UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AMBIENTAIS

RENAN DE SOUZA SOARES

SELECAO DE BACTERIAS DA RIZOSFERA DE Lactuca sativa CAPAZES DE
BIOCONVERTER GLICEROL EM 1,3-PROPANODIOL E 2,3-BUTANODIOL

GOIANIA
2016



Sh ““

sistema de bibliotecas ufg “

UFG

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZAGCAO PARA DISPONIBILIZAR AS TESES E

DISSERTA(;@ES ELETRONICAS NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG
Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal
de Goids (UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de
Teses e Dissertacbes (BDTD/UFG), regulamentada pela Resolucao CEPEC n©
832/2007, sem ressarcimento dos direitos autorais, de acordo com a Lei n©°
9610/98, o documento conforme permissdes assinaladas abaixo, para fins de

leitura, impressdo e/ou download, a titulo de divulgacdo da produgdo cientifica
brasileira, a partir desta data.

1. Identificacdo do material bibliografico: [X] Dissertacao [ ] Tese

2. Identificacao da Tese ou Dissertacao
Nome completo do autor: Renan de Souza Soares
Titulo do trabalho: SELECAO DE BACTERIAS DA RIZOSFERA DE Lactuca sativa
CAPAZES DE BIOCONVERTER GLICEROL EM 1,3-PROPANODIOL E 2,3-BUTANODIOL
3. Informacodes de acesso ao documento:
Concorda com a liberagao total do documento [ ] SIM [X] NAO!
Havendo concordancia com a disponibilizacdo eletrbnica, torna-se

imprescindivel o envio do (s) arquivo (s) em formato digital PDF da tese ou
dissertacdo.

Data: 27/ 07 / 2016

1 Neste caso o documento serd embargado por até um ano a partir da data de defesa. A extensdo deste
prazo suscita justificativa junto a coordena¢do do curso. Os dados do documento ndo serdo
disponibilizados durante o periodo de embargo.



@
" %e
UFG

sistema de bibliotecas ufg

TERMO DE CIENCI!\ E DE AU'I;ORIZA(;AO PARA DISPONIBILIZAR AS TESES E
DISSERTACOES ELETRONICAS NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goias
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertagdes
(BDTD/UFG), regulamentada pela Resolugao CEPEC n° 832/2007, sem ressarcimento dos direi-
tos autorais, de acordo com a Lei n® 9610/98, o documento conforme permissdes assinaladas
abaixo, para fins de leitura, impressdo e/ou download, a titulo de divulgagdo da produgdo cien-
tifica brasileira, a partir desta data.

1. Identificacao do material bibliografico:
[X] Dissertacao [ ] Tese

2. Identificagcdao da Tese ou Dissertagao
Nome completo do autor: Renan de Souza Soares

Titulo do trabalho:
SELECAO DE BACTERIAS DA RIZOSFERA DE Lactuca sativa CAPAZES DE BIOCON-
VERTER GLICEROL EM 1,3-PROPANODIOL E 2,3-BUTANODIOL

3. Informacodes de acesso ao documento:
Concorda com a liberagao total do documento [X] SIM [ ] NAO!

Havendo concorddncia com a disponibilizacdo eletrénica, torna-se imprescindivel o en-
vio do(s) arquivo(s) em formato digital PDF da tese ou dissertacao.

firrm d Souge- Seanso
Data: 01 /06 /2022

Assinatura do (a) autor (a) 2

! Neste caso o documento serd embargado por até um ano a partir da data de defesa. A extenséo deste prazo suscita
justificativa junto a coordenacédo do curso. Os dados do documento ndo serdo disponibilizados durante o periodo de
embargo.

2A assinatura deve ser escaneada.



RENAN DE SOUZA SOARES

SELECAO DE BACTERIAS DA RIZOSFERA DE Lactuca sativa CAPAZES DE
BIOCONVERTER GLICEROL EM 1,3-PROPANODIOL E 2,3-BUTANODIOL

Dissertacdo apresentada & Universidade Federal de
Goias, como parte das exigéncias do Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Ambientais, para a
obtencdo do titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. José Daniel Gongalves Vieira

GOIANIA
2016



Ficha de identificac@o da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geragao Automéatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Souza Soares, Renan

Selecdo de bacterias da rizosfera de Lactuca sativa capazes de
bioconverter glicerol em 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol [manuscrito]
/ Renan Souza Soares. - 2016.

