiesel é obtido a partir de fontes renovaveis, tais como 6leos
vegetais e gordura animal, é biodegradavel e apresenta baixa emissdo de gases toxicos durante
a sua queima. O Brasil € um dos pioneiros na utilizacdo desse tipo de combustivel, pois desde
a década de 70 ja utiliza o alcool etilico oriundo da fermentacdo da cana-de-agUcar.

O Rio Grande do Sul € o principal estado produtor de biodiesel do pais, sendo
responsavel por 25% da producdo nacional. A demanda e a producdo do biodiesel, no Brasil,
aumentaram de forma vertiginosa, diante da obrigatoriedade da adi¢do do composto ao diesel
(lei 11.097/2005). Como consequéncia, 0s subprodutos da fabricacdo deste biocombustivel
também aumentam, principalmente o glicerol residual, que corresponde a 10% do volume do
biocombustivel produzido. Hoje em dia, uma pequena parte deste subproduto purificado é
usada principalmente nas industrias quimicas, farmacéuticas e de alimentos. Para evitar um
acumulo do glicerol residual e garantir a sustentabilidade das empresas produtoras de
biodiesel, tornam-se necessarios estudos de novas alternativas para a utilizacdo desse
elemento.

Algumas pesquisas de interesse econdmico mostram que a utilizagdo do glicerol
como fonte de carbono em processos fermentativos poderia se tornar mais vantajoso frente
aos substratos utilizados tradicionalmente.

Os processos biotecnologicos tém se tornado uma alternativa para a produgédo de

energia e a utilizagcdo de residuos industriais. Neste contexto, as fermentagfes ocorridas
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principalmente em anaerobiose, tém se destacado por demandarem pouca energia para a
realizacdo, sendo os produtos finais compostos quimicos que podem ser aproveitados como
fonte de energia, como exemplo, o hidrogénio (H;). Dessa forma, H,, em longo prazo, parece
ser uma opc¢do razoavel como fonte de energia para sustentar o continuo crescimento da
economia mundial, além de amenizar a situacdo dos combustiveis fosseis e aquecimento
global.

Estrategicamente, o desenvolvimento de processos de producdo de H, via
fermentacdo microbiologica por culturas mistas ou puras isoladas de lodos oriundos de
processos anaerdbios ou lodos ativados, constitui um processo biotecnoldgico alternativo para
producdo de energia menos poluente e o aproveitamento do glicerol residual.

As bactérias capazes de produzir H, em grande escala sdo encontradas naturalmente
em solos, dguas e esgotos. Esses materiais podem ser usados como indculo em meios para
producdo fermentativa de H,. Uma variedade de culturas puras ou mistas de bactérias tem
sido usada para a producdo de H,, a partir de diferentes substratos. Clostridium e
Enterobacter sdo as mais largamente utilizadas em in6culos para a producdo de H,. Muitos
estudos em culturas puras de bactérias para fermentacdo de H, tém sido conduzidos em
bateladas usando glicerol como substrato. Revisdes da literatura mostram que outros géneros,
além das bactérias citadas anteriormente, estdo envolvidos na produgdo de H,. Séo elas:
Escherichia, Pseudomonas, Thermococus, Thermotoga, Ruminococus, Hafnia, Citrobacter e
Ethanoligenense.

Neste contexto, 0 presente trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar bactérias
de reatores de tratamento de efluentes e lodos ativados capazes de produzir H, a partir de

glicerol.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Isolar e caracterizar bactérias de reatores de tratamento de efluentes e lodos ativados

capazes de produzir H, combustivel a partir de glicerol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Como forma de atingir o objetivo geral do trabalho, teve os seguintes objetivos
especificos:

e obter culturas puras de microrganismos anaerobios facultativos produtores de
H, a partir de glicerol e glicerol residual oriundo da fabricacéo de biodiesel,

e comparar a producdo de H, dos microrganismos isolados com linhagens padréo
conhecidamente produtoras de H, utilizando glicerol e glicerol residual;

e conhecer género e espécie dos microrganismos isolados através de
sequenciamento de DNA,;

e verificar a presenca dos genes HycC, HyckE, HycF, HyfC, HyfF e HyfH nos
microrganismos isolados e relacionados a producao de hidrogénio no Dominio

Bactéria.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BIOCOMBUSTIVEIS E A PROBLEMATICA DO GLICEROL

Biocombustiveis sdo combustiveis biodegradaveis e podem ser produzidos por
produtos agricolas renovaveis (Chaganti et al., 2012; Quispe et al., 2013). O Brasil tem se
destacado desde a década de 70 pelo seu programa de etanol a partir da cana-de-agucar. Outro
biocombustivel de destaque no Brasil é o biodiesel.

O biodiesel possui caracteristicas que Ihe conferem o titulo de combustivel limpo
(Anitescu & Bruno, 2012). Este tipo de combustivel elimina varios tipos de agressées ao meio
ambiente como, por exemplo: evita-se utilizar combustiveis fésseis com reservas limitadas,
diminui a emissdo de substancias toxicas pelos escapamentos de motores e o biodiesel é
degradado facilmente (PI&, 2002). Durante sua fabricacdo ocorre a reacdo de um alcool com
uma gordura — transesterificacdo com a formacdo de ésteres metilicos (biodiesel), acidos
graxos e glicerol. Para cada trés mols de ésteres metilicos é gerado um mol de glicerol, ou
seja, aproximadamente 10% da massa do produto formado (Karinen & Krause, 2006; Mota et

al., 2009; Beatriz et al., 2010, Quispe et al., 2013). Esta reacdo pode ser observada na Figura
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Figura 1. Producdo do biodiesel a partir da transesterificagdo de Oleos vegetais. * O catalisador
utilizado na reagdo pode variar entre KOH e NaOH.
Adaptado: Mota et al., 2009.
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Os cinco maiores produtores de glicerol residual de biodiesel no mundo séo:
Alemanha, Estados Unidos, Franga, Argentina e Brasil, sendo responsaveis por 68,4% da
producdo do biodiesel do mundo (Sarma et al., 2012). O estado brasileiro com maior
producdo de biodiesel e consequentemente glicerol é o Rio Grande do Sul, sendo responsavel
por mais de 25% da producéo nacional (Feix, 2012).

A crescente producdo brasileira de biodiesel deve-se principalmente a lei
11.097/2005 que tornou obrigatdria a adicdo de 2% de biodiesel ao diesel até 2008 e adicao de
5% em 2013 (Leoneti et al., 2012), sendo que para novembro de 2014 a estimativa é que este
valor aumente para 7%. Estima-se que diante dessa lei o0 excedente de glicerol no pais em
2013 tenha ultrapassado a producdo de 250.000 toneladas (Beatriz et al., 2010; Umpierre &
Machado, 2013). Para 2020, a estimativa é que a producdo mundial de glicerol chegue a trés
milhGes de toneladas, enquanto que sua demanda ndo deve ultrapassar a 500 mil
toneladas/ano (Lin, 2013). Portanto, destinacdo do glicerol € um problema para a producédo do
biodiesel, sendo fundamental buscar formas de consumo deste glicerol (Leoneti et al., 2012) .

As aplicagbes do glicerol bruto, oriundo da fabricacdo do biodiesel, que estdo em
estudo, vao da fabricacdo de novos produtos quimicos, passando pela fabricacdo de aditivos
para combustiveis de automdveis, metanol, alimento para animais. Além disso, o glicerol
pode ser usado como fonte de carbono para a producdo de H,, dihidroxicetona, éacido
succinico, acido propionico e &cido citrico (Leoneti et al., 2012).

Diante disso, a producdo de H, por bioconversdo do glicerol residual pode ser uma
opcao adequada para a utilizagdo deste residuo, ja que esse tenderd a se acumular no meio
ambiente.

O H, tem um teor energético elevado e € uma fonte de energia limpa, tendo potencial

para ser uma alternativa aos combustiveis fosseis (Chaganti et al.,2012; Sarma et al., 2012).
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3.2 GLICEROL

Glicerol é o nome comum do composto organico 1,2,3-propanotriol, descrito por
Carl W. Scheele em 1779 durante uma separacdo aquecida de PbO (monoxido de chumbo)
preparado com 6leo de oliva (Arruda et al., 2007; Rivaldi et al., 2007). Em 1858, Pasteur
também observou sua formacdo como um subproduto da fermentacdo alcodlica em
concentracdes de 2,5-3,6% do contetdo de etanol, podendo ser o glicerol o terceiro maior
produto formado durante a fermentacdo alcodlica (Tosetto & Andrietta, 2003; Arruda et al.,
2007).

E um composto organico pertencente a funcdo alcool, liquido & temperatura
ambiente, higroscépico e inodoro (Quispe et al., 2013). Este pode ser obtido mediante a
saponificacdo de acidos graxos com hidréxidos de sédio ou potéssio, que sdo coprodutos da

fabricacdo do biodiesel. A Figura 2 representa e estrutura quimica do glicerol.

Figura 2. Estrutura molecular do glicerol.
Fonte: Quispe et al. (2013).

O termo glicerol esta presente em todos os 6leos e gorduras de origem animal e
vegetal em sua forma combinada, ou seja, ligado a &cidos graxos tais como o acido esteérico,
oleico, palmitico e laurico para formar a molécula de triacilglicerol. Devido a rea¢do ocorrida

durante sua formacdo, o glicerol residual pode conter uma série de impurezas como sais
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inorganicos, acidos, agua, metanol e uma variedade de componentes (Lin, 2013). As

propriedades fisico-quimicas do glicerol estdo representadas na Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do glicerol.

Caracteristicas fisico — quimicas do glicerol

Peso molecular 92,09
Densidade (glicerol 100%) 25°C 1,262Kg/™
Viscosidade 20°C 939cps
Ponto de ebuligdo (101.3Kpa) 290°C
Ponto de fusdo 18°C
Ponto de inflamagéo 177°C
Tensdo superficial 20°C 63,4mN/m
Calor especifico (glicerol 99,94%) 26°C 2,435J/g
Calor de evaporagéo 55°C 88,125J/mol
Calor de dissolucao 5,8KJ/mol
Calor de formacéo 667,8KJ/mol
Condutividade térmica 0,28W/(m.K)

*Adaptado de Arruda et al., 2007.

O termo glicerina refere-se ao produto na forma comercial, com pureza acima de
95% (Quispe et al., 2013). Esta tem aplicacdo em larga escala nos setores: cosmético, higiene
pessoal, alimentos, medicamento, fumo, crioprotetores e na inddstria téxtil (Arruda et al.,
2007; Mota et al., 2009). Para que o glicerol atinja este grau de pureza, ele deve ser submetido
a destilacdo, 0 que agrega alto custo ao processo (Rivaldi et al., 2007). O glicerol também
pode ser usado como um agente crioprotetor, pois ndo permite a formacéo de cristais de gelo
na célula, mantendo a estabilidade da parede celular e vitalidade da mesma durante o processo
de congelamento para sua conservagdo (Arruda et al., 2007; Rossi, 2011).

Estudos demonstram que o glicerol em sua forma bruta contém elementos
nutricionais (fosforo, enxofre, magneésio, calcio, nitrogénio e sodio) que podem ser usados por
microrganismos durante seu crescimento em fermentac6es, 0 que baixa consideravelmente o
preco do processo, uma vez que carboidratos puros, como a glicose, por exemplo, possuem
um preco superior (Arruda et al., 2007; Rivaldi et al., 2007; Sabaratnam & Ali Hassan,

2012).
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3.3 HIDROGENIO

O hidrogénio é o elemento mais simples e abundante do universo, representando %
de toda a matéria existente (Neves, 2009). Trata-se de um gas incolor, inodoro, insipido e
muito mais leve que o ar (Lamaison, 2009).

A ideia de usar o gas hidrogénio (H,) como fonte de energia ndo € nova. Iniciou em
1868 com os trabalhos do cientista E. Viel. Trata-se de um combustivel eficiente com
rendimento energético de 122 kJ/g, podendo representar até 2.4, 2.8 e 4 vezes mais
rendimento energético se comparado ao metano, gasolina e carvao, respectivamente (Lovato,
2014). O valor energético elevado da queima do H, esté relacionado ao fato do rompimento
da ligacdo covalente da molécula, fazendo com que toda molécula seja reativa (Sandalci &
Karagoz, 2014).

O interesse pelo H, tem aumentado devido aos avancos tecnoldgicos nas células de
combustiveis, o sucessor em potencial das baterias de produtos eletrénicos, plantas de
poténcia e motores de combustdo interna (Dunn, 2002). Acredita-se que o H, sera essencial
para a sustentabilidade energética e ambiental. Trata-se de uma fonte limpa de energia, pois
quando ocorre sua combustdo na presenca de oxigénio, ha apenas a formacdo de agua, por
isso seu uso futuro esta relacionado ao setor de transportes, onde ira ajudar na reducdo da
poluicdo (Barros et al., 2011).

Segundo o Programa Americano de Hidrogénio, estima-se que até 2040 havera
veiculos a H, em todos os estados americanos (Costa, 2010). Entretanto, o gas H, ndo esta
disponivel em quantidade suficiente na natureza e sua produgdo economicamente viavel
continua a ser um desafio (Tansksale et al., 2010). Neves (2009) afirma que para suprir estas
necessidades, principalmente energéticas, sdo necessarios novos estudos para tornar possivel a

producéo biologica de H..
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Estima-se que 96% do H; produzido no mundo sdo provenientes de fontes fosseis de
energia (Ewan & Allen, 2005; Guo et al., 2012), mas pesquisas na area tentam produzir o H,
por fermentacdo microbiana, assim como ocorrem com o etanol e o biogas (Hallenbeck &
Benemann, 2013). Este tipo de producdo pode ser uma alternativa favoravel, por ter menor
gasto energético e ser realizada em temperatura e pressdo favoravel (Carminato & Zaiat,
2014; Lovato, 2014).

A producéo bioldgica de H, pode se dar das seguintes formas (Maintinguer et al.,
2008; Das,2009; Lazaro et al., 2014; Hallenbeck & Benemann, 2013; Yasin et al., 2013) :

i)  biofotdlise da agua utilizando algas e cianobactérias;

i)  fotossintese anoxigénia;

iii) producdo fermentativa de H, a partir de compostos organicos, sendo
esta possivel, utilizando uma variada gama de substratos e;

iv) sistemas hibridos utilizando bactérias fototrofica e fermentativa.

As bactérias fermentadoras alcancam maiores rendimentos em H, na transformacao
de substratos, enquanto as fotossintéticas convertem 1% da energia solar, as fermentativas sao
capazes de converter de 20-25% da energia contida em agUcares e outros substratos em H,
(Hallenbeck & Ghosh, 2009; Hallenbeck & Benemann, 2013).

Para Costa (2010), a producdo bioldgica de H, por fermentacdo anaerdbia promete
ser um meio econémico vidvel, mas tem sido tratada com pouca atencdo se comparada a
producdo por microrganismos fotossintéticos. Embora sejam varios 0s mecanismos para a
producdo de H,, o processo que vem se destacando € a fermentacdo anaerobia (Chaganti et
al,2012). Trata-se de um processo que envolve uma entrada minima de energia, de uma
variada gama de substratos (glicose, sacarose, xilose e amido, etc.) e os in6culos microbianos
podem ser obtidos das mais variadas fontes (Das, 2009; Barros et al., 2011), incluindo varios

materiais que seriam descartados no ambiente (Lamaison, 2009), inclusive lodos industriais.
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A utilizacdo destes residuos se justificaria pela necessidade de tornar a producdo de H, um
processo economicamente viavel (Lamaison, 2009). Portanto, € um processo que combina a
producdo de energia e a utilizacdo de residuos, podendo até mesmo estar acoplada a uma
estacao de tratamento de agua residuarias (Barros et al., 2011, Braga & Zaiat, 2014).

A fermentacéo € tecnicamente mais simples que o processo fotossintético e apresenta
bons rendimentos tendo como vantagens altas velocidades de producdo de H,. As fontes de
indculo para producdo fermentativa de H,, descritas e testadas com eficiéncia, se referem a
indculos vindos de paises de clima temperado, como por exemplo: lodo de estacbes de
tratamento de esgoto sanitario, sedimentos de lagoas e 4&guas residuarias. Portanto, ha a
necessidade de se estudar inoculos provenientes de ambiente tropical como o Brasil
(Maitinguer et al., 2008). Além disso, a dificuldade da fermentacdo estd em selecionar
culturas de microrganismos que nao contenham nenhum tipo de bactéria consumidora de Hy,
tais como as metanogénicas (Costa, 2010).

Os microrganismos consumidores de H, podem ser eliminados por tratamento
térmico da amostra antes da fermentacdo. No entanto, ndo ha muitos registros da eficiéncia
dos tratamentos que visam eliminar bactérias consumidoras de H,. Portanto, ha necessidade
de novos estudos para que se desenvolva um tratamento eficiente (Selembo et al., 2009;
Sarma et al., 2012).

Apos o processo fermentativo, o H, resultante pode ser armazenado de trés formas
diferentes. Na sua forma gasosa, sendo comprimido, como é o caso dos carros com pilhas
movidas a H,. Em sua forma liquida, precisa ser mantido em torno -253°C para evitar a sua
evaporacdo, sendo praticamente invidvel economicamente. Finalmente, pode sofrer
armazenamento por reabsor¢do de um metal, formando um hidreto metélico. Para liberagédo

posterior do H,, a combinagdo precisa ser aquecida a 300° C. Todos estes métodos ainda
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possuem custos elevados e precisam ser aperfeicoados, ja que se tornam perigosos, uma vez

que o H; é inflamavel e explosivo em contato com o ar (Santos & Santos, 2004).

3.4 PROCESSOS METABOLICOS PARA A PRODUCAO DE H, A PARTIR DE
GLICEROL

3.4.1 O glicerol e 0 metabolismo microbiano

O glicerol residual originado da fabricacdo de biodiesel pode conter residuos de
substancias usadas na sua fabricacdo, como por exemplo: sabdes, metanol e cristais de
hidréxido de sédio usado como catalisador. Essas substancias sdo conhecidas por inibir o
crescimento microbiano, por isso, 0 pré-tratamento do glicerol residual é recomendado para a
maxima producdo de H, (Sarma et al., 2012). Apds o pré-tratamento, o glicerol é considerado
uma fonte de carbono altamente reduzida e assimilavel pelos microrganismos, seja sob
condicBGes aerdbias ou anaerdbias, agindo como regulador do potencial redox e para a
reciclagem de fosfato inorganico para dentro da célula (Rivaldi et al., 2007).

O glicerol é um dos poucos substratos que atravessa a membrana celular por difusao
facilitada nas células procarioticas (Rossi, 2011). Apds a passagem do glicerol através da
membrana plasmatica, pode ser catabolizado por varias rotas metabdlicas. Em presenca de
glicose, os genes que controlam a sintese da enzima glicerol-quinase e fosfo — albiquinona
oxidoredutase sdo reprimidos, mas desreprimidos quando o glicerol ou etanol sdo usados
como Unica fonte de carbono (Rivaldi et al., 2007).

