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avaliação do crescimento de Enterococcus faecalis Newp 0012 em presença de ácidos orgânicos
Resumo 
O presente estudo tem o objetivo de avaliar a capacidade da Enterococcus faecalis Newp 0012 em metabolizar alguns dos compostos tóxicos presentes em hidrolisados hemicelulósicos de biomassa vegetal. Para isso, foram realizados testes com diferentes concentrações de ácido acético e ácido acetilsalicílico (modelo de composto fenólico) de forma a avaliar o comportamento microbiano frente a esses compostos, tendo como resposta o crescimento bacteriano. Constatou-se que a bactéria cresceu na presença de ambos os ácidos orgânicos avaliados, porém foi observado o aumento da acidez dos meios, fato que pode ser explicado pela produção de ácido lático como produto do metabolismo microbiano. Conclui-se que a bactéria apresenta potencial para ser usada como modelo microbiano de destoxificação de hidrolisados hemicelulósicos de biomassa vegetal, no entanto, mais estudos se faz necessário para entender o comportamento da bactéria na presença de outros compostos comumente encontrados nesses meios. 
Palavras-chave: Enterococcus faecalis; Ácido acético; Ácido acetilsalicílico; Hidrolisado hemicelulósico de biomassa vegetal; Destoxificação biológica.

ABSTRACT 

This study aims to evaluate the ability of Enterococcus faecalis Newp 0012 to metabolize the main toxic compounds present in plant biomass hemicellulosic hydrolysates. For this, tests were performed with different acetic acid and acetylsalicylic acid (phenolic compound model) concentrations in order to evaluate the microbial behavior against these compounds, with response to bacterial growth. It was found that the bacteria grew in both growth media, however, it was observed the acidity increase of the media. It is concluded that the bacterium has potential to be used as a microbial detoxification model of plant biomass hemicellulosic hydrolysates. However, further studies are necessary to understand the bacterial behavior in the presence of other compounds commonly found in these media.
Keywords: Enterococcus faecalis; Acetic acid; Acetylsalicylic acid; Hemicellulosic hydrolysate; Biological detoxification
1. INTRODUÇÃO 

Como consequência do desenvolvimento agrícola e da indústria florestal, são geradas a cada ano, milhões de toneladas de subprodutos/resíduos lignocelulósicos, os quais constituem fontes potenciais de energia e matérias-primas de baixo custo. A busca de tecnologias capazes de gerar produtos de alto valor agregado a partir da biomassa vegetal lignocelulósica vem intensificando as pesquisas relacionadas ao uso sustentável desses materiais (KARAGOZ et al., 2019).

A composição química dos materiais lignocelulósicos depende da espécie vegetal e outras variações biológicas, como diferenças genéticas dentro da própria espécie, condições de crescimento e de cultivo, sendo os principais componentes estruturais dessas matérias-primas a celulose, hemicelulose e lignina. O aproveitamento de todos esses componentes requer a separação seletiva de cada uma das frações, utilizando técnicas de pré-tratamento, hidrólise e deslignificação. Entre os métodos mais comumente empregados com a finalidade de recuperar os açúcares fermentescíveis da fração hemicelulosica dos materiais lignocelulósicos é a hidrólise com ácido diluído (FORTUNATI et al., 2019). 
A hidrólise com ácido diluído, além da solubilizar os monossacarídeos, também gera vários outros compostos tóxicos durante o processo, constituindo potenciais inibidores do crescimento microbiano. Tais compostos podem ser divididos em vários grupos: 1) produtos da degradação dos açúcares, como o furfural e o 5-hidroximetilfurfural; 2) produtos da degradação da lignina, incluindo uma grande variedade de compostos fenólicos; e 3) substâncias liberadas da estrutura lignocelulósica durante o pré-tratamento, como ácido acético. Os tipos e a concentração desses compostos variam de acordo com a matéria-prima utilizada e com as condições hidrolíticas empregadas (KIM, 2018; KARAGOZ et al., 2019).