XKCV, 95 1.

Orientador: Prof. José Daniel Gongalves Vieira.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de Goias, Pro
reitoria de Pds-graduacao (PRPG), Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias Ambientais, Goiania, 2016.

Bibliografia. Anexos.

Inclui siglas, abreviaturas, lista de figuras, lista de tabelas.

1. Rizobactérias. 2. Fermentacdo. 3. Glicerol. 4. Biodiesel. I
Goncalves Vieira, José Daniel, orient. |I. Titulo.

CDU 502/504




SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

U FG PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAQD EM CIENCIAS AMBIENTAIS

ATA DA DEFESA PUBLICA DE DISSERTACAO N° 002/2016

Ao0s vinte e trés dias do més de maio do ano ce dois mil & dezessers. as oito horas. reuniu-se
na Sala de Leitura do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica — IPTSP/UFG, a Banca
Examinadora composta pelos Prof Dr José Daniel Gongalves Vierra — CIAMB. a Prof* Dr®
Daniela de Melo e Silva — ICB/CIAMB. e o Prof Dr Geraldo Sadoyama Leal - CBIO/UFG.
para, sob a presidéncia do primeiro. proceder a defesa da Dissertacao intitulada: “Selecao de
bactérias da Rizosfera de Lactuca sativa capazes de bioconverter glicerol em 1,3-
Propanodiol e 2,3-Butanodiol”, de autoria de Renan de Souza Soares discente do Programa
de P6s-Graduagdo em Ciéncias Ambientais (CIAMB) area de concentragao em Estrutura e
Dindmica Ambiental. Foi realizada a avaliagdo oral no sistema de apresentagdo e defesa de
dissertagdo de autoria do discente Terminada a avahac3o oral a Banca Examinadora reuniu-
se emitindo os seguintes pareceres mediante as justficativas e sugestdes abaixo

Parecer
_ Assinatura
L Memliro_da s B (Aprovado/Reprovado) SS_”l i o
Dr. José Daniel Gongalves Vieira Abrisscal, Jis,
Dr.? Daniela de Melo e Silva f{/y—-J'-f /pr/
Dr. Geraldo Sadoyama Leal L) o s S
- S

JUSTIFIC/—‘;;’IVAS e SUGESTOES:

Apos a avaliagao, o referndo candidato folr considerado wa\, na defesa de
dissertagao As (1 /0 horas, o Prof. Dr José Daniel’ Gongalves Vieira. Presidente da
Banca Examinadora, deu por encerrada a sessaoc e. para constar. lavrou-se a presente Ata

NN

:),( / YV]/J,, = e A=l
Prof.2 Dr.2 Daniela de Melo e Silva Prof. Dr. Gerafdo-Sadoyama Leal
Membro Titular Membro Titular®

o e T e e
Prof. Dr José Daniel Gongalves Vieira
Presidente

UIG-Campus Samambaia, Avernda Fsperanya sn - CIHM - €

ampys Lanerntane — CEF 7409 .50 Gonden

F

Tel (62) 3521-1024 - Heme Page hop (> prpogufg b



AGRADECIMENTOS

A Cicera de Souza Soares e Antbnio Soares da Silva, os grandes responsaveis
pela minha vida e, consequentemente, por eu ter trilhado esse caminho profissional tdo
dificil e gratificante. Depois de anos de trabalho diarios dedicados ao sonho de manter
meus irm&os e eu na escola para, assim, ndo sé nos construirmos cidaddos de bem, mas
pessoas capazes de sonhar tdo alto quanto vocés juntos ousaram sonhar, posso afirmar
que vocés conseguiram. Como um casal que vivenciou desde muito cedo um contexto
social dificil, vocés demostraram com a alma que ndo ha barreiras para se fazer o que
estd ao nosso alcance, por tanto, com a alma vocés se tornaram exemplo de vida, de
amor, de carinho. Foram as primeiras pessoas que acreditaram em mim, quando nem eu
mesmo acreditava, e sdo as pessoas a quem sempre agradecerei minhas conquistas.