Sarma et al. (2012) descrevem que ambos 0os mecanismos, oxidativos e redutores de
glicerol s&o conhecidos em espécies como Klebsiela, Citrobacter, Clostridium e
Enterobacter. Na via oxidativa, o glicerol é primeiramente convertido a dihidroxiacetona sob
a acdo da enzima desidrogenase. Apds, a dihidroxiacetona é fosforilada pela dihidroxiacetona

quinase, e, finalmente, o produto € metabolizado atraves da glicolise. Na reducéo, o glicerol é
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finalmente convertido a propanodiol atraves da producdo do intermedidrio 3-
hidropropionaldeido.

Vaérios subprodutos da fermentacdo do glicerol tém destaque no mercado brasileiro:
1,3 propanodiol, etanol, acidos organicos, polihidroxialcanoatos, acidos graxos poli-
insaturados e 6mega -3 (Rivaldi et al., 2007; Sarma et al., 2012).

3.4.2 Processo fermentativo microbiologico para geragdo de H, a partir do glicerol

Em procariotos, evolutivamente, a producdo de H, € essencialmente um meio para
liberar 0 excesso de prétons através das enzimas hidrogenases ou nitrogenases, sensiveis ao
oxigénio, por isso as condi¢cdes de fermentacdo sdo anaerdbias (Sabaratnam & Ali Hassan,
2012; Tsygankov & Tekuncheva, 2012; Hallenbeck & Benemann, 2013; Kumar et al., 2013).
Biologicamente, o H, pode ser produzido por microrganismos anaerdébios fermentativos que
utilizam carboidratos para sua formacdo (Maintinguer et al., 2008). O grande problema é que
0 microrganismo pode produzir este gas e também consumi-lo (Tsygankov & Tekucheva,
2012).

A maioria das espécies associadas a producdo de H, durante a acidogénese de
carboidratos séo: Enterobacter, Bacillus e Clostridium ( Kapdan & Kargi, 2006; Mohan,
2009; Barros et al., 2011).

A producdo de H, por via microbioldgica é baseada na reacdo redox:

2H" + 2¢ «—>H;
(Equacéo 1)

Portanto, o0 H, é gerado durante a via oxidativa do metabolismo do glicerol, e 0
propanodiol é produzido pelo metabolismo redutor. Quando as duas vias existem no mesmo
microrganismo parte da producédo de H, € consumida para a fabricacdo do propanodiol (Sarma
et al, 2012).

Segundo Kim et al. (2006), ainda ha algumas limitacbes na producdo do gas H,:

apenas 10-20% da energia do substrato € recuperada, devido a baixa energia metabdlica
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originada da fermentacdo. Ainda ndo foi obtida uma estabilidade operacional, dai a
necessidade de estudos que relacionem parametros como pH, tempo de retencdo hidraulica,
fonte de carbono e a propria pressdo que o gas formado pode causar no cultivo.

O efeito inibitério que a pressdo parcial do H, pode causar é o principal fator
limitante para sua producdo em grande escala, ja que a pressdo do gas diminui a atividade da
enzima hidrogenase responsavel pela producdo e utilizacdo de H, pelos microrganismos
(Kalia et al., 2003; Kim et al., 2006; Maintinguer et al., 2008).

Costa (2010) descreve a rota metabdlica de fermentacdo do glicerol para a fabricacédo
do H,, representada na Figura 3. As enzimas chaves e 0s genes tém sido identificados e
caracterizados somente em Citrobacter freundii e Klebsiella pneumoniae. Segundo o autor,
apos a entrada do glicerol na célula por difusdo, o glicerol pode ser metabolizado por dois
modos paralelos compreendendo quatro enzimas codificadas pelo operon dha. O primeiro
modo ¢ a oxidacdo do glicerol pela glicerol dehidrogenase (GDH), a dihidroxiacetona (DHA)
com a geracdo de equivalentes redutores (NADH,), a qual é entdo fosforilada pela
dihidroxiacetona kinase (DHAK) e direcionada para o metabolismos central. Depois 0
piruvato é entdo convertido a acetilcoenzima A (acetil-CoA), diéxido de carbono e H, pela
oxidorredutase ferredoxina pirtvico e hidrogenase. O piruvato também pode ser convertido a
acetil-CoA e formato, que pode ser prontamente convertido a hidrogénio e a diéxido de
carbono pelas bactérias tais como Escherichia coli. Acetil-CoA é finalmente convertido em
acetato, butirato e etanol dependendo do microrganismo e das condi¢cdes do ambiente.
NADH; ¢ utilizado na formacéo de butirato e etanol e 0 NADH,, residual podem ser oxidados
produzindo hidrogénio e NAD. O ATP é gerado na formacdo do butirato e acetato do acetil-
CoA. O segundo modo € a desidratacdo do glicerol a 3-hidroxipropionaldeido (3-HPA) pela
glicerol dehidratase (GDHt), o qual é convertido a 1,3 propanodiol pela enzima 1,3

propanodiol oxidorredutase (PDOR com a oxidacdo de NADH,).
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Figura 3. Rota bioquimica da fermentacéo do glicerol, indicando outros produtos de interesse, além do H,. Em
(A) rota metabdlica da ferrodoxina, utilizada por microrganismos anaerébios estritos. Rota metabdlica
do formiato, em (B), utilizada por microrganismos anaeroébios facultativos.

Fonte: Amaral et al., 2009.

Bactérias anaerdbias obrigatdrias e anaerdbias facultativas sdéo comumente utilizadas
na producdo de H,. Os rendimentos para a producdo do biogas sao variaveis, dependendo do
substrato e da rota metabolica desenvolvida pelo microrganismo (Braga & Zaiat, 2014).
Relatos de literaturas trazem que as bactérias anaerdbias facultativas produzem dois mols de
H,/mol de glicose, segundo a equacdo abaixo, utilizando a rota bioguimica do piruvato
formato liase (PFL) (Das, 2009; Sabaratnam & Ali Hassan, 2012; Braga & Zaiat, 2014).

Ce¢H1206 + 2H,O ———» 2CH,CH>,CH,COOH + 2H, + 2C0O,
(Equacéo 2)
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Ja bactérias estritamente anaerdbias produzem quatro mols Hya/mol de glicose, como
demonstrado na Equacdo 3, utilizando a rota do piruvato ferrodoxina oxidorredutase (Das,

2009; Sabaratnam & Ali Hassan, 2012; Braga & Zaiat, 2014).

CeHi2 Og + 2H,0 —— 2CH3COOH + 4H, + 2CO;
(Equacdo 3)

Quando usado o glicerol como fonte de carbono, este pode ser convertido em trés
mols de hidrogénio e um mol de &cido acético (Lovato, 2014).

H& vantagens em se utilizar microrganismos anaerdbios facultativos ja que sdo
menos sensiveis a presenca de oxigénio e tém a capacidade de retomar a producao de H, em
caso de esgotamento deste no meio. Como consequéncia, as bactérias anaerdbias facultativas
sdo, em geral, mais indicadas na conducdo de um processo de bioproducdo de H, por
fermentagdo (Das e Veziroglu, 2008).

A producédo de H, por fermentagdo anaerdbia pode ser realizada utilizando culturas
mistas de microrganismos, co-culturas ou culturas puras bacterianas (Amaral et al., 2009, Lay
et al., 2010). O processo fementativo utilizando cultura pura é mais simples de manusear se
comparado a culturas mistas, podendo inclusive ser capaz de metabolizar um maior espectro
de substratos. Ito et al. (2005) relata que o glicerol é o substrato usado como fonte de carbono
e gue conduziu a um maior rendimento em H, e etanol, tendo uma minima producdo de
subprodutos (acetato, butanodiol, acetona e lactato).

Varios microrganismos anaerobios produzem H; a partir de compostos organicos
contidos em diferentes tipos de residuos. No caso, destacam-se bactérias mesofilas anaerobias

pertencentes ao género Clostridium, como C. butyricum, C pasteurianum, C. paraputrificum e
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C. bifermentants. Estes microrganismos representam cerca de 65% do total das populacdes
produtoras de H, estudadas, em cultivos utilizando cultutas puras (Chong et. al., 2009).

Outros microrganismos mesofilos, porém anaerdbios facultativos, pertencentes a
familia Enterobactericeae tém a capacidade de produzir H, (Amaral et al., 2009). No caso,
CO; e H; séo liberados para a fase gasosa, e na fase liquida acumulam-se produtos como
acido formico, etanol e 2,3-butanodiol. A capacidade de producdo de H, por culturas de
Enterobacter aerogenes tem sido foco de varios estudos (Kapdan & Kargi, 2006, Markov et
al., 2010). Ito et. al. (2005) em cultivo de E. aerogenes HU-101, identificou a formacéo de H,
e etanol além da minima producdo de outros compostos quando o glicerol foi utilizado como
substrato. Sob condi¢des anaerdbias, microrganismos anaerdbios facultativos como Klebsiella
sdo capazes de converter glicerol em metabdlitos sollveis e gasosos, incluindo 1,3
propanodiol, 2,3- butanodiol, etanol, acido acético, acido succinio, H, e CO,. Para a producéo
simultanea de Hy, etanol, 1,3 propanodiol e 2,3- butanodio, Wu et al. (2011) destacam a
necessidade de avaliacdo das condigcdes operacionais - temperatura, pH e da concentracao de
glicerol.

3.4.3 Fatores que influenciam na producéo bioldgica de H;

A bioproducdo de H; depende de uma série de condicGes e parametros operacionais e
fisico-quimicos que influenciam o processo: nomeadamente, o tipo de indculo e de substrato,
o tipo de reator, a temperatura, a presenca e a concentracdo de nutrientes além do pH (Xiao et
al., 2010; Wang & Wan, 2009).

Segundo Yasin et al. (2013) as bactérias produtoras de H; séo estaveis em ambientes
extremos como calor, pH ou elementos quimicos, uma vez que geram esporos. Maintinguer et
al., (2008), destaca a necessidade de um pré-tratamento a quente do indculo, a fim de se
eliminar bactérias metanogénicas, pois algumas destas utilizam o H, em seu metabolismo. A

autora também esclarece que o pré-tratamento a quente juntamente com o controle de pH tém



30

sido aplicados para a selecdo de bactérias produtoras de esporos, o que favorece a producéo
de H,, uma vez que estas bactérias sdo tolerantes a condicdes ambientais adversas e a
temperaturas elevadas.

O pH é um fator limitante na producédo de Hy, pois afeta diretamente a via metabdlica
dos microrganismos (Choi & Ahn, 2014). A influéncia do pH na fermentacdo é bem
controversa na literatura (Lovato, 2014). Alguns estudos mostram que o pH ideal para a
producdo do gas é entre 5 e 7, j& que em pH variando ente 6,5 e 7 a atividade dos
microrganismos metanogénicos é afetada (Davila —Vazqueza et al., 2008; Choi & Ahn, 2014).
O pH acido, principalmente se estiver abaixo de 4,7, é altamente desfavoravel, pois inibe a
atividade das hidrogenases e outras enzimas responsaveis pelo processo de producdo de H,
diminuindo sua producdo (Lamaison, 2009; Lovato, 2014). Wang & Wan (2009) descrevem
que o pH ideal depende do indculo a ser utilizado, podendo variar de 4,5 até 9. Em seus
estudos, Choi & Ahn (2014) testaram fermentacGes de varios substratos, utilizando pH 6 e 9,
tendo como conclusao que pH acima de 8 € desfavoravel para a producéao de H,.

Para Wang & Wan (2009), as bactérias produtoras de H, sdo capazes de consumir
varios tipos de substratos, sendo que industrialmente, 0 modo de fermentacéo continuo seria 0
mais indicado por demandar menos energia. H4 um amplo espectro de substratos ja testados:
xilose, glicose, sacarose, amido, agua residuaria de arroz, leite em p6, efluente de cervejaria e
restos de alimentos. Concentragdes muito elevadas de substrato diminuem a producéo de Ha.
Ainda ndo existe um consenso sobre a concentracdo Otima de substrato. Liu et al. (2013)
acredita que quando o glicerol é usado como substrato, este ndo seja um fator critico para a
fermentacdo, pois ndo encontram diferencas de producdo do gas, em concentracfes variando
de 1a10g/L.

Uma das vantagens da producdo de H, por via biologica esta relacionada a

capacidade dos microrganismos de selecionarem o seu substrato, mesmo quando este se
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encontra numa mistura de outros compostos. Assim, minimiza-se a necessidade de purificacdo
do substrato fundamental ao processo, o que se traduz num maior espectro de matérias-primas
que poderiam ser utilizados e uma menor necessidade de tratamentos quimicos (Drapcho et.
al., 2008). Substratos muito complexos precisam passar por tratamentos antes de serem
utilizados, como por exemplo, os lodos ativados, que possuem grande quantidade de matérias
organicas.

Quanto aos meios de cultivo utilizados na producdo do H,, estes devem possuir
composicado semelhante aos utilizados na digestdo anaerobia completa da matéria organica. Ja
para culturas mistas, € importante suprimir a Gltima etapa da digestdo anaerdbia e que a
composicdo do meio de cultura desfavoreca as bactérias metanogénicas (Maintinguer et al.,
2008).

Segundo Costa (2010), os critérios para a escolha do tipo de residuo a ser usado na
producdo do H, sdo: a disponibilidade, custo, conteddo em hidratos de carbono e
biodegradabilidade. Diante destes fatores, os efluentes das industrias alimentares (leite, azeite
e queijo) podem ser usados para a fabricacdo do gas.

A temperatura € um importante parametro operacional, afetando diretamente o
crescimento do microrganismo e em sua rota metabolica (Elsharnouby et al., 2013). Estudos
mostram que a temperatura ideal para a producdo de H, varia entre 30°C e 55°C, dependendo
do uso de bactérias mesdfilas ou termofilas (Wang & Wan, 2009; Yasin et al., 2013). Em
condicBes mesofilicas a producdo de H, se torna instavel e descontinua, enquanto que em
condicdes termofilicas a producéo tende a ser estavel e continua (Fuess et al., 2014).

Necessita-se fazer o tratamento térmico em temperaturas superiores a 70°C para a
eliminacdo das bactérias consumidoras de H,, (Lamaison, 2009), uma vez que, em condicdes
adversas, as produtoras de H, tem mais chances de sobreviver se comparado as

hidrogenotroficas (Wang & Wan, 2009).
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Para o crescimento de bactérias produtoras € essencial fontes de nitrogénio e fésforo,
ja que sdo importantes componentes de proteinas (Wang & Wan, 2009). fons metélicos, como
Fe®, devem ser estudados, pois s3o essenciais para o funcionamento das hidrogenases, mas
podem funcionar como inibidores das bactérias.

A producdo de H, é um processo anaerébio e, portanto, ndo ha problemas
relacionados a limitacdo por O, (Kotay e Das, 2009).

3.4.4 Principais microrganismos envolvidos na producéo biologica de H;

A producédo de H; pode dar-se por culturas puras de bactérias, ou seja, por um unico
microrganismo. Neves (2009) destaca que neste caso 0s microrganismos mais usados sdo 0s
do género Clostridium e Enterobacter, sendo que a producdo de H; por Enterobacter
apresenta a vantagem de ndo ter seu crescimento inibido em uma atmosfera de 100% desse
gas, quando comparada a producéo por Clostridium.Tal processo de producao também se faz
por consorcios bacterianos em ambientes naturais como o lodo, por exemplo. No caso de uma
fermentacdo por cultura mista deve-se ter cuidado, pois pode haver bactérias produtoras e
bactérias consumidoras de H,, 0 que levaria a um decréscimo na producdo. Para se controlar
esta situacdo, o ideal é aplicar pré-tratamentos no inéculo para suprimir atividades de
bactérias que consumam H,. Varios sdo os tratamentos que se pode aplicar: choque térmico
(sendo o mais comum), ou adicdo de compostos quimicos como cloroférmio, 2-
bromoetanosulfato e isopropano (Neves, 2009).

A identificagdo da prevaléncia de um microrganismo ou a associagdes dos
microrganismos na cultura mista dependera das condigbes fermentativas e de uma
metodologia de determinacdo das linhagens, que, efetivamente, estejam contribuindo para a
producéo do géas esperado.

Os géneros Archea e Bacteria estdo envolvidos neste tipo de processo. Podem

desenvolver seus metabolismos em diferentes temperaturas: mesoéfilos (25 a 40°C), termdfilos
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(40 a 65°C), termofilos extremos (65°C a 80°C) e hipertermofilos (temperaturas superiores a
80°C) (Neves, 2009).

Em ensaios utilizando sacarose ou xilose como substrato para fermentacdo do
indculo advindo de dejetos da suinocultura, Maitinguer et al. (2008) identificou através de
fragmentos de DNA amplificados e separados pela eletroforese em gel de gradiente
desnaturante (DGGE) os seguintes géneros de microrganismos como envolvidos na producao
de hidrogénio: Burkholderia, Klebsiella, Clostridium e Enterobacter. Os melhores resultados
obtidos descritos pela autora foram para os reatores alimentados com sacarose, de 1,6 mols de
H./mol sacarose, com substrato inicial de 1184 mg sacarose/L; ja para 0s ensaios com Xxilose
em concentracdo inicial 3588 mg xilose/L, bteve producdo de 0,8 mols de Hy/mol de xilose
(Maitinguer et al., 2008).

Estima-se que 64,6% das populacdes microbianas estudadas para producdo de
hidrogénio, trata-se do género Clostridium (C. buytricum, C. pasteurianum, C. paraputrificum
e C. bifermentants). Estes microrganismos sdo anaerobios e mesofilos. Produzem H; para a
fase gasosa durante sua fase exponencial de crescimento. Por alterar seu metabolismo celular
na fase estacionaria, passam a produzir outros compostos tais como acetona, ao invés de
hidrogénio. Ainda segundo o autor, microrganismos do género Clostridium, podem ser
facilmente obtidos por tratamento calorifico de lodos bioldgicos (Neves, 2009).

Em estudos com diferentes substratos, glicose, peptona, e amido, peptona, Li et al.
(2010), identificaram comunidades microbianas por através de técnica de DGGE, composta
por  Clostridium sporogenes, Clostridium celerecrescens, Lactobacillus plantarum,
Propionispira arboris e Clostridium butyricum.

Para Lazaro et al. (2014), as bactérias fermentativas identificadas no reator de
producdo de H, incluem: Enterobacter, Clostridium, Desulfovibrio vulgaris, Maegashaera

elsdenii, Citrobacter inermedius e Escherichia coli. Bactérias do género Clostridium séo as
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mais utilizadas, pois possuem alta capacidade de producdo de H,, 1,61-2,36 mol de H,/ mol
de glicose. Enterobacter apresentam rendimento de 1 mol de Hy/mol de glicose. E.coli foi
capaz de fermentar glicerol com uma producdo de 0,69 mmol Hy/L/h (Hu et al., 2010)

Para fermentacdes com culturas puras, Wang & Wan (2009) descrevem como
géneros mais usados Clostridium e Enterobacter. Estas fermentacdes sdo geralmente
conduzidas em batelada, tendo a glicose como fonte de carbono. Ja para culturas mistas, 0s
autores recomendam um pré-tratamento (chogue térmico, acido, base, aeracdo, congelamento
e descongelamento, cloroférmio ou alguns tipos de &cidos) para que sejam eliminadas as
bactérias que possam consumir H,, antes da fermentacao.

Em fermentagdes utilizando glicerol residual da fabricacdo de biodiesel, Klebsiella
pneumonie apresentou capacidade de degradacdo deste e producdo simultanea de H, e etanol
(Costa, 2010).