Para que os hidrolisados hemicelulósicos possam ser eficientemente utilizados em processos fermentativos, é de fundamental importância o desenvolvimento de estratégias que minimizem o efeito inibitório desses compostos, seja através da eliminação ou da transformação desses compostos com menor grau de inibição (KIM, 2018; FORTUNATI et al., 2019). Atualmente, diversos estudos têm objetivado o desenvolvimento de métodos de destoxificação dos hidrolisados com vistas a sua eficiente fermentação. Tais procedimentos incluem métodos físicos, químicos e/ou biológicos (KIM, 2018). No que se refere aos métodos físicos, o emprego de carvão ativado tem mostrado ser eficaz na eliminação de ácido acético, furanos e compostos fenólicos, permitindo dessa maneira obter melhores resultados nos processos fermentativos (MUSSATTO e ROBERTO, 2001). Entre os métodos químicos, os procedimentos baseados na alteração do pH têm sido estudados extensivamente. Nestes métodos, a redução na toxicidade dos hidrolisados está relacionada à precipitação de íons metálicos e/ou decomposição de furanos com instabilidade química sob certas condições de pH (PALMQVIST; HAHN-HAGERDAL, 2000 a,b).
Os chamados métodos biológicos de destoxificação de hidrolisados são aqueles que empregam micro-organismos e/ou enzimas com capacidade de promover modificações na estrutura química dos compostos inibidores, resultando substâncias com menor grau de toxicidade (FONSECA et al., 2018). Os sistemas biológicos de destoxificação empregam células microbianas e podem ser mais vantajosos que o uso de extratos enzimáticos, uma vez que o agente biocatalisador e os cofatores estão bem protegidos dentro de seu ambiente natural celular, o que torna o sistema catalítico mais estável. Outra vantagem do uso de células íntegras como biocatalisadores é a disponibilidade de todos os cofatores necessários e das vias metabólicas necessárias para sua regeneração (FABER, 2004).   

Diversos trabalhos têm demonstrado a capacidade da bactéria Enterococcus faecalis em produzir ácido lático a partir de hidrolisado celulósico de biomassa vegetal (WEE et al., 2006; REDDY et al., 2016). A bactéria metaboliza eficientemente glicose, frutose e maltose, porém não consome a xilose, principal açúcar encontrado nos hidrolisados hemicelulósicos (YUN e RYU, 2001). Este comportamento é de grande importância para o presente estudo, uma vez que não é viável empregar um agente biológico de destoxificação de hidrolisado hemicelulosico que consuma xilose. 
No entanto, poucos estudos têm objetivado avaliar o comportamento da bactéria Enterococcus faecalis em convertes os composto tóxicos presentes em hidrolisados hemicelulósicos em compostos com menor grau de toxidade para os micro-organismos fermentativos. LIU et al. (2019) demonstraram a capacidade de Enterococcus faecalis B101 em metabolizar vanilina, 4-hidroxibenzaldeído e siringaldeído. Murakami et al. (2016) avaliaram a produção de ácido L-lático por Enterococcus faecalis QU 11 a partir de glicerol. Os autores relataram que ao empregar simultaneamente glicerol e ácido acético como fontes de carbono e energia, o desempenho fermentativo foi melhorado. 
Dentro deste contexto, o tratamento de hidrolisados hemicelulósicos procedente de matérias-primas lignocelulósicas empregando células em repouso de Enterococcus faecalis emerge como uma nova estratégia para reduzir a toxicidade dos hidrolisados e, consequentemente, melhorar a fermentabilidade desses meios. Diante disso, o presente estudo tem como objetivo principal avaliar a capacidade de crescimento da bactéria Enterococcus faecalis em meio semissintético contendo separadamente ácido acético e ácido acetilsalicílico, com vistas em sua utilização como agente biológico de destoxificação de hidrolisados hemicelulósicos de biomassa vegetal.
2. MATERIAL E MÉTODOS
2.1. Micro-organismo

Foi utilizada a bactéria Enterococcus faecalis Newp 0012, mantida em meio ágar BHI a 4°C. Para o crescimento da bactéria, foi retirada uma alçada do meio de manutenção e inoculado em placas de petri contendo ágar BHI, sendo, posteriormente, incubadas a 35°C por 24 h. Antes do uso, o meio ágar BHI foi previamente autoclavado a 121°C por 15 minutos.

2.2. Avaliação da capacidade de crescimento da Enterococcus faecalis em meio semissintético contendo ácidos orgânicos 

Nesta etapa do projeto foi avaliado o perfil de crescimento da bactéria em meio caldo BHI contendo separadamente ácido acético e ácido acetilsalicílico em diferentes concentrações. Para isso, foram avaliadas as concentrações de 0,5; 2,0 e 3,5 g/L para o ácido acético e de 0,2; 0,6 e 1,0 g/L para o ácido acetilsalicílico. As soluções concentradas dos ácidos orgânicos e o caldo BHI foram preparados separadamente e esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos. Em seguida, foram misturados de forma a atender as concentrações desejadas. 