Ao professor José Daniel Gongalves Vieira por ter aceitado ser meu orientador
e me auxiliar no percurso de desenvolvimento do trabalho de pesquisa. Muito obrigado
pela solicitude e paciéncia nos meus momentos de divida e nas horas em que eu néo
parava de enviar mensagens te texto cobrando HPLC, correcdo dos textos, artigos e
marcando reunides.

A Geraldo Sadoyama Leal por ter me orientado ainda na graduacdo e me
encorajado a realizar o processo seletivo do mestrado. Muito obrigado pela orientacéo,
pelos fins de semana no laboratdrio, pela oportunidade de realizar iniciacdo cientifica e
principalmente por ter me apresentado a microbiologia.

A Ariana Alves Rodrigues pela amizade e por ter me ajudado tanto,
satisfazendo minhas curiosidades, explicando técnicas, dando conselhos no trabalho e
na vida, sendo minha amiga em horas tdo dificeis de auto cobranca para obter
resultados. Sua forca e companheirismo diarios me fez acreditar que as coisas dariam
certo no final. Muito obrigado pela paciéncia, pelos sorrisos, abragos e bons dias.

A Bruno Francesco Rodrigues de Oliveira por ser esse exemplo de cientista
e colega de trabalho a ser seguido, sempre impecavel e dedicado ao extremo ao que se
propdem fazer. Muito obrigado por sempre estar disposto a ajudar, mesmo atarefado
com os afazeres da carreira docente ou claramente preocupado com seus outros deveres.

A Geisa Louise Mariz Lima e Aliny Gomes Silva minhas duas companheiras
de vida. Geisa sem o seu exemplo de vida eu jamais teria vivenciado parte das minhas
experiéncias, pela sua forca de vontade e coragem eu sai de casa e fui morar numa

cidade tdo tdo distante para comecar a trilhar minha carreira académica, desde entéo



crescemos, choramos e amadurecemos juntos. Aliny minha passarinha amiga, seu
companheirismo foi muito importante nos meus momentos de preocupagdo, quando
pensei que o mundo estava contra mim. Muito obrigado as duas por ouvir minhas
lamentacdes, me tranquilizar, por sempre estarem dispostas a cederem o ombro amigo.

A Isabela Gomes dos Santos e Thomas Martins de Oliveira meus dois irmaos
de alma. Vocés acompanharam todo meu trajeto profissional, assim como juntos
sofremos e rimos muito desde a finalizagdo da graduacdo. Muito obrigado pela amizade
incondicional e pela forca, sem o companheirismo dos dois eu jamais teria conseguido
coragem para realizar e conquistar muitas coisas que alcancei na minha vida.

A Alessandra Alves Ramos minha irma de outra mée. VVocé acompanha essa
trajetoria desde a quinta série e sempre € um ombro amigo nos momentos que precisei,
sua contribuicdo para esse trabalho foi inestimavel. Muito obrigado pela paciéncia,
compreensdo, companheirismo e apoio.

Aos meus amigos Lamabianos Marcus Vinicius Forzani de Araujo, lgor
Daniel Alves Ribeiro, Thais Maitan Vieira, Luann Guilherme Vieira dos Reis,
Raylane Pereira Gomes, Aysha Jussara lvonilde Carrim. Diariamente me
possibilitaram um crescimento profissional e pessoal inestimavel. Formamos uma
verdadeira familia no laborat6rio, sempre nos ajudando, sofrendo com o experimento do
colega que ndo déa certo, buscando solugdes juntos e comemorando pela conquista do
outro. A oportunidade de vivenciar o mestrado foi Unica ndo apenas pela possibilidade
da obtencdo de um titulo, mas por ter me dado a oportunidade de conhecer cada um de
VOCéS.

As professoras Daniela de Melo e Silva e Lara Stefania Netto de Oliveira
Ledo Vasconcelos por terem contribuido no desenvolvimento do meu trabalho durante
a qualificacdo. Muito obrigado pela solicitude em participar de uma fase tdo importante
da minha carreira académica.

Ao Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Ambientais pela oportunidade
de realizacdo do mestrado, a CAPES pela concesséo da bolsa de estudos e a FAPEG
pelo financiamento do projeto de pesquisa.

Muito obrigado a todos que direta ou indiretamente possibilitaram a

materializacdo desse momento.