Kuo et al. (2011) confia a producdo do gas a uma comunidade bacteriana, com a
maioria dos representantes pertencentes ao género Clostridium. A taxa méaxima de producéo
do H, foi de 1.06 mmol-Hy/h/g-VSS pela fermentacdo de residuos de cozinha.
Acetobacterium paludosum, Beutenbergia cavernae, Cellulomas flaginea, Trichococcus
palustris, Clostridium propionicum, Clostridium quinii e Thermolithobacter carboxydivorans
estdo entre as bactérias produtoras de H, descritas por Chaganti et al. (2012) ao estudar a
comunidade bacteriana de uma estacdo de tratamento de &guas residuarias em Ontério,
Canada.

Bactérias termofilas dos géneros Deasulfotomaculum e Thermococcus sdo descritas
como produtoras de H, em condi¢6es mesofilas. A produgdo de H, em temperaturas baixas
reduz custos do processo fermentativo (Neves, 2009).

A seguir a relacdo de alguns microrganismos capazes de produzir H;, pela conversao

do glicerol e do glicerol residual (Tabela 2).
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Tabela 2. Microrganismos capazes de produzir hidrogénio pela metaboliza¢do do glicerol puro ou residual.

Microrganismo Maxima producéo de hidrogénio Autores
Klebsiella pneumoniae DSM 2026 0,53 mol Hy/ mol glicerol Liu e Fang (2007).
Enterobacter aerogenes 0,77 mol Hy/ mol glicerol Marques et al. (2009).
Enterobacter aerogenes 0,2 mol H,/ mol glicerol Markov et al. (2010).
Klebsiela sp. HE1 0,345 mol H,/ mol glicerol Ken-Jer et al. (2011).
Enterobacter aerogenes 1,22 mol H,/ mol glicerol Jitrwung & Yargeau

(2011).

Thermotoga neapolitana 0,620 mol Hy/ mol glicerol Ngo & Sim (2012).
Klebsiela pneumoniae BLh-1 0,312 mol Hy/ mol glicerol Rossi (2011).
Enterobacter aerogenes 0,84 mol Hy,/ mol glicerol Jitrwung et al. (2013).
Halanaerobium  saccharolyticum e 3 mol H,/ mol glicerol Kivisto et al. (2013).

Clostridium butyricum
Clostridium pasteurianum, C. butyricum 0,93 mol H,/ mol glicerol Lo et al. (2013).

e Klebsiella sp.

3.5 ENZIMAS ENVOLVIDAS NA PRODUCAO DE H,

As hidrogenases séo o principal grupo de enzimas envolvida na producdo de H, por
fermentacdo microbiana (Vignais et al., 2001; Vignais & Billoud, 2007; Heinekey, 2009;
Hallenbeck, 2012; Sabaratham & Ali Hassan, 2012). O primeiro relato de sua atividade foi
em 1931, no crescimento e producdo de hidrogénio por E. coli (Heinekey, 2009). Este
conjunto de enzimas catalisam a formacdo e a decomposicédo do H,. Seu pH 6timo varia entre
6,5-7,5 (Hallenbeck, 2012; Sabaratnam & Ali Hassan, 2012). Ela foi encontrada em
procariontes, eucariontes, protozoarios e fungos (Vignais et al., 2001; Heinekey, 2009). Seus
genes estdo nomeados em ordem alfabética de acordo com a sua posi¢ao no claster.

A partir de 2004, as hidrogenases foram classificadas em trés tipos, segundo seus
sitios ativos: [Fe] hidrogenases, [FeFe] hidrogenases, presentes no Dominio Bacteria e
Eucaria; e [NiFe] hidrogenases, presentes em Arqueas e Bactérias (Vignais et al., 2001,

Vignais & Billound, 2007). A Figura 4 demonstra os sitios das diferentes hidrogenases.
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Figura 4. Estrutura dos trés tipos de enzima hidrogenase, enfatizando seus sitios ativos.
Fonte: Hallenbeck, 2012.

As hidrogenases sdo enzimas expressas preferencialmente em anaerobiose. As
[FeFe] hidrogenase sdo rapidamente destruidas na presenca de oxigénio, enquanto as [NiFe]
hidrogenase podem reagir com o oxigénio gerando intermediarios que podem ser reativados
por reducéo (Hallenbeck, 2012). Microrganismos Gram positivos do Filo Firmicutes possuem
enzimas do tipo [FeFe], ja Proteobactérias Gram negativas expressam [NiFe] hidrogenases
(Hallenbeck, 2012).
3.5.1 [NiFe] hidrogenases

A maioria das hidrogenases conhecidas pertencem a classe das [NiFe] hidrogenases,
sendo a classe mais estudada. O centro ativo desta enzima é bimetalico contendo um Ni e um
Fe. O niquel esta ligado a quatro cisteinas, duas das quais fazem parte o ferro. O ferro ainda é
coordenado por uma molécula de monoxido de carbono e dois ions cianetos ligados (Baltazer,

2009).
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As [NiFe] hidrogenases sdo divididas em 4 subgrupos. O grupo 1, Hyd-1 séo as
hidrogenases que possuem capacidade de se associarem a parceiros metabolicos com
potencial de oxirreducdo, permitindo que in vivo o H, seja oxidado e usado como fonte de
energia (Vignais et al., 2001; Viganis & Colbeau, 2004; Vignais & Billoud, 2007). As
hidrogenases que formam o grupo 2 (Hyd-2) estdo presentes em cianobactérias, com funcéo
de fixacdo de nitrogénio (Viganis & Colbeau, 2004). O grupo 3, Hyd-3, sdo as hidrogenases
citoplasmaticas reversiveis, estdo associadas a subunidades que ligam cofatores solUveis,
como o cofator F420, o NAD e o NADP(Vignais et al., 2001; Viganis & Colbeau, 2004;
Vignais & Billoud, 2007). As enzimas pertencentes ao grupo 3 catalisam as reacdes nos dois
sentidos. Hyd-4, o quarto subgrupo das [NiFe], produzem H, como forma de eliminar o
excesso de equivalentes redutores resultantes da oxidacdo anaerdbia de compostos organicos
(Vignais et al., 2001; Baltazar, 2009; Heinekey, 2009).

Cada microrganismo pode expressar diferentes hidrogenases, localizadas em
diferentes compartimentos celulares (Vignais et al., 2001). Esta caracteristica reflete a
importancia do H, para o metabolismo, garantindo uma forma répida e eficiente diante de
mudangas energéticas garantindo o crescimento celular (Vignais et al., 2001).

Sdo muitos os genes de hidrogenase para cada tipo de enzima. A funcdo de cada
uma das subunidades enzimaticas ainda nao foi bem entendida, uma vez que dependendo do
tipo de substrato usado na fermentacdo elas se comportam de maneira diferente (Sanchez —
Torres et al., 2013).

Em E.coli, por exemplo, foi estudado o comportamento da Hyd-1, Hyd-2, Hyd-3 e
Hyd-4. Quando usado glicose como substrato Hyd-1 e Hyd-2 parecem atuar diretamente na
sintese de H,, enquanto Hyd-3 e Hyd-4 ndo parecem participar do processo. Em contrapartida,
quando utilizado o glicerol como substrato, Hyd -2 e Hyd- 3 desempenharam um papel

importante enquanto Hyd-1 e Hyd-4 ndo demonstraram relagdo no crescimento celular e
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producdo de H,, Quando inativadas, as hidrogenases 2 e 3 em fermentacéo de glicose, ocorre
a diminuicdo do crescimento celular. Estas mesmas hidrogenases inativadas em fermentacéo
de glicerol, o crescimento celular ndo é afetado. A funcao da hidrogenase 3 fica relacionada a
sintese de Hy, enquanto a da hidrogenase 2, necessaria para sintese de glicerol, ndo houve
impactos significativos inativando a hidrogenase 1 e 4 (Sanchez — Torres et al. 2013).

3.5.2 [FeFe] hidrogenases

No centro ativo das [FeFe] hidrogenases ha dois atomos de ferros, sendo um deles
coordenado por uma molécula de CO e o outro por um ion CN". O outro nucleo de ferro esta
ligado a uma molécula CN", uma molécula CO e uma cisteina que coordena simultaneamente
um outro centro [4Fe4S]. Fazendo a ponte entre os dois ferros ha uma molécula de DTN
(Baltazar, 2009; Hallenbeck, 2012).

As hidrogenases deste tipo sdo, na sua maioria, citoplasmaticas. Quando comparadas
com as [NiFe] hidrogenases, possuem atividade de producéo de H, mais altas, porém sdo mais
sensiveis ao oxigénio (Baltazar, 2009).

3.5.3 [Fe] hidrogenases

Estas enzimas possuem um centro ativo mononuclear. Ocorrem apenas em algumas
Archaea metanogénicas (Vignais et al., 2001; Baltazar, 2009). Precisam se associar a
cofatores especificos e possuem propriedades cataliticas diferentes das [NiFe] e [FeFe]
hidrogenases, por exemplo, ndo catalisam a reacdo reversivel: 2H" + 2" < H, (Vignais

&Colbeau, 2004).

3.6 LODOS E EFLUENTES

Com o aumento populacional e dos parques industriais, houve também o crescimento

de residuos descartados. A maioria dos efluentes é liquido e trata-se de misturas relativamente
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complexas. Para o tratamento destes efluentes gerados no decorrer dos processos industriais,
sdo implementadas as EstacGes de Tratamento de Efluentes (ETE) que geram subprodutos
como o lodo, composto por microrganismos, coloides, polimeros organicos, cations, 6leos e
gordura, surfactantes, ureia, etc. (Fernandes et al., 2003; Lovato, 2014).

O sistema de lodo ativado ¢ amplamente utilizado para o tratamento de dejetos
domeésticos e industriais em situacdes onde é produzida uma elevada quantidade de efluente
final. Este sistema de tratamento estd baseado na capacidade microbiana, principalmente
bacteriana, em catabolizar diferentes compostos organicos (Ponezi et al., 2005). A degradacéo
dos poluentes presentes nestes efluentes pode ocorrer de forma aerdbia ou anaerdbia,
principalmente por Proteobactérias. As bactérias presentes com mais frequéncia no efluente
sdo: E.coli, Streptococcus ou coliformes totais (Foladori et al., 2010). Estes desempenham
funcBes especificas no processo de lodos ativados, onde se aglomeram e formam blocos
microbianos ou filmes biologicos (biofilmes), fazendo a bioconversdo de produtos organicos
em produtos mais simples. Estes aglomerados sdo constituidos por microrganismos com
predominio de bactérias (podendo também constar a presenca de fungos, algas e protozoarios)
envolvidas por uma massa organica de exopolimeros extracelulares excretados pela prépria
célula bacteriana (Dezotti, 2008). Varios estudos tém se referido a microbiologia dos lodos,
mas nao ha métodos disponiveis para quantificar rapidamente a biomassa bacteriana, devido
justamente ao aglomerado formado pelas mesmas, sendo que hoje, a maioria dos métodos de
identificacdo estd baseada no cultivo microbiano (Foladori et al., 2010).

A disposicdo final destes residuos solidos e ndo inertes (lodo) provenientes de
sistemas de tratamento de efluentes industriais e sanitarios representa um problema de &mbito
mundial. Uma solucéo econdmica e ambientalmente correta é a sua utilizagdo como matéria -

prima em determinados processos, como por exemplo, fonte de energia renovavel, tornando o
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processo sustentavel (Costa, 1995; Borowski et al., 2002; Fernandes et al., 2003; Borges et
al., 2008, Botta et al., 2014).

Os processos de tratamento anaerébio de efluentes vém ajudando na diminuicdo da
poluicdo ambiental. Esta tecnologia apresenta baixo custo econémico e uma resposta
satisfatoria aos interessados, tanto por parte das industrias como dos orgaos de fiscalizacao
(Poetsh & Koetz, 1998).

Além disso, os lodos e efluentes podem ser provenientes de atividades
agroindustriais, como por exemplo, a criagdo de animais. Um dos problemas enfrentados na
criacdo intensiva de animais € a grande quantidade de residuos produzidos diariamente. Estes
residuos podem ser constituidos de dejetos, material usado em camas, dgua e restos de
animais. Manejados de forma errénea sdo fonte de poluicdo ao ambiente (Moraes & Paula
Junior, 2004).

Um exemplo de criacdo de animais é a suinocultura e a bovinocultura, atividades de
grande importancia econdmica para os estados do sul do Brasil. Considerada uma atividade de
alto poder poluidor, frente ao elevado nimero de contaminantes em seus efluentes. A pratica
mais adotada para manejo é a armazenagem desses residuos em lagos ou tanques para serem
usados posteriormente como fertilizantes (Vivan et al., 2010).

Outra atividade altamente poluente e que merece destaque no Brasil, se refere ao
refino do petréleo, em que séo utilizados em média 246 a 3640 litros de agua por barril de
6leo cru, gerando em torno de 0,4 a 1,6 vezes o volume de 6leo processado em &guas
residudrias. Estas possuem geralmente um pH bastante alcalino, varios compostos toxicos,
além de elevadas DBO e DQO (Santaella et al., 2009).

Torna-se necessario um destino adequado destes efluentes.
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3.7 CARACTERIZACAO BACTERIANA

Métodos tradicionais (obtencdo de carbono, exigéncias nutricionais, meio de cultivo
e observacdo ao microscopio) para o crescimento e identificacdo de microrganismos se
mostraram ineficientes ao longo do tempo por fornecer informacdes limitadas, sendo maior a
limitacdo quando o objeto de estudo € uma comunidade bacteriana (Pinhati, 2008). Sendo
assim, apenas 0 uso de técnicas tradicionais ndo supre as necessidades para o conhecimento
de uma nova espécie bacteriana. Tendo em vista tais limitacfes, as técnicas moleculares de
identificacdo de microrganismos sdo as mais indicadas, por serem mais rapidas, uma vez que
ndo precisa fazer o crescimento do microrganismo, e apresentam menor custo envolvido.
Através das técnicas moleculares € possivel a identificacdo de microrganismos ainda
desconhecidos (Wagner & Cloete, 2002).

A andlise baseada na sequéncia génica do gene que codifica 0 segmento 16S do
rRNA constitui um método de grande importancia na microbiologia e é usado na exploracéo
da diversidade microbiana e na identificacdo de bactérias. Em 2002, um comité reavaliou a
definicdo de espécie em bacteriologia e informou que todas as novas descri¢des de espécie
deveriam incluir a sequéncia de rRNA da estirpe tipo. O 16S rRNA atende a todas as
exigéncias dos marcadores moleculares descritos para a filogenética, servindo como sinal de
medida sistematica para procariontes. Grande parte das espécies procarioticas descritas sdo
representadas por sequéncias de 16S rRNA. Os genes codificadores apresentam regides
conservadas em seus elementos estruturais ( Higashi, 2008).

Segundo Higashi (2008), a taxonomia bacteriana € composta por trés areas distintas e
interrelacionadas: classificacdo, disposicdo dos organismos em grupos (taxons) segundo
similaridades e relacionamentos; nomenclatura, designacdo de nomes aos grupos taxonémicos

de acordo com regras internacionais; identificacdo, uso pratico de um esquema de
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classificacdo para determinar a identidade de um isolado como um membro de determinado
taxon, ou como membro de uma espécie ndo identificada ainda.
3.7.1 O gene 16S do rRNA

Em procariontes, 0os genes 16S rRNA sdo essenciais e ocorrem em pelo menos uma
copia do genoma (Wang & Qian, 2009).

Visando diminuir as dificuldades e técnicas de cultivo, além do melhoramento no
entendimento da diversidade microbiana, a regido conservada do genoma bacteriano
denominada 16S rRNA ¢ ideal para ser utilizada na avaliacdo da diversidade de
microrganismos (Silveira, 2004).

Como descrito por Silveira (2004), o gene 16S rRNA é parte do sitio de ocorréncia
da sintese proteica, portanto se encontra em todas as bactérias. Por apresentar caracteristicas
conservativas ao longo da evolucdo, este gene pode servir como indicador da relagdo dos
microrganismos ao longo da evolucdo, atraves da medida da distancia filogenética entre os
organismos. Variacfes nas sequéncias dos nucleotideos do gene de 16S rRNA sdo indicios de
mudancas evolucionérias.

Quando se pretende amplificar todo o gene 16S rRNA, deve-se utilizar iniciadores
com sequéncias conservadas proximas as extremidades 5° e 3’ do gene, que produzem
amplificadores com aproximadamente 1500pb (pares de bases), sendo que a maior variedade
se concentra nas primeiras 500 bases nucleotidicas, correspondentes a extremidade 5’
(Pinhati, 2008).

A utilizacdo do gene 16S rRNA revolucionou o campo da ecologia microbiana e,
com seu uso € possivel investigar e determinar posicdes filogenéticas de comunidades

bacterianas de meio ambiente (Silveira, 2004).



43

3.7.2 Técnicas moleculares de identificacdo microbiana

O desenvolvimento das técnicas de biologia molecular possibilita um avanco
bastante grande na biologia a partir do século XX, principalmente nas areas de
sequenciamento e expressao de genes (Novais & Alves, 2004). Atualmente, as principais
técnicas para identificagdo microbiana sdo Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR), Reacdo em
Cadeia Polimerase em Tempo Real, Eletroforese em Gradiente de Gradiente Desnaturante
(DGGE) e o sequenciamento de DNA.

O PCR permite a replicacdo do DNA in vitro, amplifica esta molécula milhdes de
vezes, 0 que facilita a analise genética e permite o desenvolvimento de técnicas de diagnostico
muito mais sensivel através do uso da DNA polimerase e de primers que se ligam a cadeia de
DNA no inicio da sintese (Sena Oliveira et al., 2007). Segue o principio natural de replicacdo
do DNA em trés fases: desnaturacao, hibridizacdo, extensdo (Novais & Alves, 2004).

A técnica de DGGE permite a separacdo de DNA com o mesmo tamanho, porém,
com sequéncias de nucleotideos diferentes, baseada na mobilidade eletroforética de uma
molécula de DNA parcialmente desnaturada em gel de poliacrilamida contendo gradiente
crescente de agentes desnaturantes (ureia e formamida). Entre uma sequéncia de 500pb, pode-
se detectar a mudanca de um Unico nucleotideo. A técnica permite ter uma ideia das espécies
predominantes nas amostras, sendo ideal para analisar um grande nimero de amostras,
permitindo realizar o sequenciamento de bandas isoladas dos géis, o que € ideal para
monitorar bactérias a partir de amostras ambientais (Pinhati, 2008).

O sequenciamento genético foi descrito em 1977 por Sanger. Trata-se de um
procedimento que pode ser feito de maneira quimica ou enzimatica. Esta técnica também ¢é
chamada de didesoxinucleotideo. O principio geral é efetuar a sintese de uma fita de DNA
“marcada” complementar a fita, a qual se deseja determinar a sequéncia. Inicialmente ocorre a

desnaturacdo da fita de DNA para a obtencdo de uma fita simples, apés a ligagdo do primer
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ocorre a duplicacdo da fita de DNA com a adicdo de dNTPs pela DNA polimerase.
Juntamente com a reacdo de PCR sdo misturados pequenas quantidades de ddNTPs
“marcados com fluorescéncia”, sendo uma cor diferente para cada um dos quatro ddNTPs.
Quando um ddNTPs é adicionado a fita polinucleotidica no lugar do dNTP, a amplificacéo da
cadeia para. Apos, os varios fragmentos de DNA sao separados por tamanho em eletroforese.
Conforme os fragmentos migram diferentemente no gel sdo separados, a base terminal é
identificada por um feixe de luz. As informacdes passam diretamente para um computador
que converte em um grafico de picos, eletroferograma. Uma vez identificada a sequéncia
genética é comparada com sequéncias depositadas em bancos genéticos para a identificacdo

do microrganismo (Souza & Brusamarello, 2009).