Para a realização dos ensaios de crescimento celular, foram retiradas duas alçadas do meio de crescimento e adicionadas em 50 mL de água destilada estéril. Após homogeneização, os tubos contendo 5 mL dos meios avaliados foram inoculados com 1 mL da suspensão celular, respeitando a concentração inicial de cada composto. Além dos meios contendo os ácidos orgânicos, foi avaliado também o crescimento da bactéria em meio contendo apenas o caldo BHI (denominado ensaio controle). Em seguida, os tubos foram incubados em estufa a 35°C por 24 h, sendo acompanhado o processo por amostras retiradas periodicamente, de forma a avaliar o crescimento celular e a acidez do meio. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
2.3. Métodos analíticos 
Todos os ensaios foram acompanhados por meio do controle analítico de amostras retiradas periodicamente. As observações foram feitas com relação ao crescimento celular e acidez total.

2.4. Determinação da concentração celular

A concentração celular de Enterococcus faecalis foi determinada por turbidimentria em espectrofotômetro no comprimento de onda de 520 nm, utilizando água como referência. Durante os ensaios, acompanhou-se o crescimento celular por microscopia óptica, tendo como resposta a densidade óptica (DO). A densidade óptica inicial em todos os ensaios foi de aproximadamente 0,15.

2.5. Determinação de acidez

Para a determinação de acidez foi realizado uma titulação ácido-base, usando solução padronizada de hidróxido de sódio 0,1 N como titulante e fenolftaleína como indicador. Inicialmente, foi determinado a acidez inicial do meio, para posterior comparação.

A acidez dos meios foi calculada de acordo com a Equação 1.
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             (Equação 1)
Onde:

n = Volume da solução de Hidróxido de Sódio gasto na titulação, em mL;

N = Normalidade da solução de Hidróxido de Sódio;

V =Volume da amostra, alíquotas em mL.

Eq = Equivalente-grama da amostra:[image: image4.png]Massa Molar
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO
Para avaliar o perfil de crescimento da bactéria, os meios semissintéticos foram suplementados com ácido acético e ácido acetilsalicílico, separadamente. As concentrações desses ácidos foram baseadas nos teores que estes compostos são comumente encontrados em hidrolisados hemicelulósicos de biomassa vegetal. É válido ressaltar que nesses meios não encontram-se presentes o ácido acetilsalicílico, porém por ser um composto fenólico, seu processo de inibição microbiano é semelhante aos demais compostos fenólicos, sendo usado então, no presente estudo, como modelo de composto fenólico.

A Figura 1 apresenta o crescimento da bactéria nos diferentes meios avaliados. Verifica-se que o perfil do crescimento bacteriano foi diferente para os compostos avaliados. A Figura 1-A mostra que os teores de ácido acético empregados afetaram diferentemente seu crescimento, com uma diminuição de acordo com o aumento da concentração do ácido. Para os ensaios controle e com 0,5 g/L de ácido acético foram observados que o ponto máximo de crescimento se deu nas primeiras 6 h de ensaio, com uma redução na DO de aproximadamente 20% quando empregado 0,5 g/L em relação ao controle. Para as demais concentrações avaliadas, verificou-se que após 12 h de ensaio a bactéria entrou em fase estacionária de crescimento, o que caracteriza uma forte inibição frente ao composto.    

Outros estudos mostraram a capacidade da bactéria em consumir ácido acético. Ao avaliarem o perfil fermentativo de Enterococcus faecalis QU 11 em meio contendo glicerol como fonte de carbono e energia, MURAKAMI et al. (2016) verificaram que a presença de ácido acético no meio, favoreceu o desempenho fermentativo. Os autores observaram que a fermentação em batelada com 30 g/L de glicerol e 10 g/L de ácido acético apresentou o melhor desempenho, incluindo a produção de 55,3 g/L de ácido láctico.

Comportamento diferente foi observado nos ensaios contendo ácido acetilsalicílico. A Figura 1-B mostra que o composto afetou igualmente o crescimento da bactéria, independente da concentração empregada. Foi observado uma redução de aproximadamente 33% no crescimento da bactéria após 6 h de ensaio, em relação ao controle sem a presença do composto. Este resultado mostra que o ácido acetilsalicílico afetou mais fortemente o crescimento microbiano do que o ácido acético, quando empregado na menor concentração de estudo.

Figura 1 – Perfil de crescimento de Enterococcus faecalis Newp 0012 em caldo BHI acrescido de (A) ácido acético: (■) controle (sem adição do ácido), (●) 0,5 g/L, (▲) 2,0 g/L e (▼) 3,5 g/L; e (B) ácido acetilsalicílico: (■) controle (sem adição do ácido), (●) 0,2 g/L, (▲) 0,6 g/L e (▼) 1,0 g/L.
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Fonte: O autor (2019).