A felicidade pode ser encontrada inclusive nos
momentos mais escuros; s é preciso se lembrar de
acender a luz.
Alvo Percival Wulfric Brian Dumbledore
(J. K. Rowling)



RESUMO

A producdo de coprodutos é um dos principais contratempos da cadeia produtiva do
biodiesel. Um dos coprodutos de producdo mais representativa € o glicerol. Nesse
aspecto, o0 presente estudo possui o0 objetivo de contextualizar o uso e producdo de
combustiveis fosseis e biocombustiveis, com destaque o biodiesel, e investigar o
potencial biotecnoldgico de rizobactérias de alface (Lactuca sativa) na bioconversdo do
glicerol em produtos de valor agregado. Para esse fim, foi realizado um levantamento
bibliografico acerca do uso de combustiveis fosseis e desenvolvimento do mercado do
biocombustivel, além das potencialidades biotecnolégicas da utilizagdo do glicerol em
processos fermentativos e, a partir de amostras de solo rizosferico, foi realizado a
bioprospeccdo de micro-organismos com a capacidade de utilizar glicerol como fonte
Unica de carbono e o bioconverter em 2,3-Butanodiol e 1,3-Propanodiol. Como forma
de preservar a manutengdo e o desenvolvimento das atividades urbanas é necessaria
uma mudanga na matriz energética, uma vez que os combustiveis fosseis se mostram
insustentaveis a longo prazo, seja por ser um recurso finito ou por ocasionar impactos
ambientais e na salde humana. Por meio da implementacdo de politicas que visaram
investir na pesquisa e producdo de biodiesel o Brasil se destaca como grande produtor
do composto. No segmento experimental, dentre os micro-organismos amostrados e
identificados houve destaque a familia Enterobacteriaceae. Todos o0s isolados
apresentaram perfil bioquimico/fisioldgico heterogéneo e pertencentes a géneros
notadamente empregados em pesquisas na bioconversdao do glicerol. Trés amostras
foram identificadas como produtoras simultaneas dos compostos de interesse, AG3 foi 0
melhor produtor simultineo de 2,3-BD e 1,3-PD, 0522 g.L?! e 0.735 g.L?
respectivamente. AG6 destacou-se na producgdo de 1,3-PD, 0.842 g.L!. Portanto, a
sustentabilidade proporcionada pelos biocombustiveis, em destaque o biodiesel, traz
uma perspectiva promissora ao futuro energético e a utilizacdo de coprodutos gerados
pela cadeia produtiva do biodiesel pode contribuir na valorizagdo do biodiesel.
Rizobactérias de Lactuca sativa possuem potencialidade biotecnoldgica para
bioconversdo do glicerol, constatacdo promissora para o desenvolvimento do setor de

biodiesel e biorrefinarias.

Palavras-chave: Rizobactérias; Fermentacgdo; Glicerol; Biodiesel.



ABSTRACT

The coproducts production is one of the main setbacks in the biodiesel’s productive
chain. One of these coproducts, the most representative is the glycerol. In this aspect,
this study aim to contextualize the use and production of fossil fuels and biofuels,
mostly biodiesel, and to investigate the biotechnological potencial of lettuce’s (Lactuca
sativa) rhizobacteria on glycerol bioconversion into value-added products. For such
purpose, it was conducted a literature search about the use of fossil fuels and the
biofuels market development, besides the biotechnological potential of the use of
glycerol in fermentative processes. From rhizosphere soil samples, it was bioprospected
micro-organisms with the ability to utilize glycerol as the sole carbon source and in
bioconvert 2,3-butanediol and 1,3-propanediol. In order to preserve the maintenance
and development of urban activities a change in the energy matrix is necessary since
fossil fuels are a finite resource and shown to be unsustainable or cause impacts in
environment and human health. Through the implementation of policies that aimed to
invest in research and production of biodiesel Brazil stands out as a major producer of
the compound. In the experimental segment, among the sampled and identified
microorganisms, the family Enterobacteriaceae was highlighted. All isolated presented
biochemical / physiological profile heterogeneous and belonging to genera notedly used
in the glycerol bioconversion. Three samples were identified as simultaneous producers
of compounds of interest, simultaneously AG3 was the best producer of 2,3-BD and
1,3-PD, 0522 g.L! and 0.735 g.L™?, respectively. AG6 stood out in the production of
1,3-PD, 0842 g.L1. Therefore, the sustainability provided by biofuels, highlighting
biodiesel, brings a promising perspective to future and the use of co-products generated
by the biodiesel production chain can contribute to the appreciation of biodiesel.
Lactuca sativa’s rhizobacteria have the biotechnological potential for bioconversion of

glycerol, promising discovery for the development of biodiesel and biorefinery sector.