3.8 PERSPECTIVAS DA PRODUCAO DE H,

O preco da energia esta subindo rapidamente devido ao esgotamento dos
combustiveis fésseis. O H, é amplamente reconhecido como uma alternativa promissora aos
combustiveis fosseis (Levin & Azbar, 2012; Lee, 2013). A pesquisa de producdo desse gas
cresceu vertiginosamente nos Gltimos seis anos (Levin & Azbar, 2012). A principal limitagéo
para a producdo de H, é o alto custo de producdo. Embora este custo possa baixar
significantemente usando biorresiduos como substrato de fermentacdo, uma vez que 30-40%
dos custos de producao estdo relacionados ao substrato (Wang et al., 2008; Sabaratnam & Ali
Hassan, 2012).

O desenvolvimento desta energia € quase impossivel sem grandes investimentos
(Lee, 2013). Ha algumas medidas além de sua producdo que ainda precisam ser muito
estudadas, como € o caso do armazenamento do géas, devido a alta inflamabilidade, além de

sua distribuicdo (Dutta, 2013; Lee, 2013).
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Na Europa e na Asia ha varios estudos sobre a introdugdo do H, como fonte de
energia. O Japao, por exemplo, vem pesquisando este gas desde 1974 com o projeto “Project
Sunshine” (Dutta, 2013). O pais, desde o desastre de Fukushima, tem exigido muitas fontes
alternativas de energia para apoiar o crescimento econdmico e a qualidade de vida dos
cidaddos. Eles pretendem construir rodovias de H, para carros e cidades movidos a H; (Lee,
2014).

Lee & Chiu (2012) analisaram as possiveis tendéncias no desenvolvimento do setor
de H, em quatro paises: Estados Unidos, China, Jap&o e india. A China terd o maior mercado
e 0 Japdo o maior potencial em substituir os combustiveis fosseis por H,. Os autores ainda
afirmam que héa alguns obstaculos na transicdo desta economia, como por exemplo, comprar
um carro e ndo ter onde abastecer ou investir em uma rede de reabastecimento sem nenhum
carro. Portanto, a tecnologia de producdo e a infraestrutura devem ser desenvolvidas
simultaneamente.

Lee (2013) estima que a Asia sera o continente mais produtivo em biogas no periodo
de 2008 a 2060. Enquanto a América Latina terd o maior crescimento anual na producao, com
uma taxa de 6,41%.

Dutta (2013) acredita que a solucdo para lugares isolados, ou com potencial
hidroelétrico, como o Brasil, seja a mistura entre a energia hidroelétrica e a energia do H..

Estima-se que até 2050, com intenso investimento, a transicdo da economia do
petroleo para a do H; seja alcancada (Lee et al., 2009; Lee & Chiu, 2012); até 2030 a
producéo de H, seja praticamente toda baseada na gaseificacdo da biomassa (Lee, 2013).

Diante disso, o presente trabalho teve por objetivo isolar e caracterizar bactérias de
reatores de tratamento de efluentes e lodos ativados, capazes de produzir H, combustivel, a
partir de glicerol. Sendo assim, uma forma de aproveitamento do subproduto da fabricacdo do

biodiesel para a geracdo de energia renovavel.
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4. MATERIAL E METODO

4.1 INOCULO

Os microrganismos foram isolados a partir de seis amostras de lodos aerobios de
estacOes de tratamento: duas amostras oriundas de Tangques de membrana do Sistema MBR da
Refinaria de petroleo Revap (Petrobras-Sédo Jose dos Campos/SP), uma amostra de lodos
agroindustriais (Carlos Barbosa/RS), uma amostra de compostagem (Carlos Barbosa/RS) e

duas de suinocultura (Caxias do Sul/RS e Carlos Barbosa/RS).

4.2 MEIOS DE CULTIVO

Para substrato de fermentacdo, utilizou-se o glicerol residual oriundo da fabricacédo
do biodiesel, proveniente da Petrobras e o glicerol vendido comercialmente.

Foram utilizados diferentes meios de culturaz MG1, a fim de isolar os
microrganismos capazes de crescer tendo este como fonte de carbono (Tabela 3 e 4); meio de
cultivo LB (Tabela 5), meio minimo de crescimento (Sambrook &Russell, 2001), para
quantificar a producéo de H, (Tabela 6 e 7) e MG2, também para quantificar a producdo do
gas (Tabela 8). Todas as solugbes tiveram seu pH regulado para 6,8 e foram autoclavadas a

120°C por 20min a latm.



Tabela 3. Composigdo do meio de cultivo MG1(g/L).

Composto Concentracdo em (g/L)
(NH4)2SO4 4
K>HPO, 0,52
KH,PO, 0,25
MgSO,. 7TH,0 0,2
Extrato de levedura 1,5
Peptona bacterioldgica 1
Glicerol® 30
*Solucdo traco 1mL
Agua destilada 1000 mL

*Fonte: Costa,2010.
*Para o preparo do meio de cultivo sélido foi adicionado &gar na proporcéo de 15g/L.
# Houve a troca entre glicerol e glicerol residual.

*Tabela 4. Composi¢do da solucdo de elementos trago (g/L), utilizado no MG1.

Composto Concentracéo (g/L)
MnC|2. 4H,0 0,1
H3BO3 0,06
CuSO0O,. 5H,0 0,0037
COC|2. 6H-,0 0,2
NiCl,. 6H,0 0,025
Na;Mo0O,. 2H,0 0,035
ZnS04. TH,0 0,14
HCI (37%) 0,9 mL
H,0 destilada 1000mL

*Fonte: Costa, 2010.

Tabela 5. Composicdo do meio de cultivo Luria Bertani (LB) (g/L).

Composto Concentragéo (g/L)
Triptona 10
NaCl 10
Extrato de levedura 5
H,0 destilada 1000mL

* Para o preparo do meio de cultivo sélido foi adicionado agar na proporgéo de 20g/L.



Tabela 6. Composi¢do do meio minimo de cultivo (mL/L)
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Composto Solugdes (mL)
H->0O destilada 750
*5x Mg sais 200
1 mol/L MgSO, 2
*20% da fonte de carbono 20
1 mol/L CaCl, 0,1

*Fonte de carbono composta por 18mL de solugdo de glicerol residual ou glicerol a 20% com 2mL de

solugdo de glicose a 20%.

*Fonte : Sambrook &Russell, 2001.

Tabela 7. Composicdo da solugdo 5x M9 sais, utilizado no meio minimo de cultivo (g/L).

Composto Concentracéo (g/L)
Na,HPO,. 7H,0 64
KH,PO, 15
NaCl 2,5
NH,CI 5
H,0 destilada 980mL

*Fonte : Sambrook &Russell, 2001.

Tabela 8. Composicdo do meio de cultivo MG2 (g/L).

Composto Concentragéo (g/L)
Ko,HPO,4 7
KH,PO, 5,9

(NH4)2S0,4 1

MgSO,. 7H,0 0,25
CaCl,. 2H,0 0,021
Na2M004. 2H20 0,12
Acido nicotinico 0,002
Na,SeO3 0,000172
NiCl, 0,00002
Triptona 5
Extrato de levedura 5
Glicerol ? 15
MnCl,. H,O 0,5
HsBO; 0,1
Na,EDTA 0,5
CuCl,. H,0O 0,001
AlK(SOy),. H,0 0,01
H,O destilada 1000mL

*Fonte: Neves, 2009.

®Glicerol residual ou glicerol
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4.3 ANALISE FiSICO-QUIMICA DO SUBSTRATO

A andlise fisico-quimica do substrato foi feita seguindo Standard Methods For
Examination of Water and Wastewater (2012), analisando DQO (demanda quimica de
oxigénio), célcio, ferro, magnésio, potéssio e sodio totais. A amostra de glicerol residual foi
de origem da industria petrolifera e o glicerol comercial da marca Simoquimica®. As anélises
foram realizadas no Laboratério de Andlises e Pesquisas Ambientais (LAPAM) da

Universidade de Caxias do Sul.

4.4 PRE -TRATAMENTO DO INOCULO

Com a finalidade de eliminar os microrganismos hidrogenotréficos, foi realizado o
tratamento térmico das amostras, segundo Rossi et al.(2011), com algumas modificagdes.

Microtubos de reacdo (2 mL) com 1 mL de amostra de lodo foram mantidos em
estufa a 100°C durante cinco tempos diferentes: T1- 15minutos; T»- 30minutos; Tz-45minutos;
T4- 60 minutos e Ts. 75 minutos. O controle foi realizado com as mesmas amostras de lodos

sem serem submetidas ao tratamento térmico.

4.5 ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

Ao término do tratamento térmico, as amostras foram centrifugadas por 2 min a
10.000 g. Os sobrenadantes foram transferidos (1 mL), através de seringas estéreis, para
frascos de vidro (20 mL) contendo 10 mL de meio liquido MG1, fechados com tampas de
borracha e lacre de aluminio. Para garantir a anaerobiose, foi borbulhado gés nitrogénio
durante 5 minutos diretamente no meio de cultivo. Os frascos foram mantidos em agitador

orbital a 140 rpm por 17 h a 37 °C e transferidos para estufa de incubacéo por 24 h a 37°C.
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Ap0s o crescimento, foi feito o estriamento direto com alca de platina em placas de
Petri contendo meio solido MG1. As placas foram mantidas em jarra de anaerobiose em
estufa de incubacdo por 48 h a 37°C. O procedimento foi realizado até que se obtivesse
coldnias visivelmente isoladas.

Para analise microscopica, os microrganismos foram submetidos a coloracdo de
Gram e observacdo ao microscépio éptico Bioval®.

As cepas foram guardadas em tubos de centrifuga (2 mL) estéreis com meio de

cultivo LB (1 mL), sendo 3% do volume de glicerol e armazenadas no freezer a — 80°C.

4.6 EXTRACAO DOS ACIDOS NUCLEICOS

A extragdo foi realizada com o “kit” HustraTM bactéria genomicPrepMini-Spin (GE
Healthcare), seguindo o protocolo do fabricante.

Foram transferidos 1 mL da amostra para um microtubo e centrifugado por 30
segundos. Os sobrenadantes foram descartados e adicionou-se 40 uL. de tampao de lise tipo 2.
Apbs agitada, a mistura recebeu 10 uL de proteinase K diluida em tampé&o. Foi adicionada a
amostra tampdao de lise tipo 3 e agitado em vortex. A mistura foi separada por centrifugacéo a
3000g por 5 segundos em centrifuga refrigerada. Em banho-maria, as amostras foram
mantidas a 55 °© C por 7 minutos, quando entdo, foram novamente centrifugadas. Aos produtos
da extracdo foram adicionados 500 pL do tampdo tipo 4 e, decorridos 5 minutos, a
temperatura ambiente, as amostras foram agitadas em vortex entdo centrifugadas por 3500 g
por 5 segundos, seguidos de nova incubacdo a temperatura ambiente. 400 pL do sobrenadante
foram transferidos para a coluna dos miniprep presente no kit que foram centrifugados por 1

minuto a 10.000 g.
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A coluna foram adicionados 400 pL do tampéo 4 e centrifugado durante 1 minuto a
10.000 g. Depois de descartado o filtrado, uma nova adi¢do de 500 uL foi de tampéao de
lavagem tipo 6 e centrifugada por 3 minutos a 13000 g .

As colunas foram transferidas para tubos novos para a eluicdo do DNA e para isso
foi adicionados 200 pL de tampé&o de eluicdo, tipo 5, previamente aquecido. Incubaram-se as
amostras por 1 minuto a temperatura ambiente e seguida por centrifugacdo por 1 minuto a
13000 g.

As amostras obtidas da extracdo de DNA bacteriano foram avaliadas quanto a pureza
e a concentracdo de DNA por meio da andlise de densidade oOptica (DO) em
espectrofotdbmetro, como descrito por Sena Oliveira et al. (2007).

Foram preparadas diluicbes das amostras, 5uL da amostra de DNA diluidos em
495uL de agua ultrapura (diluicdo 1: 100) e analisadas em espectrofotdmetro em dois
comprimentos de onda: o0 DNA absorve luz no comprimento de 260nm e as proteinas em 280
nm.

A avaliacdo da quantidade de DNA extraido deu-se pela relacdo entre a quantidade
de DNA e a quantidade de proteinas (DOz0/DO2g0). Valores ideais desta relacdo s&o
proximos a 1,8. Numeros muito inferiores demonstram contaminag&o por proteinas.

Quanto a qualidade, o DNA foi avaliado por meio de eletroforese gel de agarose a

1% (m/v), voltagem constante de 100 V, durante 1 hora, corado com brometo de etidio (1,5

pL).
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4.7 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE - PCR

As amplificacbes do DNA das bactérias isoladas foram realizadas por Reacdo em

Cadeia da Polimerase (PCR) com o kit Phusion High-FidelityTM PCR (Finnzymes), seguindo
0 protocolo do fabricante. Foram utilizados primers padrdo para a amplificacdo do gene 16S
rRNA, sendo: “16S-F 5’-CCTGGCTCAGGACGAACGCTGG-3’, posicionado em 600pb e
“16S-R 5’- CTGCGCTCGCTTTACGCCAAT-3’, posicionado em 1320 pb, portanto,
aplificam um produto de 720 pb. O volume final da reacao foi de 20 pL: 9,8 uL de agua Milli-
Q (esterilizada), 4 uL de tampao 5%, 0,4 uL de uma mistura de dNTPs (10 mM), 05 uL de
cada primer (2 mM), 0,6 uL. de DMSO; 0,2 uLL DNA polimerase 2 U/uL e 4 pLL de amostra de
DNA. Todas as amplificacGes foram acompanhadas por controle negativo, isto €, sem DNA .

A reacdo final de PCR foi realizada em termociclador (TONEDERM®), sendo o ciclo
de desnaturagdo inicial realizado durante 30 segundos a 98°C (1 ciclo). Os ciclos de
desnaturacéo e anelamento 10 segundos a 98°C, 1 min. e 30 segundos a 61 °C e 30 segundos
a72°C (repetidos por 35 ciclos) a extenséo final foi realizada durante 10 min a 72 °C, por um
ciclo.

Apds o término da reacdo, foi realizada eletroforese (80 volts) durante duas horas e
trinta minutos em gel de agarose (1,5% p/v) com GelRed™NucleicAcid Gel Stain (Biotium,
solucdo 5x concentrada) e visualizagdo do amplificado em 720 pb no transiluminador com

luz UV.

4.8 PURIFICACAO DAS AMOSTRAS E SEQUENCIAMENTO DE DNA

Para a purificagdo das amostras foram utilizados 0,25pL da enzima Exonuclease |

(Amershan Bioscience 2500U), 0,25ulL da enzima Shrimp Alkaline Phosphatase (Amershan
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Bioscience 5000U), 0,50ul. de agua ultra pura autoclavada, 6ul. do produto de PCR.
Incubados a 37°C durante 30 min. e ap6s a 80°C durante 15 min. para inativacao das enzimas.

Em um tubo de centrifuga com capacidade de 500uL, foram adicionados 1,5uL de
agua ultra pura; 1,5uL do primer (3,2 picomols) e 3uL do produto purificado.

As amostras foram sequenciadas em sequenciador automatico ABI-PRISM 3130xlI
(Applied Biosystems, USA), utilizando a técnica de dideoxinucleotideos marcados com
fluorescéncia. Os resultados do sequenciamento foram representados pelo eletroferograma
gerado.

A identificacdo dos microrganismos isolados deu-se pela comparacdo das sequéncias
de DNA com as sequéncias depositadas no GenBank. As analises foram feitas utilizando a

ferramente BLAST.

4.9 AVALIACAO DA PRODUCAO DE H,

Culturas puras das bactérias isoladas e identificadas foram crescidas em tubos com
capacidade de 2 mL foram crescidas, durante 10 h, em meio de cultivo LB. Com seringas,
0,1 mL do meio liquido foi transferido para frascos de vidro de (20 mL) contendo 10 mL de
meio de cultivo liquido com glicerol (tendo a variacdo entre os meios MG1 e MG2 e o uso de
glicerol ou glicerol residual), previamente esterilizado. Os frascos foram fechados com
tampas de borracha e lacres de aluminio. A fim de garantir a anaerobiose, foi bombeado gas
nitrogénio no headspace. Os frascos foram mantidos em agitador orbital a 140 rpm por 10 h a
37°C, sendo apos transferidos para estufa de incubagio por 24 h na mesma temperatura.

A avaliacdo da producdo de H, foi realizado pela determinacdo da concentracdo de
gas hidrogénio em cromatografo a gas (DaniMaster — Automatic Sample AS), com coluna

Carboxen ™ 1006 PLOT Capilary Columm (Supelco), com detector de condutividade
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térmica. O gas Nitrogénio ultrapuro foi utilizado como gas de arraste. A temperatura da
coluna, do injetor e do detector foram 40°C, 100°C e 230°C, respectivamente. Foram
retirados 100 uL das amostras do headspace e injetadas no cromatografo com a ajuda de
seringa especifica para cromatdgrafo. O tempo de corrida foi de 10 min, a confirmacéo da
producdo de hidrogénio se deu com tempo de retencdo de 1,6 minutos e gas carbénico 7,6
min, aproximadamente. Os testes cromatograficos foram realizados em triplicatas de frascos

de cultivo.

4.10 QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE H;

Para a quantificacdo do volume total de H; produzido foi adaptado, o teste de frasco
invertido para pequenos volumes (Cappelletti, 2009; Lamaison, 2009; Lorencini, 2013);

representado na Figura 5.

Figura 5. Figura do gasdémetro invertido. 1- termostato com sonda de temperatura, 2- agitador magnético com
barra magnética, 3- Frasco Kitassato com cultivo, 4- entrada para gas nitrogénio; 5 - frasco de
seguranca; 6- Frasco invertido com NaOH 5%; 7- saida coletora de amostra, 8- proveta graduada para

coletar a soda.

O gés H, produzido no reator passa pelo frasco de seguranca, que tem por objetivo

proteger o reator de possiveis vazamentos. Apos o gas é borbulhado no frasco invertido que
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contém uma solucdo de NaOH 5%, fazendo com que o CO, que esta presente no biogas reaja

com o hidroxido de sodio, de acordo com a Equacao 4.

2NaOH + CO, — Na,CO3 + H,0
(Equacéo 4)
A medida que o hidrogénio se acumula na parte superior do tubo invertido, o

hidroxido de sdédio vai se deslocando na proveta graduada. A medida do volume de
hidrogénio esta relacionada com a diferenca do volume de soda no frasco coletor.