Alguns estudos demostraram a habilidade de algumas bactérias em degradar compostos fenólicos e furanos, com destaque para as espécies redutoras de sulfatos, metanogênicas, algumas termófilas entre outras. Resultados satisfatórios no tratamento de efluentes industriais contendo elevadas concentrações de compostos fenólicos foram apresentados por González et al. (2001). Utilizando culturas imobilizadas de Pseudomonas putida ATCC 17484 em biorreator de leito fluidizado, estes autores observaram uma eficiência de 90% na degradação de alguns compostos fenólicos. Boopathy et al. (1993), demonstram a capacidade de metabolização de furanos por diversas bactérias entéricas, entre elas algumas dos gêneros Klebsiella, Enterobacter, Escherichia, Proteus entre outras. Em ensaios utilizando apenas o furfural e o 5-hidroximetilfurfural (1,0 g/L) como fonte de carbono, os autores não observaram crescimento celular. Contudo, quando suplementado o meio com D-glicose e peptona as espécies foram capazes de transformar os furanos em seus respectivos álcoois. As bactérias Arthrobacter protophormiae RKJ 100 e Burkholderia cepacia RKJ 200, isoladas de solos contaminados por pesticidas, foram capazes de metabolizar ácido ρ-hidroxibenzóico como única fonte de carbono e de energia (DEBARATI, 2004).
YUN et al. (2003) avaliou a produção de ácido láctico por E. faecalis RKY1 em meio semissintético contendo separadamente diferentes fontes de carboidratos. Os autores verificaram que a produção do ácido láctico foi influenciado pelos diferentes fontes de carbono. Entre os vários carboidratos testados, a glicose, frutose e maltose foram os açúcares que permitiram maior crescimento celular e produção de ácido láctico, enquanto que a xilose, glicerol, soro de leite e amido foram pobremente utilizados pela bactéria. Estes resultados são importantes para o presente estudo, uma vez que os hidrolisados hemicelulósicos são constituídos basicamente por xilose, e seu consumo durante a destoxificação biológica não é interessante.
As Tabelas 1 e 2 apresentam a acidez dos meios durante o crescimento da bactéria Enterococcus faecalis em caldo BHI contendo os ácidos orgânicos avaliados. Verifica-se que o aumento da acidez foi mais acentuado nos ensaios com o ácido acético, sendo observado o maior aumento no ensaio contendo 0,5 g/L do ácido, com aproximadamente 46%. Para os ensaios empregando o ácido acetilsalicílico, o aumento da acidez foi inferior a 20%, em todos os ensaios. Este comportamento pode ser explicado pelo fato da bactéria excretar ácido lático como seu produto metabólico. Este fato pode ser justificado pela produção de ácido lático como produto metabólico (MURAKAMI et al., 2016).
Tabela 1 - Perfil da acidez dos meios contendo ácido acético. 

	Tempo (h)
	% Acidez

	
	Controle
	0,5 g/L
	2,0 g/L
	3,5 g/L

	0
	0,178
	0,180
	0,201
	0,243

	3
	0,181
	0,185
	0,207
	0,258

	6
	0,183
	0,194
	0,284
	0,284

	9
	0,183
	0,287
	0,310
	0,284

	12
	0,186
	0,336
	0,318
	0,297

	24
	0,189
	0,312
	0,320
	0,307


Tabela 2 - Perfil da acidez dos meios contendo ácido acetilsalicílico.

	Tempo (h)
	% Acidez

	
	Controle
	0,2 g/L
	0,6 g/L
	1,0 g/L

	0
	0,178
	0,195
	0,198
	0,200

	3
	0,181
	0,196
	0,204
	0,209

	6
	0,183
	0,212
	0,235
	0,240

	9
	0,183
	0,214
	0,240
	0,245

	12
	0,186
	0,220
	0,243
	0,248

	24
	0,189
	0,222
	0,243
	0,248


4. CONCLUSÃO
Os resultados experimentais demonstraram que é possível um tratamento biológico para remoção de alguns dos compostos tóxicos presentes em hidrolisado hemicelulósico de biomassa vegetal empregando a bactéria Enterococcus faecalis Newp 0012.
Os teores de ácido acético empregados no presente estudo afetaram diferentemente o crescimento microbiano, com uma diminuição no crescimento a medida que amentou-se a concentração do ácido. Comportamento diferente foi observado nos ensaios contendo ácido acetilsalicílico, uma vez que em todas as concentrações empregadas foi observado o mesmo perfil de crescimento bacteriano.

O aumento da acidez dos meios avaliados também foi dependente do tipo de ácido orgânico empregado, sendo verificado maior aumento nessa resposta nos ensaios contendo ácido acético, devido a produção de ácido lático como produto metabólico.
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