Keywords: Rhizobacteria; Fermentation; Glycerol; Biodiesel.
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1 INTRODUCAO GERAL

Compostos a base de petroleo sdo largamente utilizados como fonte de energia.
Contudo estes recursos sao finitos e tornam-se mais caros ao longo do tempo, além de
sua utilizacdo possuir alto impacto ao meio ambiente e, consequentemente, na saude
publica. Portanto, a fim de diminuir a dependéncia mundial de combustiveis fdsseis,
reduzir a emissdo de gases poluentes e produzir combustiveis a partir de bases
renovaveis, diversos paises iniciaram pesquisas e producao de biocombustiveis (LOPEZ
et al., 2009; MASCARENHAS, 2009; TAVARES, 2008; WILLKE; VORLOP, 2008).

Na busca de diversificacdo da matriz energética embasada no desenvolvimento
sustentavel de biocombustiveis o biodiesel ganha destaque, entretanto, assim como a
producdo de outros biocombustiveis, sua viabilizagdo é atrelada a consequente producéo
de varios rejeitos, atualmente denominados de coprodutos. A exploracdo desses
compostos, anteriormente descartados, para producdo de outros bens comercidveis é
uma forma de tornar o biodiesel um produto mais competitivo no &mbito econémico e
“ambiental amigavelmente”, visto que a possibilidade de amenizar seus impactos
ambientais (LEONETI; ARAGAO-LEONETI; OLIVEIRA, 2012).

Para a fabricacdo de biodiesel diversas matérias-primas podem ser utilizadas
como fonte de 6leo, sendo as principais os 6leos de girassol, soja, palméaceas e gorduras
(ANUAR; ABDULLAH, 2016; BHUIYA et al., 2016; VEGA-LIZAMA et al., 2015).
Entretanto, durante o processo quimico de transesterificacdo ha a producdo de
intermediarios e coprodutos, independente da fonte de 6leo vegetal e da técnica de
producdo do combustivel renovavel. Dentre eles o mais representativo é o glicerol, com
uma producdo média de 10% do total na cadeia produtiva de biodiesel. Portanto, com a
producdo mundial crescente de biodiesel, grande quantidade de glicerol é produzida
anualmente (ALMEIDA, 2011; MEKHILEFA; SIGAA; SAIDURB, 2011).

Tornar o valor comercial do biodiesel mais atrativo que os derivados do petrdleo
e reduzir o impacto ecoldgico e econdmico de sua producdo, pode ter grande
contribuicdo do incentivo as pesquisas na bioprospeccdo de micro-organismos.
Identificar e analisar micro-organismos, genes, enzimas e intermediarios metabolicos,
entre outros constituintes biologicos, que possuem papel nesse processo de
bioconversdo pode auxiliar na producao de bioprodutos de valor agregado (SACCARO
JUNIOR, 2013). Bioprospectar micro-organismos que utilizam o glicerol como fonte de

carbono em seu metabolismo heterotrofico pode fortalecer economicamente a industria
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produtora de biodiesel e, consequentemente, reduzir a producdo de coprodutos
potencialmente poluidores, além de beneficiar a producdo de biocombustiveis, fonte
energética menos poluidora e renovavel (PALMA; PALMA, 2012).

Atributos microbianos que o tornam adaptados aos mais variados ambientes
acabaram por diversificar as linhagens de micro-organismos, disponibilizando, assim,
inimeras oportunidades de pesquisa de bioprospecc¢do (MITCHELL; PILPE, 2011). Por
meio do desenvolvimento de caracteristicas adaptativas as plantas conseguiram manter
relagbes com um variado nimero de cepas microbianas na chamada rizosfera. A
rizosfera corresponde a regido do solo influenciado pelas raizes dos vegetais, portanto, o
solo adjacente aos sistemas radiculares (ZAIDI et al., 2015). O grupo microbiano
presente neste habitat, principalmente as rizobactérias promotoras de crescimento
vegetal (PGPRs), possui uma competéncia e capacidade de biodisponibilizar nutrientes
e promover o crescimento vegetal (GARDNER; ACOSTA-MARTINEZ; SENWO;
DOWND, 2011; HAMPP; HARTMANN; NEHLS, 2012; OLIVEIRA et al., 2009).
Entretanto, pouco se conhece sobre suas outras possiveis aplicabilidades
biotecnologicas (CATTELAN, 1999).