Para este experimento foi utilizado um frasco Kitassato de 1L, com volume de
trabalho de 1L, de meio de cultivo. Os microrganismos foram crescidos overnight em agitador
orbital a 37°C e 140 rpm, no mesmo meio de cultivo utilizados na posterior fermentacéo. O
indculo foi lavado em solucdo salina (0,9%), ressuspendido no mesmo meio de cultivo. O
indculo foi padronizado em 10 D.O para todos os ensaios, através da leitura da absorbancia
em 640 nm, em espectrofotdmetro. A anaerobiose foi gerada pelo crescimento dos
microrganimos no frasco fechado. A fermentacéo foi padronizada em 48 h sob temperatura de
37°C e agitagdo. Foram testados os microrganismos que obtiveram resultado positivo na
cromatografia gasosa, além do controle positivo, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, e
como controle negativo Lysinibacillus sphaericus e Staphylococcus epidermidis.

Para medir a eficiéncia do processo, foi retirada amostras do frasco invertido
(estrutura 7, indicada na figura 5) e analisadas em cromatografia gasosa.

4.10.1 Correcdo do volume de gés
O célculo para a corregdo do volume de gas produzido foi realizado segundo

Lamaison (2009) e esta apresentado na Equacao 5.
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_— (Patm — p.H.g).Vexp.T
B FPatm.Texp
(Equacéo 5)
Sendo:

V= volume de biogas seco na CNTP;

P.im = pressdo atmosférica;

p = densidade de soda caustica 5%;

H= é a diferenca entre os niveis do frasco de Duran e o frasco coletor;
g = aceleracéo da gravidade (m/s?);

Vexp= Volume de NaOH 5% deslocado (ap6s 48h.)

T = Temperatura padrdo CNTP (273K);

Texp - temperatura experimental (K).

4.10.2 Calculo da concentracdo de gas no biorreator

A equacéo dos gases ideais (Equacéo 6) foi utilizada para calcular a concentragédo de
gas H,, formada no interior do biorreator.

P.V =n.R.T

(Equacéo 6)
Sendo:

P = pressdo atmosférica;

V= volume (corrigido);

n = mols de gas;

R = constante universal dos gases perfeitos;
T = temperatura em Kelvin.

4.10.3 Avaliacao do glicerol consumido

A determinacdo de concentracdo de glicerol seguiu a metodologia descrita por Carra
(2012), utilizada para quantificar sorbitol e neste trabalho foi adaptada para glicerol. O
procedimento para execucdo do método consistiu em diluir convenientemente as amostras em
agua destilada, levando-se em consideracdo o tempo de cultivo. Em tubo de ensaio, contendo
0,1mL de amostra e 0,5mL de formato de potassio 0,7 mol/L foram adicionados 1mL de
periodato de potassio 3,5 mM e, ap6s 1 minuto, 0,75 mL do Reagente | descrito neste item.
Um branco era preparado substituindo-se o volume da amostra diluida por agua destilada. Os
tubos foram, entdo, levados a um banho a 100 °C por 2 minutos, em seguida, resfriados em
banho de gelo e 2,5 mL de &gua destilada eram adicionados as preparagdes. A absorbancia das

preparacfes foi medida em espectrofotbmetro (PG Instruments, EUA), a 450nm. As
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concentracdes de glicerol presentes nas amostras foram determinadas através de curva de
calibracdo construida com solugdes de glicerol entre 100 e 1000mg/L, submetidas ao mesmo
processo.

O reagente | foi preparado pela dissolucédo de 7g de acetato de amonio em 20mL de
agua destilada, adicionando-se a solucdo 0,160g de tiossulfato de sddio dissolvido em 10mL
de 4gua e 0,5mL de acetilacetona, sendo o volume da solucdo completado com agua destilada

a 50mL.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

A anédlise estatistica dos dados obtidos foi feita através do programa GraphPad
Prism 6, empregando-se os testes de variancia (ANOVA) e posterior aplicacdo do teste
Student’s T-test com p< 0,05. A linhagem comercial de Enterobacter aerogenes ATCC 13048
foi utilizada como controle positivo e as linhagens de Lisinibacillus sphaericus e

Staphylococcus epidermidis isoladas neste trabalho como controle negativo.

4.12 ANALISE DOS GENES RELACIONADOS COM A PRODUCAO DE H; NAS
BACTERIAS ISOLADAS

As hidrogenases sdao um grupo de enzimas que controlam a producdo de H,. Em
analises de bioinformatica, BLAST ferramenta disponivel no site do NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=Dblastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LI
NK_LOC=blasthome), foram analisados as proteinas integrantes dos genes descritos na
literatura como sendo participantes da producdo de hidrogénio utilizando o glicerol.

Os genes analisados (HycC, HycE,HycF,) sdo integrantes da subunidade Hyd-3 que,
segundo a literatura, participa do processo fementativo. Além destes genes, foram analisados

HyfC, HyfF, HyfH, pertencentes & subunidade Hyd-4, que parecem néo ter relacdo com a
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producdo de hidrogénio utilizando glicerol (Vignais et al., 2001). Procurou-se confirmar a
presenca destes genes nos microrganismos isolados neste trabalho (BLAST intra), a fim de
que se pudesse estabelecer uma relacdo entre microrganismos promissores na producdo de
hidrogénio e a presenca destes genes especificos.

Além disso, com a finalidade de verificar as regides de similaridade dos genes
pesquisados, entre as 617 bactérias com o0 genoma completamente sequenciado até a data (04
out. 2014), foi realizado BLAST (All). Através desta ferramenta foi possivel avaliar viaveis
relacBes evolutivas e funcionais entre genes. Portanto, estabeleceu-se uma relacdo de
microrganismos com homologia entre 0s genes, podendo indicar novos microrganismos
produtores de hidrogénio.

O BLAST foi rodado localmente em ambiente Linux.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO SUBSTRATO

O glicerol residual da industria de biodiesel, utilizado neste trabalho, foi analisado
quanto as caracteristicas quimicas para avaliar sua potencial aplicacdo na fermentacdo. Os

resultados obtidos foram comparados com o glicerol vendido industrialmente (Tabela 9).

Tabela 9. Andlise fisico-quimica do glicerol e do glicerol residual, metodologia segundo Standard Methods For
Examination of Water and Wastewater (2012).

Ensaio Resultado (mg/L)
Glicerol Glicerol residual

Célcio total 0,645 112,55
Demanda quimica de oxigénio 1.679.063 1.059.398
Ferro total 0,16 0,868
Magnésio Total 0,460 2,946
Nitrogénio amoniacal Né&o detectado 66,41 + 1,29
Potassio 5,56 7,12
Sadio N&o detectado 24854,2
Grau de pureza (%) 95 70
pH 6,6 54

O glicerol residual apresenta 112,55 mg de calcio por litro enquanto que o glicerol
comercial apresenta 0,645 mg/L. Essa diferenca mostra que o glicerol residual apresenta
174,50 vezes mais célcio que no produto purificado. Esses resultados também foram
observados para 0s outros parametros analisados, como ferro total (5,42 vezes maior que 0
glicerol comercial), magnésio total (6,40 vezes), potassio total (1,28 vezes) e sodio (24.854,2
vezes). O nitrogénio amoniacal foi quantificado em 66,41 mg por litro no glicerol residual e o
mesmo ndo foi detectado no glicerol comercial. Contudo, a demanda quimica de oxigénio foi

superior no glicerol comercial (1.679.063 mg/L) em relacdo ao residual (1.059.398 mg /L),
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comprovando uma menor quantidade de matéria organica disponivel na amostra residual, uma
vez que, parte dos solidos suspensos nédo séo assimilados (Tabela 9).

Essas diferencas de composicdo e de concentracdo influenciam diretamente nos
processos fermentativos, ja que os elementos destacados na Tabela 9 referem-se a macro e
micronutrientes necessarios ao crescimento e metabolismo celular microbiano. O nitrogénio é
0 segundo macronutriente mais importante no crescimento microbiano, perdendo apenas para
o carbono (Lin & Lay, 2005; Alshiyab et al., 2008). Trata-se de um elemento essencial para a
sintese de proteinas, aminoacidos e outros compostos celulares (Lin & Lay, 2005; Alshiyab et
al., 2008). Para a estabilidade do ribossomo e sintese de muitas enzimas, 0 magnésio se torna
indispensavel (Lin & Lay, 2005; Alshiyab et al., 2008). O célcio auxilia na estabilizacdo das
paredes celulares e na termoestabilidade de endoesporos (Lin & Lay, 2005; Alshiyab et al.,
2008). O sddio é requerido pelos microrganismos em quantidades diferentes, ja que atua na
regulacdo osmdtica celular. Em concentragdes elevadas, o elemento pode tornar-se inibitorio
do crescimento celular (Lin & Lay, 2005; Alshiyab et al., 2008). Finalmente, o elemento ferro
possui influéncia no crescimento celular, participando da sintese de vérias proteinas,
transporte de elétrons e constituicdo de citocromos, além do funcionamento das hidrogenases
(Lin & Lay, 2005; Alshiyab et al., 2008).

Por se tratar de uma mistura, o glicerol pode servir de fonte de carbono, mas isto ndo
implica necessariamente em ser bom substrato para o crescimento microbiano, uma vez que
dentre as impurezas, podem haver, inclusive, substancias inibitorias ao crescimento, tais
como: sabdes, metanol, cristais de hidroxido de sodio usado como catalisador (Sarma et al.,
2012; Alvarado - Cuevas et al., 2013). Estas impurezas dependem da natureza do Oleo
vegetal ou da gordura animal utilizada na transesterificagdo, além do tipo de catélise
empregada na fabricacdo do biodiesel (Beatriz et al., 2010; Lopes et al., 2011). Tais

caracteristicas podem influenciar no nivel do impacto ambiental produzido pelo residuo.



61

Em contrapartida, o glicerol comercial passou por reacbes de purificacdo o que
provavelmente diminuiu seus elementos nutricionais e também os elementos inibitdrios, mas
eleva consideradamente seu custo comercial. Enquanto uma tonelada do glicerol residual esta
estimada em R$ 105,00, o glicerol purificado encontra-se a partir de R$ 2.100,00 (Beatriz et
al., 2010; Lopes et al., 2011; Quispe et al.,, 2013). Dai a importancia de selecionar
microrganismos capazes de converter o substrato residual em produtos, agregando valor ao
processo. Por outro lado, a mistura pode servir de subsidio natural para o crescimento e a

manutencdo celular em um processo de interesse biotecnoldgico.

5.2 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DOS MICRORGANISMOS CRESCIDOS
EM GLICEROL

Em lodos e efluentes € comum encontrar microrganismos melhor adaptados a
condicgdes de sobrevivéncia extremas, como por exemplo, faixas extremas de pH, altas taxas
de despejo de matéria organica e temperatura. Esses microrganismos possuem a capacidade
de conversdo da matéria organica em produtos de interesse industrial. A partir desta
caracteristica, optou-se pela procura de microrganismos naturalmente adaptados e com
capacidade de producdo de H,. A partir de diferentes amostras de lodos de ETE, foram
isoladas 28 colbnias bacterianas morfologicamente distintas (Tabela 10), capazes de crescer
em meio de cultivo contendo glicerol como Unica fonte de carbono. Esses isolados foram
denominadas BioH; a BioH,g As linhagens BioH;, BioH,, BioH;; e BioH;, foram isoladas do
lodo da estagé@o de tratamento de refinaria de petréleo; BioH3 a BioHg de lodo agroindustrial;
BioH; a BioH;ode amostra de compostagem e BioH;3 a BioH,g de lodo de suinocultura.

Os microrganismos foram identificados pela metodologia de sequenciamento da do

gene 16S rRNA. Com a confirmag&o da amplificagdo em 720 pb (Figura 6).
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Figura 6. Gel de agarose, representativo da amplificagéo (720 pb) do gene 16SrRNA.

Os produtos de PCR passaram por purificacdo e sequenciamento de DNA, com a
geracdo de um eletroferograma (Figura 7). Foi realizado o sequenciamento de 500 pb de
DNA.

Para identificacdo dos microrganismos, condideraram-se apenas resultados de
sequenciamento que apresentaram boa qualidade, como demonstrado no Figura 7. Apds, a
sequéncia de DNA representada no eletroferograma foi comparada com sequéncias

depositadas no NCBI para identificacdo das amostras isoladas.
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Figura 7. Modelo de eletroferograma gerado apds sequenciamento de DNA.

O alinhamento genético, baseado no sequenciamento do gene 16S rRNA,
demonstrou uma ampla diversidade de microrganismos presentes nas amostras de lodo de
ETE capazes de crescer em meio com glicerol como Unica fonte de carbono (Tabela 10).
Dentre os 28 isolados, dois microrganismos foram identificados como Enterobacter ludwigii,
sete Bacillus amyloliquefaciens, dois Shigella sonnei, um Bacillus licheniformis, um Shigella
flexneri, um Staphylococcus warneri, um Acinetobacter gyllenbergi, quatro Lysinibacillus
sphaericus, dois Staphylococcus epidermidis, um Alcaligenes faecalis, dois Bacillus subtilis,
um Paenibacillus azoreducens, um Paenibacillus cookii, um Bacillus atropheus e um
Citrobacter freundii. Devido ao tratamento térmico em que as amostras foram submetidas,

60% dos microrganismos isolados séo esporulados.
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Tabela 10. Microrganismos identificados de amostras de lodos de estacGes de tratamento de efluentes de setores
petrolifera e agroindustrial, por meio de comparagdo de sequéncias genéticas depositadas no Gen

Bank (NCBI).
Isolado *Pré -Tratamento Amostra Resultado Similaridade Acesso
B IOH; SIT Refinaria de Enterobacter ludwigii 98% NR 042349.1
petréleo
BIOH, T: Refinaria de Enterobacter ludwigii 99% NR 042349.1
petréleo
BIOH; SIT Agroindustrial Bacillus amyloliquefaciens 98% NR 075005.1
BIOH, Ty Agroindustrial Bacillus amyloliquefaciens 98% NR 075005.1
BIOHs T: Agroindustrial Bacillus amyloliquefaciens 98% NR 075005.1
BIOHs T, Agroindustrial Bacillus amyloliquefaciens 98% NR 075005.1
BIOH; SIT Compostagem Shigella sonnei 99% NR 074894.1
BIOH, T, Compostagem Bacillus licheniformis 99% NR 07923.1
BIOH, Ts Compostagem Shigella flexneri 98% NR 026331.1
BIOH; Ts Compostagem Bacillus amyloliquefaciens 99% NR 075005.1
BIOHy;; T3 Refinaria de Shigella sonnei 98% NR 074894.1
petréleo
BIOH,, T, Refinaria de Bacillus amyloliquefaciens 99% NR 075005.1
petréleo
BIOH;; Ts Suinocultura Bacillus amyloliquefaciens 99% NR 075005.1
BIOH4 Ty Suinocultura Staphylococcus warneri 99% NR 102499.1
BIOH;5 Ts Suinocultura Acinetobacter gyllenbergii 97% NR 042026.1
BIOH;6 Ty Suinocultura Lysinibacillus sphaericus 98% NR 042073.1
BIOH;; T, Suinocultura Staphylococcus epidermidis 97% NR 074995.1
BIOH;s Ty Suinocultura Alcaligenes faecalis 97% NR 04344.1
BIOH;, Ts Suinocultura Staphylococcus epidermidis 98% NR 074995.1
BIOH Ts Suinocultura Bacillus subtilis 99% NR 027552.1
BIOH,; T: Suinocultura Lysinibacillus sphaericus 97% NR 042073.1
BIOH, N Suinocultura Paenibacillus azoreducens 99% NR 025391.1
BIOH,; Ts Suinocultura Lysinibacillus sphaericus 97% NR 042073.1
BIOH4 T Suinocultura Paenibacillus cookii 97% NR 025372.1
BIOH,5 Ts Suinocultura Bacillus atrophaeus 99% NR 075016.1
BIOH Ts Suinocultura Bacillus subtilis 100% NR 027552.1
BIOH,; T, Suinocultura Lysinibacillus sphaericus 97% NR 042073.1
BIOH,s SIT Suinocultura Citrobacter freundii 99% NR 028894.1

*Pré-tratamento térmico & 100°C . T,- 15minutos; T,- 30minutos; Tz-45minutos; T,- 60 minutos ; Ts. 75 minutos
e S/T sem tratamento térmico.

Segundo Yasin et al. (2013), o choque térmico € necessario para a germinacao de

bactérias produtoras de H, e eliminacdo das bactérias consumidoras de H,. Embora neste

tratamento tenham sido eliminadas as linhagens bacterianas com capacidade de producédo de

H, e ndo formadoras de esporos. Entretanto, as espécies descritas na literatura como alto

potencial hidrogenibnico estdo entre as formadoras de esporos, como por exemplo, Bacillus e

Clostridium (Lazaro et al., 2014).
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Nos isolamentos feitos sem e com tratamentos de exposicao ao calor por 15 minutos,
foram isolados microrganismos nao formadores de esporos como as bactérias da familia
Enterobacteriaceae. Bacillus conhecidos como formadores de esporos foram isolados em
todos diferentes tempos de tratamento. N&o ha um consenso entre autores sobre temperatura e
tempo adequados para o pré-tratamento, sendo que estes podem variar de 80°C a 140°C e de
15 mim a trés horas (Maitinguer et al., 2008). Pendyala et al. (2012) também observaram a
presenca de bactérias (Lactobacillus, Enterobacter e Bacteroides) ndo formadoras de esporos,
apos o tratamento térmico. A presenca de Lactobacillus e Bacteroides torna-se um problema,
pois se tratam de bactérias consumidoras de H, e competidoras por substrato, por isso, nao
desejada no experimento. Goud et al. (2014), apés o tratamento térmico (100°C por 1h),
evidenciram a presenca de Enterobacter cloacae, ndo formadora de esporo, e do género
Clostridium. Zhang et al. (2011) demonstram que os pré tratamentos, como por exemplo, 0
pré tratamento a quente aumenta consideravelmente a producdo de H,, e que apos este tipo
de tratamento ha a permanéncia de Enterobactérias e de Clostridium. Por outro lado, tratando
o indculo em autoclave a 105°C durante 20 min, Hasyim et al. (2011) detectaram a presenca
de microrganismos termofilos como Clostridium thermohydrosulfuricum e hipertermdfilos
como Thermoanaerobacter. Portanto, o tratamento a quente do in6culo € uma etapa
importante e eficaz para 0 aumento da producdo de biogas, através da eliminacdo de bactérias
consumidoras de H,.

Entre os microrganismos identificados ndo houve o isolamento de anaerdbios
estritos, como os do género Clostridium, descritos na literatura como melhores produtores de
H,. Contudo, a utilizacdo de microrganismos anaerobios facultativos na producdo de H, se
torna vantajosa por estes serem menos sensiveis a presenca de oxigénio. Além disso, 0s

microrganismos hidrogenotroficos (consumidores de Hy) sdo anaerdbios estritos e a presenca
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de oxigénio impede a sua proliferagdo e o consequentemente consumo do produto gerado
(Wang & Wan, 2009).

Das amostras analisadas, a que mostrou maior quantidade de microrganismos foi a de
suinocultura, seguida da amostra de compostagem (Tabela 10). O resultado esta relacionado a
alta carga orgéanica (urina, fezes, matéria usada em camas, aguas de limpeza e restos de
células e pelos), tornando o lodo uma importante fonte de nutrientes e, principalmente, ao fato
de apresentarem microrganismos que compdem o trato digestivo destes animais e que sdo
liberados juntamente com as fezes. Portanto, o ambiente com o maior aporte de carga
organica deve selecionar a comunidade microbiana com grande numero de espécies. Se
levarmos em consideracdo lodos e efluentes industriais, a quantidade de matéria organica se
torna menor e a alta quantidade de efluentes quimicos pode causar a inibicdo de uma série de
microrganismos.