Dentre os compostos produzidos pelas PGPRs 0s compostos organicos volateis
(COVs) compreendem um conjunto de compostos capazes de favorecer o crescimento
vegetal de forma direta ou indireta. Esse grupo, que abrange o 2,3-butanodiol (2,3-BD),
dentre outros, possuem diferentes funcbes benéficas aos vegetais, como permitir uma
melhor adaptacdo das plantas ao ambiente por meio de atenuacdo do estresse a seca e
altas concentracdes de sais, além de induzir o crescimento vegetal e a resisténcia a
patégenos (LUGTENBERG, 2015; MAHESHWARI et al., 2012; NAKAJIMA et al.,
2005). Como exemplo dessa capacidade microbioldgica a rizosfera de alface (Lactuca
sativa) é identificada por abrigar uma diversidade microbiana capaz de produzir esses
compostos volateis e manter, portanto, uma relacdo ecolégica positiva com o vegetal
(LUGTENBERG, 2015).

Como ambiente pontuado com muitas oportunidades a serem avaliadas a nivel
bioldgico, a rizosfera de Lactuca sativa apresenta 0s géneros microbianos
Pseudomonas, Pantoea e Bacillus previamente estudados como suas PGPRs naturais
(FERREIRA et al., 2011; KOHLER et al., 2006; LEVEAU, 2014). H4, neste aspecto,
uma equivaléncia entre as PGPRs identificadas na rizosfera de alface e cepas
microbianas estudadas como bioconversoras do glicerol, como as amostras pertencentes

ao género Pseudomonas e Bacillus produtoras de biopolimeros (SATHIANACHIYAR;
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DEVARAJ, 2013). Ha identificacdo de isolado de Bacillus subtilis (BISWAS et al.,
2012) produtor de 2,3-butanodiol (2,3-BD) e o isolado de Bacillus amyloliquefaciens
(YANG et al., 2015) produtor de 2,3-BD com capacidade industrial. Em pesquisas
relacionadas a bioconversdo de glicerol por meio de fermentacdo, destaca-se a
capacidade de algumas cepas microbianas para bioconversdao do coproduto em produtos
de grande interesse comercial como 1,3-propanodiol (1,3-PD) e de 2,3-BD, assim como
as PGPRs produtoras de COVs, além de acido latico, &cido citrico, bioetanol e butanol
(ALMEIDA, 2011).

Devido a esse cenario, a utilizacdo de coprodutos da industria diversifica as
possibilidades de alcance do desenvolvimento sustentavel e uma relacdo mais
harmoniosa entre a necessidade de producdo de biocombustiveis e a manutencdo do
meio ambiente (MARELLI et al., 2015). Dessa forma, a bioprospeccéo de rizobactérias
de Lactuca sativa, capazes de utilizar glicerol como fonte Unica de carbono, pode
apresentar uma oportunidade de avaliagdo e selecdo de novas linhagens de micro-
organismos melhores fermentadores do coproduto, uma vez que cepas pertencentes a
esse grupo microbiano possuem a capacidade natural de producdo de compostos de alto
interesse industrial. Portanto, o presente estudo pretende investigar o potencial
biotecnoldgico de novas rizobactérias de Lactuca sativa de producdo simultanea de 2,3-
BD e 1,3-PD a partir da fermentacéo do glicerol.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial biotecnologico de rizobactérias de Lactuca sativa na

bioconversao do glicerol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar micro-organismos rizosféricos de alface (Lactuca sativa) capazes de utilizar
glicerol como fonte Unica de carbono;

- Testar uma metodologia rapida para a identificacdo de bactérias produtoras de 2,3
butanodiol (2,3-BD);

- Avaliar a resisténcia dos micro-organismos isolados a diferentes concentragdes de
glicerol;