Das 28 amostras que inicialmente pareciam apresentar diferencas morfoldgicas,
foram identificadas 15 espécies diferentes de microrganismos. A maioria destes
microrganismos possui poucos relatos de literatura, capazes de descrever suficientemente suas
caracteristicas bioquimicas e morfolégicas.

O género Bacillus foi o que mostrou prevaléncia, sendo referente a 40% no total das
amostras analisadas. Estes pertencem a familia Bacillaceae, um grupo bastante heterogéneo.
Apresentam diversidade fisiolégica podendo viver em ambientes acidos ou basicos, com
temperatura ideal de crescimento a 30°C, seus esporos possuem capacidade de sobreviver em
altas temperaturas (Bala-Amutha & Murugesan, 2013) e condicGes adversas (Kumar et al.,
2013). Eles podem ser aerdbios, anaerébios facultativos ou estritamente anaerobios
(Schileifer, 2009; Barros et al., 2011; Gomes, 2013). Quanto ao habitat, sdo geralmente
saprofitos, vivendo especialmente em solos e ndo patogénicos. Ao microscopio aparecem

como forma de bastonete, Gram-positivos, geralmente méveis e esporulados. Vérias especies
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de Bacillus utilizam glicose ou outro carboidrato como fonte de carbono, em fermentacéo,
para a obtencdo de energia. A capacidade de produzir &cidos a partir de substratos organicos e
padrdes de assimilacdo destes substratos sdo de grande valor na caracterizacdo e identificacéo
das diferentes espécies de Bacillus (Barros et al., 2011). Algumas espécies como
B.licheniformis e B. subtilis sdo encapsulados (Gomes, 2013). Ainda, segundo o autor, B.
licheniformis ao crescer em meio sélido, formam col6nias com aspecto de liquen (secas e
aderentes a superficie do agar). B. subtilis formam col6nias irregulares de aspecto mucoide. Ja
a espécie Bacillus amyloliquefaciens é produtor da enzima de restricdo Bam H1, de alguns
antibidticos, de alfa-amilase e hidrogénio. Ha relatos de literatura que utilizam o extrato desta
bactéria como conservante de alimentos, uma vez que o extrato produz uma substancia capaz
de inibir Listeria monocytogenes. B. atropheus é Gram — positivo, aerobio, formador de
endoesporo, sua descricdo é praticamente igual a de B. subtilis, exceto pelo fato de
produzirem pigmento em meio contendo azoto orgéanico (Burke et al., 2004). Este género de
microrganismos € considerado seguro para se trabalhar com processos biotecnoldgicos
(Kumar et al., 2013).

O género Enterobacter pertence a familia das Enterobactérias. Sdo Gram- negativas,
anaerobias facultativas e quimiorganotroficas, tendo metabolismo respiratorio e fermentativo,
podem catabolizar um amplo espectro de carboidratos com formacao de &cidos e em algumas
espécies ha formacdo de gases. Possuem distribuicdo cosmopolita, habitando solos, agua,
vegetais e principalmente o trato digestivo dos animais. A espécie Enterobacter ludwugii
pertencem ao cluster da Enterobacter cloacae, embora em andlises filogeneticas estas
bactérias formem um grupo genético distinto (Hoffman et al., 2005). Este género € descrito na
literatura como produtor de hidrogénio e pode viver em associa¢cdo com plantas promovendo a
degradacéo de hidrocarbonetos. No ambito clinico, raramente sdo descritas como patogénicas,

embora possam ser patdégenos ocasionais do trato urinario (Grimont & Grimont, 2006; Barros
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et al., 2011). Ainda, pertencente a mesma familia C. freundii, um microrganismo Gram-
negativo, movel, mesofilo, anaerdbio facultativo (Beckers et al., 2010; Hamilton et al., 2010).

Bactérias do género Shigella sp., apresentam-se como bacilos Gram- negatios,
anaerdbios faculativos, ndo formadores de esporos, imoveis e que pertencem a familia
Enterobacteriaceae. Sdo classificadas segundo testes de aglutinacdo. Shigelas sdo capazes de
sobreviver por grandes periodos em condicdes adversas, com o pH e temperaturas elevadas
(Tetteh & Beuchat, 2003). Este género é conhecido por causar a shigelose ou diarréia
sanguinolenta, e portanto, o isolado deve ser avaliado quanto a patogenicidade, uma vez que
dentro do mesmo género podemos ter microrganismos gque nao causem doencas e toda via de
interesse biotecnoldgico.

Paenibacillus cookii sdo anaerdbios facultativos, formadores de endoesporos, Gram-
positivos, com temperatura de crescimento minima em 15°C e méaxima em 50°C (Logan et al.,
2004). Pertencem a ordem Bacillales e familia Paenibacillaceae, estdo geralmente presentes
em solos, ndo sendo considerados patégenos humanos. Enquanto a espécie P. azoreducens
sd0 microrganismos capazes de decompor elementos quimicos do grupo “azo”, como por
exemplo, azobenzeno. S&o anaerdbios facultativos, formadores de endoesporos, Gram
variaveis ( Meehan et al., 2001).

L. sphaericus séo naturalmente encontrado em solos, sé&o bacilos Gram-positivos,
mesdfilos, anaerobios facultativos e seus esporos sdo resistentes ao calor, substancias
quimicas e radiacdo ultravioleta (Berry, 2012).

S. epidermidis sdo cocos Gram-positivos, catalase positiva, anaerobios facultativos,
pertencente a familia Staphylococcaceae, fazem parte dos microrganismos presentes na pela
humana. Geralmente, este microrganismo ndo € patogénico, com excecdo de pessoas
imunodeprimidas ou que estdo fazendo uso de cateteres, por serem formadores de biofilmes.

Ainda, estudos mostram que estes microrganismos possuem capacidade de reduzir nitratos
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(O’Gara & Humphreys, 2001). S. warneri sao cocos, Gram-positivos, anaerobios facultativos
e ndo formadores de endosporos (Wesley et al., 1975).

A. gyllenbergii sdo bacilos Gram-negativos, aerobios obrigatorios, oxidase negativa,
catalase positiva, ndo moveis e pertencentes a familia Moraxellacea. Sdo importantes
microrganismos de solo e fonte de infeccdo em pacientes debilitados ou hospitalizados
(Nemec et al., 2009).

A. faecalis € Gram-negativa e aerobia, considerada uma bactéria ndo patogénica,
podendo causar infeccdes oportunistas, como por exemplo, a de urina. E encontrada
naturalmente em solo, agua e em associaces com seres humanos. Pertence a familia

Alcaligenaceae.

5.3 PRODUCAO DE H,

A avaliacdo da producdo de H, foi realizada por microrganismo, sendo que amostras
com a mesma identificacdo ndo foram repetidas. Foram analisados quanto a producdo de
hidrogénio os isolados: E. ludwigii, Shigella sonnei, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, S.
warneri, A. faecalis, B. subtilis, B. atrhopheus, C. freundii, S. flexneri, Acinetobacter
gyllenbergii, L. sphaericus, S. epidermidis, P. azoreducens e P.cookii.

A linhagem E. aerogenes ATCC 13048 descrito na literatura como produtora de H,
(Neves, 2009; Reungsang et al., 2013), foi utilizada como controle positivo (Figura 8) e seu
cromatograma para a producdo de H, foi utilizado como comparativo. As analises

cromatograficas de todos os microrganismos isolados estdo no Anexo A.



70

i+ A ATCC_2- 10D
b AlCC 2-FD
400 :J,
b
§ 0 |
3
204 |
[ o
10 \ R
\ W
| \ ————
N —_— o . . PP rrrrrry s T
0 2 1 [ 8 10
e [mn.]
Fiesult Tebe {Lincel - ATCC 2 TCO) Qo bor ) Signek
msnten| me | oot | owes | W | wes Conpond it nendic ] ok
00 0 0 T % | (e Nit [ e} [ 3
1650 SMBAE  SA5 i N2 0,16
; | '::; EJ'.;.:'.E ¥ '::.' 1) 68 14 1" Goen vt e o
: Toral A271 703 559,375 ma 100,0 L | I (

Figura 8. Andlise cromatografica da producdo de hidrogénio por E. aerogenes. Fermentagéo de 48h, 37°C, pH
6,8 e meio de cultivo MG1.

Apds as analises cromatograficas, foi possivel selecionar os microrganismos

produtores de H, e os ndo produtores (Tabela 11).

Tabela 11. Lista dos microrganismos isolados que possuem capacidade de producdo de H, e microrganismos
que ndo possuem esta capacidade, analise por cromatografia gasosa.

Produtores de hidrogénio N&o produtores de hidrogénio
E. ludwigii S. flexneri

S. sonnei A. gyllenbergii

B. licheniformis L. sphaericus

B. amyloliquefaciens S. epidermidis

S. warneri P. azoreducense

A. faecalis P. cookii

B. subtilis

B. atrhopheus

C. freundii

E importante destacar que alguns microrganismos, mesmo aerobios, foram capazes
de produzir H,, como o caso dos géneros Bacillus e Alcaligenes, confirmando os resultados

obtidos por Rossi (2011).
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A relacdo de hidrogénio produzido (% area), em relacdo aos outros gases esta

representada na Figura 9.

1004

Area (%) de producéo de Hz

Figura 9. Area (%) de hidrogénio em relago a outros gases produzidos pelos microrganismos isolados em meio
de cultivo, MG1 com glicerol. Area obtida por cromatografia gasosa. Medidas de triplicata e
estimativa de desvio padrdo. Valores expressos em &rea (%). Valores assinalados com a mesma letra
ndo diferem significativamente (p<0,05), analise estatitica com teste ANOVA e posterior Student’s T-
test.

Os géneros Shigella e Bacillus obtiveram uma producdo com maior pureza de gas H,
guando crescidas em meio MGL1 tendo glicerol comercial como Unica fonte de carbono.
Porém, com a utilizagdo de glicerol residual como fonte de carbono, estes resultados s&o
diferentes. Os melhores resultados encontrados referente a pureza dos gases produzidos em

relacdo ao H, foram os dos géneros Enterobacter e Bacillus, Figura 10.
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Figura 10. Area (%) de hidrogénio em relagdo a outros gases produzido pelos microrganismos isolados em meio
de, contendo MG1 com glicerol resiudal. Area obtida por cromatografia gasosa. Area obtida por
cromatografia gasosa. Medidas de triplicata e estimativa de desvio padréo. Valores assinalados com a
mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,05), andlise estatistica com teste ANOVA e
posterior Student’s T-test.

Area (%) de producéo de Hz

Microrganismos do género Shigella ndo s&o comumente usados como cultura puras,
em fermentacOes devido ao seu grau de patogenicidade descritas para algumas linhagens deste
género. Estudos citam a presenca deste microrganismo, somente quando identificados como
componentes de uma cultura mista. Varrone et al. (2013) descrevem uma cultura mista
composta por Escherichia, Klebsiella, Shigella e Cupriavidus sendo capaz de produzir

2960mL Hy/L/dia, quando utilizado o glicerol como substrato fermentativo.

5.4 QUANTIFICACOES DA PRODUCAO DE H,

5.4.1 Producéo de H, em meio de cultivo MG1
A quantificagdo da produgdo de H, foi realizada em fermentador de bancada
adaptada a gasometro invertido. Para certificar-se da eficiéncia do processo, utilizaram-se 0s

microrganismos que obtiveram resultado positivo para a producdo de H,, sendo utilizado E.
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aerogenes ATCC 13048, como controle positivo, S. epidermidis e L. sphaericus, como
controle negativo.

Durante a analise por cromatografia gasosa, pode-se observar apenas pico de gas H,
no cromatograma gerado. O dioxido de carbono produzido durante a fermentacao ficou retido
na base (NaOH 5%), portanto o volume deslocado da base equilave a producdo de H, em

mL/L de meio de cultivo, durante 48 h de fermentacdo (Figura 11).
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Figura 11. Analise de cromatografia gasosa da fermentacdo em frasco invertido utilizando E. aerogenes.
Amostra de gas retirada da saida coletora do frasco invertido, em 48horas de fermentagdo, pH 6,8,
temperatura 37°C e meio de cultivo MG2.

O pico referente ao H, ndo se mostra uniforme, devido a grande concentracao do gas
ou até mesmo podemos levar em consideracdo a contaminacao por outros gases no momento
da coleta, como por exemplo, o oxigénio (tempo de retencdo 1,9 min. aproximadamente). O
gas oxigénio pode ndo ter sido retirado adequadamente da mangueira da saida coletora ou do
frasco de amostra durante a coleta, ja que a amostra era retirada da saida coletora e transferida
para outro frasco até chegar ao cromatografo. Esta contaminacdo ndo aparece na Figura 11,
pois neste caso todo o biorreator, lacrado, foi levado para a analise cromatografica, evitando
possiveis contaminagdes.

A quantificagdo da producédo de H, utilizando o glicerol e meio de cultivo MG1, esta

representada na Figura 12.
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Figura 12. Producédo de H, em frasco invertido com 1L de meio de cultivo MG1 contendo glicerol como Unica
fonte de carbono, em 48h de cultivo, pH 6,8 e temperatura 37°C. Testes com apenas uma repeticao.

Os resultados indicam o género Shigella e o Bacillus os mais promissores produtores
de H,.

Para os ensaios utilizando o glicerol residual, para delineamento experimental,
optou-se por utilizar o controle positivo E. aerogenes, E. ludwigii, com resultado
intermediario; S. sonnei, B. amyloliquefaciens, A. faecalis, com o0s resultados mais
promissores, B. atropheus, com resultado muito inferior e os dois controles negativos (Figura
13).

A quantificacdo do H; gerado difere entre o substrato comercial e o residual, uma
vez que as maiores quantidades de H, produzidos referem-se aos géneros Shigella e
Enterobacter, utilizando o substrato residual e aos géneros Shigella e Bacillus utilizando o
substrato comercial, como mostrado nas Figuras 12 e 13. Esta diferenca deve-se aos nutrientes

gue se encontram em quantidade e disponibilidades distintas em ambos os produtos, como
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descrito no item 5.1, exigindo diferentes adaptacbes e utilizacdo de diferentes rotas

metabolicas pelos microrganismos, aumentando ou diminuindo a producéo final de Ho.
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Figura 13. Produgdo de H, em frasco invertido com 1L de meio de cultivo MG1 contendo glicerol residual como
Gnica fonte de carbono, em 48h de cultivo, pH 6,8 e temperatura 37°C. Testes com apenas uma
repeticéo.

Sarma et al. (2014) relatam o efeito inibitorio que os sabdes, presentes no glicerol
bruto, podem causar sobre 0 metabolismo microbiano. A retirada total destes sabdes também
pode surtir um efeito inibitorio devido a diminuicdo das taxas de carbono e nitrogénio
disponiveis, portanto necessita-se uma forma de neutraliza-los e aproveitar o glicerol residual.
Em outro trabalho, Lovato (2014) verificou que o uso do glicerol residual, se comparado ao
comercial, diminui consideravelmente a quantidade e a qualidade do biogas obtido, pela
formacéo de &cido propidnico. A autora destaca ainda a importancia da utilizacdo do glicerol

comercial como forma de eliminar a interferéncia que pode ser geradas por possiveis residuos

presentes no coproduto bruto, inclusive contaminagédo. Contrariando estes resultados, Ito et al.
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(2005) demonstraram que as maiores taxas de producdo de H, foram obtidas em meio

contendo pequena quantidade de glicerol residual.

5.4.2 Producao de H, em meio de cultivo MG2

Devido a baixa producdo de H, dos microrganismos E. ludwigii, S.sonnei, B.
licheniformis, B. amyloliquefaciens, S. warneri, A. faecalis, B. subtilis, B. atrhopheus e C.
freundii, obtida utilizando o meio de cultivo MG1, repetiram-se 0s experimentos utilizando o
meio de cultivo MG2. Trata-se de um meio rico em nutrientes com o nitrogénio necessario
para que 0 microrganismo cres¢a e mantenha uma producao estavel de H,. Acido nicotinico,
vitamina envolvida no crescimento e precursora do NAD" (transferéncia de elétrons nas
reacOes de oxi-reducdo). Niquel, micronutriente necessario ao funcionamento das
hidrogenases. Para estes testes utilizaram-se o0s dois microrganismos com melhores
resultados nos experimentos anteriores E. ludwigii e B. amyloliquefaciens, como controle
positivo utilizou-se E. aerogenes.

Os experimentos foram realizados em triplicata, os resultados da fermentagédo

utilizando glicerol e o glicerol residual estdo apresentados na Figura 14.
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Figura 14. Producdo de H, (mL), utilizando meio de cultivo MG2, em 48h de cultivo, pH 6,8 e temperatura
37°C. Medidas de triplicata e estimativa de desvio padrdo.Valores assinalados com a mesma letra
ndo diferem significativamente (p<0,05), analise estatitica com teste ANOVA e posterior Student’s
T-test.

O meio de cultivo MG2 aumentou em mais de dez vezes a producdo de H,. Isso é
explicavel por se entender que o microrganismo tenha a sua disposi¢cdo uma quantidade maior
de fontes de nitrogénio, acido nicotinico e niquel. Tais elementos sdo essenciais para a sintese
de proteinas e aminoacidos, além de, aumentar consideravelmente a producdo de H, (Lin &
Lay, 2005; Alshiyab et al., 2008).

Ito et al. (2005) destaca a importancia do acréscimo de 5 g/L triptona e extrato de
levedura ao meio de cultura, o que acelera a fermentacédo e consequentemente a producéo de
gas, confirmando nossos resultados. Alvarado-Cuevas et al. (2013) explicam que,
acrescentando 5% de peptona e o extrato de levedura ao meio de cultivo, pode aumentar em
até 3,5% a producdo de H,. Fontes inorganicas de nitrogénio, inclusive o nitrogénio
amoniacal, podem inibir o metabolismo microbiano e consequentemente diminuir a producao
de gés. Wang et al. (2008), alcancaram maiores produgdes de H, (950 mL/L) utilizando

extrato de levedura como fonte de nitrogénio. Fontes inorganicas como sulfato de amonia
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(NH;).SO,4, também obtiveram resultados promissores (460mL/L), se levarmos em
consideracdo seu baixo custo.

Os isolados testados, E. ludwigii e B. amyloliquefaciens, mantiveram uma producéo
constante de H,, ndo apresentando diferencas estatisticas entre eles. Quando analisado o
isolado comercial, E. aerogenes, sua producéo variou entre 63,5- 454 mL Hy L de meio de
cultivo, valor muito inferior aos 2,5 L H,/L de meio de cultura obtidos por Neves (2009)
utilizando este mesmo isolado e glicerol residual como fonte de carbono.

Com a finalidade de comprovar a importancia da peptona e do extrato de levedura no
meio de cultivo, repetiram-se 0s experimentos utilizando o meio minimo para a fermentacao.
A Tabela 12 mostra uma comparacdo da producdo de H, (mmol/L), utilizando o meio
minimo, MG1 e MG2. Esta comparacdo entre 0os meio de cultivo foi realizada por técnica de
gasdmetro de frasco invertido, o resultado (mL) foi corrigido, com a aplicacdo da equacao
representada no item 4.10.2 deste trabalho e ap06s aplicado a equacdo dos gases ideais (item

4.10.3) para obter-se como resultado a produgdo de H, em mmol/L.

Tabela 12. Quantificacdo de H, (mmol/L) produzido utilizando diferentes meios de cultivo em 48h de cultivo,
pH 6,8 e temperatura de 37°C. Testes com apenas uma repeticao.

Producao de H, (mmol/L)

Isolado Meio minimo MG1 MG2

Glicerol / G. residual Glicerol/ G.residual Glicerol/ G. residual
E. aerogenes 0,11 0,11 0,40 2,56 18,56 20,49
E. ludwigii 9,00 0,50 0,13 1,30 18,62 31,66
B. amyloliquefaciens 9,30 0,41 1,8 0,23 18,62 18,62

Utilizando o meio minimo E. aerogenes manteve a sua producdo de H, em 0,11mmol
H, /L. Enquanto que, E. ludwigii, teve um decréscimo acentuado na sua producéo, havendo
uma variagdo de 9 mmol H,/L para 0,50 mmol H, /L, utilizando o glicerol residual em meio
minimo. Uma variagdo significativa (0,41- 9,3 mmol H,/L) também foi observada nos teste
utilizando B. amyloliquefaciens, este isolado apresentou os melhores resultados com uma

producédo de 9,3 mmol H,/L utilizando o meio de cultivo minimo e com o glicerol comercial
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como fonte de carbono. Nos testes com o meio 3% de glicerol, E. aerogenes mostrou
melhores resultados (2,56 mmol H/L) e a menor producdo ficou com E. ludwigii (0,1 mmol
H./L). O meio de cultivo MG2 apresentou resultados superiores aos outros meios analisados,
chegando ao dobro na producdo de H, se comparado ao meio minimo. Neste meio, MG2,
quando utilizado o glicerol, observou-se uma producdo de H, constante (18,5 mmol H,/L)
para os trés isolados; ja quando analisado o glicerol residual, os resultados de mais interesse
foram E. ludwigii (31,66 mmol H,/L) e o menor resultado ficou com B. amyloliquefaciens
(18,62 mmol Hy/L).

As variacdes na producdo de H, demonstram que cada microrganismo apresenta
necessidades nutricionais diferentes. O cultivo celular com o meio MGL1 foi o que obteve as
menores producdes, embora apresente pequena quantidade de extrato de levedura e peptona,
nutrientes que aumentam a producdo do gas. Estes resultados podem ser indicativos de
inibicdo da formacdo do produto pelo substrato, uma vez que este meio de cultivo continha
uma porcentagem maior de glicerol em sua composi¢do. Como solugéo neste caso, poderia-se
utilizar processo de batelada alimentada, o que evitaria a inibigdo por substrato.

Em meio minimo, mesmo sem a adi¢do do extrato de levedura e peptona, 0s
microrganismos foram capazes de produzir H,, demonstrando o aproveitamento da fonte de
carbono (glicerol) e eliminando a importancia do extrato de levedura e da peptona no
processo. A melhor producdo de H, para os trés microrganismos testados, E. aerogenes
(20,49 mmol Hy/L), E. ludwigii (31,66 mmol H,/L) e B. amyloliquefaciens (18,62 mmol
H./L) foi no meio MG2 tendo o glicerol residual como fonte de carbono. Este meio contém
menor concentracdo de glicerol (15 g/L) e maiores concentragdes de triptona (5 g/L) e extrato
de levedura (5 g/L) Portanto, utilizaram-se os resultados do do meio de cultivo MG2 para os

calculos de rendimento da produgéo de H, (Tabela 13).



80

Tabela 13. Rendimento da producdo de hidrogénio, utilizando glicerol ou glicerol residual como fonte de
carbono e meio de cultivo MG2.

Isolado Producéo de H, (mol Hy/mol glicerol)
Glicerol Glicerol residual
Enterobacter aerogenes 0,35+0,268% 0,13+0,10%
Enterobacter ludwigii 0,35+0,053% 0,35+0,10%
Bacillus amyloliquefaciens 0,30+0,006% 0,50+0,20%

* CondicBes de cultivo: meio de MG2, 48h de cultivo, pH 6,8 e temperatura 37°C. Medidas de triplicata e
estimativa de desvio padrdo. Valores assinalados com a mesma letra ndo diferem significativamente (p<0,05),
analise estatitica com teste ANOVA e posterior Student’s T-test.

N&o houve variagdo nos rendimentos utilizando o glicerol. Estes se mantiveram
constante em 0,3 mol H,/ mol de glicerol, correspondendo a 10% do rendimento tedrico.
Quando analisado o glicerol residual percebeu-se uma pequena variacdo de rendimentos,
tendo E. aerogenes 0,13 mol Hy/ mol de glicerol residual, E. ludwigii 0,35 mol H,/ mol de
glicerol e B. amyloliquefaciens 0,50 mol Hy/ mol de glicerol. Portanto, merece destaque entre
os isolados o B. amyloliquefaciens, pois além dos maiores rendimentos na producdo de Ho,
atingindo 17% do rendimento tedrico, a producdo foi constante, indicando uma aplitude
metabdlica deste microganismo. Descri¢cdes sobre producdo de H, por Bacillus sdo raras,
poucos estudos recentes tém demonstrado o potencial desta classe em produzir
biocombustiveis, como o Hy, por exemplo (Kumar et al., 2013).

B. amyloliquefaciens foi recentemente relatado como espécie produtora de H,, sendo
capaz de produzir 2,26 mol H,/mol de glicose (Song et al., 2013). Esta espécie B. subtilis foi
capaz de produzir entre 1,5 a 3,3 mol de Hy/ mol de sacarose em 16 dias de fermentagdo
(Mohanapriya & Krishnaveni, 2013). Bala-Amutha & Murugesan (2013), obtiveram sucesso
na producédo de H, por fermentacéo, utilizando hastes de milho como substrato com a cepa de
B. licheniformis MSU AGM 2 isolada de residuos da industria de papel. Sinha & Pandey
(2014) propde o uso de sistemas hibridos (fotossintético e fermentagdo) a fim de aumentar os

rendimentos, visto que a fermentacdo produz uma quantidade generosa de &cidos volateis
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utilizados na fotossintese. Os mesmos autores obtiveram um maximo rendimento de 0,22
+0,05 mol H,/ mol sacarose.

Segundo Kumar et al.(2013) o género Bacillus € um bom candidato para a producéo
de hidrogénio. E capaz de crescer em aerobiose e produzir H,. Em condigbes fermentativas
crescem em altas densidades e pelo fato de esporularem podem sobreviver em condicdes
adversas. Também competem pela sobrevivéncia com outras bactérias através da secrecao de
enzimas. Sao eficientes na hidrdlise de residuos através de enzimas como as proteases e
amilases, além de poder produzir biopolimeros (poli-hidroxialcanoatos) a partir de
hidrolisados biolégicos.

Outro microrganismo de destaque neste trabalho é a E. ludwigii, que ndo possui
relatos na literatura como produtora de H,, embora a familia Enterobacteriacea seja
amplamente descrita como produtora de H,. Enterobacter asburiae foi descrita em 2007, por
Shin et al., como um nova espécie de enterobactéria capaz de produzir hidrogénio. Ja a
espécie de Enterobacter aerogenes, € a  mais citada como produtora do gas
(Jayasinghearachchi et al., 2009; Zhang et al., 2009; Reungsang et al., 2013; Song et al.,
2013). Enterobacter ludwigii ndo € descrita na literatura como produtora de H,, 0 que pode
estar relacionado com a similariedade desta bactéria com E. cloacae, o que leva a erros de
identificacdo dos isolados podendo ser resolvidos pelo sequenciamento de DNA.
Enterobacter aerogenes e E. cloacae ITT-By 08 tém sido largamente estudadas, tendo obtido
rendimentos de 1,97mmol de H,/g e 2,2mmol de H,/g respectivamente, utilizando glicose
como substrato (Neves, 2009).

Quanto aos rendimentos obtidos, nossos resultados encontram-se de acordo com
relatos da literatura. Selembo et al. (2009) com indculo tratado por calor obtiveram um
rendimento entre 0,28 e 0,31 mol H,/ mol glicerol. Resultados inferiores foram relatados por

Temudo et al. (2008), 0,05 mol de H,/ mol glicerol com cultura mista.



82

Utilizando E. aerogenes em suas fermentacGes durante seis dias, Markov et al.
(2010) produziram 0,2 mol H,/mol de glicerol. Vasconcelos de Sa et al. (2013) utilizando
Clostridium, microrganismo anaerobio estrito cujos rendimentos de producéo de gas H, sédo
maiores, obtiveram rendimentos de 0,80 mol de H,/ mol de glicerol. Jirtrwung et al.(2013)
obtiveram resultados promissores tanto com glicerol comercial quanto com glicerol residual,
tendo este dltimo, um rendimento de 0,84 mol/mol, utilizando um isolado de Enterobacter
aerogenes.

Em ensaios com duracdo de quatro horas, a 40°C e pH 8, utilizando inéculo de
Klebsiela sp., obtiveram um rendimento de 44,27 mmol H,/ g de glicerol (Chookaew et al.
2014). Em ensaios para avaliar a influéncia da concentracdo de ureia e de glicerol no meio de
cultivo, Sittijunda & Reungsang (2012) obtiveram rendimento de 0,30 mol Hy/ mol de
glicerol, utilizando a bactéria termofilica Thermoanaerobacterium.

Maru et al. (2012) se aproximou dos rendimentos teéricos de 3 mol H,/ mol de
glicerol. Utilizando isolados de Thermotoga maritima e Thermotoga neopolitana,
microrganismo hipertermofilos, com concentracdo de glicerol 2,5¢/L e 4 g/L de extrato de
levedura, obtiveram rendimentos de 2,75 e 2,65 mol H,/ mol de glicerol, respectivamente.

E dificil fazer uma comparagio entre os rendimentos da fermentaco, pois nio ha
uma unificacdo entre as unidades de medida apresentadas nos resultados. Torna-se necessario

a padronizacdo de unidades para expressar a producéo de Hy.

5.5 ANALISE DE GENES PRODUTORES DE H,

As hidrogenases sdo o principal grupo de enzimas envolvidas na produgdo de

hidrogénio por fermentagdo microbiana (Heinekey, 2009; Hallenbeck, 2012; Sabaratnam &

Ali Hassan, 2012). Estas enzimas possuem varios operons, com multiplos genes para controle.
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Foram analisados trés genes HycC, HycF e HycE, da subunidade Hyd-3 pertencente
ao operon Hyc. A presenca destes genes nos microrganismos isolados foi analisada através de
bioinformatica, utilizando a ferramenta BLAST intra. Também se explorou a similaridade
destes genes com proteinas de outras bactérias, que possuem genoma depositado no GenBank,
com a finalidade de estabelecer uma relacéo entre estes genes e a producao de Hs.

O operon Hyc ao qual pertence a Hyd-3 é o mais estudado. Este tipo de hidrogenase
@ expressa somente em anaerobiose, sendo responsavel pela oxidacdo do formato, pelo
formiato desidrogenase (Fdh-H) que forma um conjunto associado & membrana com formiato
hidrogenliase (FHL) (Vignais et al., 2001; Bagramyam et al., 2002; Vignais & Billoud,
2007).

Dos microrganismos isolados neste trabalho apenas B. amyloliquefaciens, B.
licheniformis e B. atrophaeus possuem genoma completamente sequenciado e, portanto,
foram utilizados em todas as analises. Neste estudo foram considerados e-value préximos a
zero, 0 que demonstra que a similaridade ndo ocorre ao acaso.

O gene HycC que codifica proteinas de membranas (Bagramyan et al, 2002), nédo foi
encontrado em nenhuma das espécies de Bacillus. Quando o mesmo gene fora analisado em
outras espécies de microrganismos, Citrobacter rodentium, Citrobacter turicensis,
Dehalococcoides e Enterobacter cloacae (Anexo B, Tab.B.1), apresentou similaridade com
os antiporter mrpA e mrpD, das trés espécies de Bacillus.

O antiporter é um transportador de uma proteina integral de membrana envolvida no
transporte secundario de duas ou mais moléculas diferentes através da membrana
fosfolipidica, em sentidos opostos. Envolvido no transporte de ions Na*, mrpA; enquanto
mrpD parece estar envolvido no tranporte de ions H*. Este resultado pode explicar a

correlacdo da concentracdo de Na* para a producio de hidrogénio, por bactérias halogénicas,
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resultado ja reportado, em trabalhos deste laboratorio, por microganismos do género
Brevebacterium (Stallivieri et al., 2014).

Os genes mrpA e mrpD também sdo homodlogos as subunidades do Complexo |
(NADH- ubiquinona oxidoretudase), importante maquinario celular para bombear prétons
(Moparthi et al.,, 2011). Todas as subunidades do Complexo I, NuoL, NuoM e NuoN
apresentam semelhanca, principalmente com as [NiFe] hidrogenases (Vignais et al., 2001).

As analises comparativas do gene HycE, responsavel por codificar as hidrogenases
[NiFe] (Bagramyan et al, 2002) ndo apresentaram resultados significativos com proteinas de
outros genes.

O dltimo gene do complexo Hyd-3 analisado, foi HycF. Este gene codifica pequenas
unidades de transferéncia de elétrons dentro do complexo FHL (Bagramyan et al, 2002). Nas
analises do BLAST intra-espécie ndo foi encontrado resultados para o género Bacillus. Em
analise inter-espécie pode-se notar a similaridade deste gene em Citrobacter rodentium,

Cronobacter turicensis, com yjgC e yrhE de Bacillus (Tabela 14).
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Tabela 14. Analise das sequéncias do operon hyc, resultados da analise de proteinas do gene HycF, atravésde
BLAST (All).

Microrganismo Microrganismo  Similar.  Proteina Fungéo E-value
isolado (%) similar
Bacillus Citrobacter 398 4C Ferro- enxofre dominio 1,00E-06
atrophaeus 1942  rodentium ' 9 proteina

ICC168
B_acHIL_Js _ Crc_)nochter 28.7 yigC Ferrg— enxofre dominio 6,00E-08
licheniformis turicensis z3032 proteina
ATCC 14580
Bacillus Cronobacter yrhE Formato dehidrogenase
licheniformis turicensis z3032 305 subunidade alpha YrhE 9,00-07
ATCC 14580
B_acnlt_Js _ Crc_)noba_lcter 287 vige Ferro: enxofre dominio 6,00E-08
licheniformis turicensis 23032 proteina
ATCC 14580
Bacillus Formato dehidrogenase
licheniformis Ejrr?:;nbs?gtzest%z 305 yrhE subunidade alpha YrhE 9,00E-07
ATCC 14580
Bacillus Cronobacter i Proteina hipotética 6,00E-09
amyloliquefaciens  turicensis z3032 28,7 yig€ P '
FZB42
Bacillus Proteina hipotética .
amyloliquefaciens Crt_Jnoba_lcter 28,5 yrhE p 1,00E-07
F7B42 turicensis z3032

Segundo a Enciclopédia de Genes e Genoma de Kioto (KEGG), o gene yjgC e yrhE
sdo similares a formiato desidrogenase. Trata-se de uma proteina de mdltiplas funcdes,
envolvida no metabolismo do carbono além de resposta ao estresse salino e etandlico.

Embora ndo se tenha encontrado estes genes especificos nos microrganismos
isolados, a subunidade Hyd-3 possui envolvimento na producdo de hidrogénio. O gas é
produzido no interior da célula bacteriana pela oxidacdo do NADH e precisa ser bombeado
para 0 meio externo. As proteinas que apresentam similaridade participam das duas
atividades, oxidacdo do NADH e o bombeamento do excesso dos protons para 0 meio

extracelular.
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Com o intuito de obter uma comparagdo entre a presenca ou nao de genes nos
microrganismos analisados, estudou-se a subunidade Hyd-4. Esta pertence ao operon hyf,
sendo descrita como nédo tendo envolvimento na producédo de hidrogénio (Vignais et al., 2001;
Bagramyan et al, 2002). Neste caso também foram analisados trés genes, HyfC, HyfFe HyfH.

As andlises de BLAST intra ndo encontraram nenhum dos trés genes nos Bacillus
analisados. O gene HyfC ndo apresentou similaridade com nenhum outro gene ou proteinas de
outras bacteérias.

O gene HyfF também estad envolvido com o transporte de protons para dentro e fora
da célula. Os microrganismos Acidithiobacillus ferrooxidans, Aromtoleum aromaticum,
Azispirillum lipoferum, Bradyrhizobum japonicum, Burkolderia pseudomallei, Candidatus
Nitrospira defluvi e Cupriavidus necator, Dickeya dadantii, Escherichia coli apresentaram
proteinas similares a do gene HyfF com mrpA e mrpD de Bacillus (Anexo B. Tab. B. 2).

E o ultimo gene analisado HyfH de Aeromomas salmonicida e Edwardsiella tarda

possui homologia com os genes yjgC e yrhE de Bacillus (Tabela 15).
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Tabela 15. Analise das sequencias do operon hyf, resultados da analise de proteinas do gene HyfH, atravésde

BLAST (All).

Microrganismo Microrganismo  Similar.  Proteina Funcéo E-value

isolado (%) similar

Bacillus Aeromonas Proteina hipotética 7,00E-07

amyloliquefaciens  salmonicida 306 yrhE P '

FzB42 A449

Bacillus Aeromonas 316 e 3,00E-11

amyloliquefaciens  salmonicida ' Y9 Proteina hipotética

FzZB42 A449

B_acﬂlgs . Aeromqngs 291 yrhE Forma}t desihidrogenase 7.00E-08

licheniformis salmonicida subunidade alpha YrhE

ATCC14580 A449

Bacillus Aeromonas 30.7 e Ferro- enxofre dominio  1,00E-06

licheniformis salmonicida ' 9 proteina

ATCC14580 A449

Bacillus Edwardsiella 26.9 e Ferro- enxofre dominio 2,00E-06

licheniformis tarda EIB202 ' Y proteina

ATCC14580

Bacillus Edwardsiella . oxidoredutase 2,00E-06
26,9 yigC

amyloliquefaciens
FzB42

tarda EIB202

Os resultados descritos confirmam a afirmacdo de Bagramyan et al. (2002) que o

operon hyF é homologo a todas as subunidades do hyd-3. Embora apresentem similaridade,
os dois subtipos de hydrogenases (3 e 4) sdo expressos em condicOes diferentes, ja que a hyd-
3 participa da producdo de hidrogénio pela fermentacdo do glicerol e a hyd-4 parece nao ter
participacdo (Sanchez — Torres et al. 2013).

As analises mostram que os isolados de B. amyloliquefaciens, B. licheniformis e B.
atrophaeus ndo possuem 0s genes especificos analisados. Embora possuam similaridade com
outras proteinas que poderiam desempenhar funcdes no transporte de H, para exterior da
celula. Portanto, ndo foi possivel relacionar a produgdo de H, com a presenca dos genes
analisados. Segundo Hallenbeck (2012), mesmo que estes genes das subunidades 3 e 4 néo

sejam estruturais para a maturacdo das hidrogenases, tratam-se de genes adicionais para a
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insercdo e adequacdo do complexo metélico. Portanto, podem-se aumentar os rendimentos
dos processos fermentativos pela manipulacdo genética dos genes adicionais.

Além disso, outro questionamento importante apds a analise comparativa e que
merece ser estudado com detalhamento é a similaridade entre 0s genes dos microganismos
ndo descritos na literatura como produtores de H,. A presenca de genes e proteinas com

funcBes similares nos microrganismos deveriam também indicar produtores de hidrogénio.
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6. CONCLUSAO

A analise dos dados obtidos neste trabalho, nas condicdes estudadas, permite
entender que:
e uma linhagem de Bacillus amyloliquefaciens obteve os melhores rendimentos
de producéo de H,, em meio de cultivo MG2, utilizando o glicerol residual,
e encontram-se microrganismos capazes de produzir hidrogénio a partir da

degradacéo do glicerol de amostras de lodos de ETE;

0 lodo de ETE suinicola apresentou uma maior variedade de linhagens

produtoras de hidrogénio;

a concentracdo de glicerol utilizada no meio de cultivo influencia no

crescimento microbiano;

o glicerol residual de biodisel pode ser empregado na producao de hidrogénio,

este que apresentou os melhores resultado em todas as linhagens estudadas;

os resultados obtidos de producdo de hidrogénio ndo estdo relacionados aos
genes HycC, HycE, HycF, HyfC, HyfF e HyfH.
A microbiota natural presente em efluentes tem potencial biotecnoldgico para

producdo de gas hidrogénio como combustivel e/ou fonte de energia limpa e renovavel.
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7. PERSPECTIVAS

e Estudar as rotas metabolicas dos microrganismos para conhecer outros produtos
formados durante a fermentacao.

e Conhecer a necessidade nutricional de cada microrganismo através do uso de meios de
cultivo definidos.

e Testar diferentes concetracdes de glicerol para a producéao de Hs.

e Otimizar a composicdo dos meios de cultivo, a fim de baixar os custos de producao,
para uma possivel aplicacdo industrial do processo.

e Testar meios de cultivo que ndo necessitem de esterilizagéo.

e Procurar variabilidade entre os B. amyloliquefaciens isolados.

e Suplementar o glicerol residual de biodiesel com residuos lignoceluldsicos exauridos
do cultivo de macrofungos, a fim de constituir um meio de cultivo para a producdo de
H,, baseado somente em residuos.

e Estudos de co-culturas para intensificar a producédo de H,.
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Anexo A - Cromatogramas para verificagdo da producdo de gas hidrogénio pelos
microrganismos isolados.
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Figura A.1: Cromatografia gasosa padrdo para gas hidrogénio.
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Figura A.2: Andlise cromatografica da produgdo de hidrogénio com indculo de Enterobacter aerogenes.
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Figura A. 3: Analise cromatogréafica da producéo de hidrogénio com indculo Enterobacter ludwigii .
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Figura A.4: Andlise cromatografica da producdo de hidrogénio com inéculo Shigella sonnei .
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Figura A.5: Andlise cromatogréfica da produgdo de hidrogénio com inéculo Bacillus licheniformis.
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Figura A.6: Andlise cromatografica da producdo de hidrogénio com inéculo Shigella flexneri.
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Figura A.7: Andlise cromatografica da producdo de hidrogénio com inéculo Bacillus amyloliquefaciens.
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Figura A.8: Andlise cromatografica da producdo de hidrogénio com in6culo Staphylococcus warneri.



120

= okl 53 - 1LD
— BieHIS-3 - FID

— W63 - 10D
— BioHIE-3 - FID

Figura A.10: Anéalise cromatografica da produgdo de hidrogénio com in6culo Lysinibacillus sphaericus.

Figura A.11: Analise cromatografica da producao
epidermidis.
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Figura A.12: Andlise cromatogréfica da produgdo de hidrogénio com indculo Bacillus subtilis.
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Figura A.14: Andlise cromatografica da produgéo de hidrogénio com inéculo Paenibacillus azoreducens.
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Figura A.16: Analise cromatografica da produgdo de hidrogénio com in6culo células Bacillus atropheus.

Figura A.17: Anéalise cromatografica da produgdo de hidrogénio com in6culo Citrobacter freundii.
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Anexo B- Resultados do BLAST

Tabela B.1. Analise das sequencias do operon Gene hyc, resultados da analise de proteinas do gene HycC,
atravésde BLAST (All).

Microrganismo Microganismo Similar. Proteina Fungéo E-value
isolado (%) similar
Bacillus Citrobacter 32 mrpA Monovalent cation/H+ 2,00E-12
Egélﬂlquefamens Irg%e;égjm antiporter subunit A
Bacillus Citrobacter 30 mrpA Monovalent cation/H+ 1,00E-10
licheniformis rodentium . .
ATCC 14580 ICC168 antiporter subunit A
Bacillus Citrobacter 30 mrpA Monovalent cation/H+ 1,00E-09
atrophaeus 1942 rodentium . .

ICC168 antiporter subunit A
Bacillus Citrobacter 30 mrpA Monovalent cation/H+ 4,00E-16
licheniformis turicensis z3032 . .
ATCC 14580 antiporter subunit A
Bacillus Citrobacter 31 mrpD Monovalent cation/H+ 5,00E-06
licheniformis turicensis 23032 . .
ATCC 14580 antiporter subunit D
Bacillus Citrobacter 31,6 mrpD Monovalent cation/H+ 5,00E-06
amyloliquefaciens  turicensis z3032 . .
£7B42 antiporter subunit D
Bacillus Citrobacter 30 mrpA Monovalent cation/H+ 2,00E-18
'a:gélgélquefa0|ens turicensis z3032 antiporter subunit A
Bacillus Dehalococcoides 31 mrpA Monovalent cation/H+ 2,00E-34
licheniformis CBDB1 . .
ATCC 14580 antiporter subunit A
Bacillus Dehalococcoides 26,5 mrpD Monovalent cation/H+ 1,00E-23
licheniformis CcBDB1 . .
ATCC 14580 antiporter subunit D
Bacillus Dehalococcoides 31 mrpA Monovalent cation/H+ 6,00E-23
'zir;élgquefaaens CBDBL antiporter subunit A
Bacillus Dehalococcoides 29 mrpD Monovalent cation/H+ 6,00E-23

amyloliquefaciens
FzZB42

CBDB1

antiporter subunit D



Bacillus
amyloliquefaciens
FZB42

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefaciens
FZB42

Bacillus
amyloliquefaciens
FzB42

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefaciens
FzB42

Bacillus
amyloliquefaciens

Dehalococcoides
VS

Dehalococcoides
VS

Dehalococcoides
VS

Dehalococcoides
VS

Enterobacter
cloacae Ecwsul

Enterobacter
cloacae Ecwsul

Enterobacter
cloacae Ecwsul

Enterobacter
cloacae Ecwsul

Escherichia coli
55989

Escherichia coli
55989

Escherichia coli
APECO1

Escherichia coli
APECO1

Escherichia coli
APECO1

Escherichia coli
APECO1

32

25,8

33,7

25

27,8

28,6

29,2

29,3

29,3

24,3

21,7

24,4

25,7

25

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+

antiporter subunit D
Monovalent cation/H+
antiporter subunit A

Monovalent cation/H+

antiporter subunit D
Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+

antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+

antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

6,00E-34

2,00E-24

9,00E-34

1,00E-22

7,00E-20

7,00E-22

2,00E-22

3,00E-14

1,00E-12

9,00E-07

1,00E-13

3,00E-07

8,00E-16

2,00E-07
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FZB42

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefaciens
FZB42

Bacillus
amyloliquefaciens
FzB42

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefaciens
FzB42

Bacillus
amyloliquefaciens
FzB42

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus

Escherichia
BRELG606

Escherichia
BRELG606

Escherichia
BREL606

Escherichia
BREL606

Escherichia
BREL606

Escherichia
BREL606

Escherichia
BW2952

Escherichia
BW2952

Escherichia
BW2952

Escherichia
BW2952

Escherichia
BW2952

Escherichia
BW2952

Escherichia
CFTO073

Escherichia

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

24,5

24,5

25,7

25

29,3

24,3

24,5

21,7

25,7

25

29,3

24,3

28,4

24,7

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+

2,00E-13

4,00E-07

8,00E-16

2,00E-07

1,00E-12

7,00E-07

2,00E-13

3,00E-07

1,00E-15

3,00E-07

2,00E-12

6,00E-07

2,00E-14

3,00E-07
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licheniformis
ATCC 14580

Bacillus

amyloliquefaciens

FZB42

Bacillus

amyloliquefaciens

FZB42

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
licheniformis

CFTO073

Escherichia
E24377A

Escherichia
E24377A

Escherichia
E24377A

Escherichia
E24377A

Escherichia

EDla

Escherichia
ED1la

Escherichia
HS

Escherichia
HS

Escherichia
HS

Escherichia
HS

Escherichia

K12

Escherichia
K12

Escherichia
026

Escherichia
026

Escherichia
055

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

25,7

25

29,3

24,3

21,7

24,4

21,7

24,4

29,3

24,3

21,7

24,4

29,3

24,3

21,7

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

126

1,00E-15

3,00E-07

2,00E-12

9,00E-07

2,00E-13

4,00E-07

2,00E-13

4,00E-07

1,00E-12

7,00E-07

2,00E-13

3,00E-07

1,00E-12

7,00E-07

9,00E-14



ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefaciens
FzB42

Bacillus
amyloliquefaciens
FzB42

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
atrophaeus 1942

Escherichia
055

Escherichia
0103

Escherichia
0103

Escherichia
0111

Escherichia
0111

Escherichia
0127

Escherichia
0127

Escherichia
0127

Escherichia
0127

Escherichia
0157

Escherichia
0157

Escherichia
S88

Escherichia
S88

Escherichia
S88

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

24,7

29,3

24,3

21,7

24,4

29,7

24,4

25,7

25

21,7

24,7

21,7

24,7

29,4

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

antiporter subunit A
Monovalent cation/H+

antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

2,00E-07

2,00E-12

9,00E-07

2,00E-13

3,00E-07

4,00E-13

4,00E-07

2,00E-07

8,00E-11

1,00E-13

2,00E-07

1,00E-13

3,00E-07

1,00E-12
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Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefaciens
FZB42

Bacillus
amyloliquefaciens
FzB42

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefaciens
FzB42

Bacillus
amyloliquefaciens
FzB42

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
atrophaeus 1942

Escherichia
S88

Escherichia
SMS

Escherichia
SMS

Escherichia
SMS

Escherichia
SMS

Escherichia
UMNO026

Escherichia
UMNO026

Escherichia
uTI189

Escherichia
uTI189

Escherichia
uTI189

Escherichia
uTI189

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

23,4

21,7

24,6

25,7

25

21,7

24,1

25,7

251

29,3

24,3

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

Monovalent cation/H+

antiporter subunit A

Monovalent cation/H+
antiporter subunit D

8,00E-07

1,00E-13

3,00E-07

1,00E-15

3,00E-07

2,00E-13

1,00E-06

8,00E-16

2,00E-07

2,00E-10

1,00E-12
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Tabela B.2. Anélise das sequencias do operon Gene hyf, resultados da andlise de proteinas do gene HyfF,
atravésde BLAST (All

Microrganismo  Microrganismo  Similar.  Proteina Fungéo E-value

isolado (%) similar

B_acnlt_Js _ AC|d|th|_obaC|IIus 25 4 mrpA mo_novalent catu_)n/H+ 6,00E-11

licheniformis ferrooxidans antiporter subunit A

ATCC 14580 ATCC 23270

Bacillus Acidithiobacillus monovalent cation/H+

licheniformis ferrooxidans 26,6 mrpD antiporter subunit D 3,00E-10

ATCC 14580 ATCC 23270

Bacillu_s _ Acidithi_obacillus 26.6 mrpA mo_novalent cati(_)n/H+ 7 00E-11

amyloliquefacien  ferrooxidans antiporter subunit A

s FzB42 ATCC 23270

Bacillus Acidithiobacillus monovalent cation/H+

amyloliquefacien  ferrooxidans 25 mrpD antiporter subunit D 2,00E-09

s FzB42 ATCC 23270

Bacillus Acidithi_obacillus 26 MrpA mo_novalent cati(_)n/H+ 2 00E-10

atrophaeus 1942  ferrooxidans antiporter subunit A
ATCC 23270

Bacillus Acidithiobacillus monovalent cation/H+

atrophaeus 1942  ferrooxidans 24 mrpD antiporter subunit D 2,00E-09
ATCC 23270

B_acnlt_Js _ Aromat_oleum 26.8 MrpA mo_novalent catu_)n/H+ 2 00E-22

licheniformis aromaticum antiporter subunit A

ATCC 14580 EbN1

Bacillus monovalent cation/H+ 2 00E-20

licheniformis 2:8m:tti()c|§rl:1m 24,8 mrpD antiporter subunit D ’

ATCC 14580 EbN1

Bacillus NADH dehydrogenase

licheniformis 2:8m:tti()c|§rl:1m 303 ndhf subunit 5 3,00E-10

ATCC 14580 EbN1

E_%acillt_Js _ Azospirillum 71 mrpA mo_novalent catic_Jn/H+ 5 00E-16

licheniformis lipoferum 4B ' antiporter subunit A

ATCC 14580

Bacillus - monovalent cation/H+

licheniformis ﬁ‘zgigﬂrﬂuﬂ 231 mrpD antiporter subunit D 5,00E-06

ATCC 14580 P

Bacillus Azospirillum 26.1 mrpA mo_novalent catic_Jn/H+ 2 00E-15

atrophaeus 1942  lipoferum 4B antiporter subunit A

Bacillus . monovalent cation/H+

atrophaeus 1942 Azosplnllum 255 mrpD antiporter subunit D 2,00E-07
lipoferum 4B

Bacillus Bradyrhizobium 26.4 mpA monovalent cation/H+ 7 4920

licheniformis japonicum USDA antiporter subunit A

ATCC 14580 110



Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefacien
s FZB42

Bacillus
amyloliquefacien
s FZB42

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefacien
s FZB42

Bacillus
amyloliquefacien
s FzB42

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefacien
s FZB42

Bacillus
amyloliquefacien
s FzB42

Bacillus
licheniformis

Bradyrhizobium
japonicum USDA
110

Bradyrhizobium
japonicum USDA
110

Bradyrhizobium
japonicum USDA
110

Bradyrhizobium
japonicum USDA
110

Bradyrhizobium
japonicum USDA
110

Burkholderia
pseudomallei
1710b

Burkholderia
pseudomallei
1710b

Burkholderia
pseudomallei
1710b

Burkholderia
pseudomallei
1710b

Burkholderia
pseudomallei
1710b

Candidatus
Nitrospira
defluvii

Candidatus
Nitrospira
defluvii

Candidatus
Nitrospira
defluvii

Candidatus
Nitrospira
defluvii

Cupriavidus
necator N1

23,8

27,5

26

24,3

27,4

26,7

25,5

30,8

27,4

24,7

28,1

26,8

25,7

23,9

24,7

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

ndhF

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

NADH dehydrogenase
subunit 5

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

7,00E-19

4,00E-22

3,00E-17

2,00E-19

3,00E-19

5,00E-21

4,00E-19

5,00E-08

3,00E-19

5,00E-17

1,00E-12

4,00E-11

6,00E-13

4,00E-11

4,00E-20

130



ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
atrophaeus 1942

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefacien
s FzB42

Bacillus
amyloliquefacien
s FzB42

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis

Cupriavidus
necator N1

Cupriavidus
necator N1

Cupriavidus
necator N1

Cupriavidus
necator N1

Cupriavidus
necator N1

Dickeya dadantii
937

Dickeya dadantii

Escherichia coli
55989

Escherichia coli
55989

Escherichia coli
55989

Escherichia coli
BRELG606

Escherichia coli
BRELG606

Escherichia coli
BRELG606

Escherichia coli
BRELG606

Escherichia coli
BW2952

26,3

31

26,7

24

25,8

21,7

24,1

31,5

25,1

35,2

30,7

24,7

31,5

24,5

31,2

mrpD

ndhF

mrpA

mrpD

ndhF

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

ndhF

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

NADH dehydrogenase
subunit 5

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

NADH dehydrogenase
subunit 5

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

NADH dehydrogenase
subunit 5

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

131

2,00E-16

4,00E-10

6,00E-21

3,00E-15

2,00E-06

3,00E-20

7,00E-10

1,00E-29

5,00E-13

7,00E-06

4,00E-08

2,00E-26

1,00E-29

5,00E-13

1,00E-29



ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefacien
s FZB42

Bacillus
amyloliquefacien
s FZB42

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefacien
s FZB42

Bacillus
amyloliquefacien
s FzB42

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefacien
s FzB42

Bacillus
amyloliquefacien
s FZB42

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Escherichia
BW2952

Escherichia
1AL

Escherichia
IAI1

Escherichia
IAI139

Escherichia
1AI39

Escherichia
K12

Escherichia
K12

Escherichia
K12

Escherichia
K12

Escherichia
K12

Escherichia
026

Escherichia
026

Escherichia
026

Escherichia
026

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

coli

24,5

30,5

24,7

40

25,3

30,7

24,7

31,2

24,5

34,6

30,1

25

3151

24.57

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

ndhF

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

NADH dehydrogenase
subunit 5

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

132

5,00E-13

2,00E-25

2,00E-13

5,00E-28

3,00E-11

2,00E-26

1,00E-13

1,00E-29

5,00E-13

1,00E-06

1,00E-25

1,00E-13

9,00E-30

6,00E-13



Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefacien
s FZB42

Bacillus
amyloliquefacien
s FZB42

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefacien
s FzB42

Bacillus
amyloliquefacien
s FZB42

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
licheniformis
ATCC 14580

Bacillus
amyloliquefacien
s FZB42

Escherichia coli
026

Escherichia coli
055

Escherichia coli
055

Escherichia coli
055

Escherichia coli
055

Escherichia coli
055

Escherichia coli
0103

Escherichia coli
0103

Escherichia coli
0103

Escherichia coli
0103

Escherichia coli
0103

Escherichia coli
0157

Escherichia coli
0157

Escherichia coli
0157

Escherichia coli
0157

34.62

30.77

24.74

31.77

24.78

34.62

30,8

23,9

24,6

29,4

24,4

21,7

24,7

31,6

30,7

ndhF

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

ndhF

mrpA

mrpD

ndhF

mrpA

mrpD

mrpA

mrpD

ndhF

mrpA

NADH dehydrogenase
subunit 5

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

NADH dehydrogenase
subunit 5

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

NADH dehydrogenase
subunit 5

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

monovalent cation/H+
antiporter subunit D

NADH dehydrogenase
subunit 5

monovalent cation/H+
antiporter subunit A

7,00E-06

3,00E-26

2,00E-13

3,00E-30

8,00E-13

7,00E-06

2,00E-27

1,00E-11

8,00E-06

2,00E-23

1,00E-12

2,00E-30

6,00E-13

7,00E-06

3,00E-26
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Bacillus . . monovalent cation/H+
amyloliquefacien (E)slc5h7er|ch|a coli 24,7 mrpD antiporter subunit D
s FzZB42

2,00E-13
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