- Determinar a capacidade de producdo simultanea de 1,3-propanodiol (1,3-PD) e 2,3-
butanodiol (2,3-BD) pelas morfoespécies isoladas em meio de cultura contendo glicerol

como fonte Unica de carbono;
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3 BIODIESEL E MEIO AMBIENTE: Utilizacédo biotecnolégica de rizobactérias

na bioconversdo do glicerol em compostos de valor agregado

Soares, R. S.1, Vieira, J.D.G.1

! Laboratério de Microbiologia Ambiental e Biotecnologia (LAMAB), Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica, Campus I, Universidade Federal de Goiés, Goiania,
Goiaés, Brasil, 74605-050

RESUMO

A inviabilidade de utilizacdo de combustiveis fosseis a longo prazo abriu espaco para o
desenvolvimento e impulso do mercado dos biocombustiveis, levando ao inicio dos
avancos de uma matriz energética renovavel. Entretanto, a producdo de biodiesel é
sujeita a uma representativa coproducdo de glicerol, composto que perdeu valor de
mercado devido a altas quantidades oriundas da producdo do biocombustivel. Como
alternativa para o aproveitamento do coproduto excedente ressalta-se sua utilizagio
como fonte de carbono em biorefinarias, para producdo de compostos de valor
agregado. Nessa perspectiva, buscamos apresentar como se deu a evolucdo da
preocupacdo mundial acerca da sustentabilidade ambiental e os modos de producdo, o
consequente desenvolvimento do mercado do biocombustivel e as potencialidades
biotecnolodgicas da utilizacdo do glicerol em processos fermentativos.

Termos para indexacao: Biodiesel, glicerol, compostos de valor agregado e processos
fermentativos.

BIODIESEL AND ENVIRONMENT: The biotechnological use of rhizobacteria in
glycerol bioconversion in value-added compounds.

ABSTRACT

The impractical use of fossil fuels in long-term boosted and developed the biofuels
market, resulting to the initial advances of renewable energy matrix. However, biodiesel
production is subjected to an expressive glycerol co-production, a compound that lost its
market value due to high amounts arising from biofuel production. As an alternative
use, the overplus coproduct can be utilized as carbon source in biorefineries for the
production of value-added compounds. From this perspective, we seek to show how
was the evolution of the global concern about environmental sustainability and the
modes of production, the consequent development of the biofuel market and
biotechnological potential of using glycerol in fermentation processes.

Index terms: Biodiesel, glycerol, value-added compounds and fermentation processes

3.1 INTRODUCAO

A utilizacdo de fontes energéticas renovaveis, a partir de biomassa como matéria

prima, possui grande incentivo no mundo através de implementacBes de politicas



16

regionais e internacionais a fim de diminuir os impactos ambientais produzidos pela
utilizacdo dos combustiveis fosseis e obter créditos de carbono, atividade comercial
industrial em que empresas incapazes de diminuir sua emissdo de carbono compram
créditos de empresas que diminuem sua emissdo abaixo da meta (DEPPERMANN et
al.,, 2016). Este incentivo permitiu um amplo aumento mundial na producdo do
biodiesel, cerca de 7,5x10° milhGes de galdes/ano foram produzidos no ano de 2013
(ZHANG et al., 2016). O glicerol € o principal coproduto da producdo do biodiesel e
encontra neste processo a sua fonte mercadoldgica fundamental. Entretanto, o aumento
da manufatura do biocombustivel eleva em excesso o contingente de glicerol
coproduzido, tornando 0 mercado consumidor incapaz de assimila-lo por completo. Este
problema que fez o preco do produto cair no mercado, ndo tornando rentavel seu
processo de purificacdlo e venda (LAPUERTA; RODRIGUEZ-FERNANDEZ;
GARCIA-CONTRERAS, 2015).

Os contratempos causados pelo excesso de producdo de glicerol como seu
manuseio, transporte e descarte, se estenderam para novas propostas de utilizagcdo desse
excedente, dentre os principais, destaca-se sua utilizacdo como fonte de carbono em
processos fermentativos. Sua bioconversao € atrativa em razéo do seu baixo preco e do
metabolismo microbiano ser capaz de produzir diferentes compostos de alto valor
agregado que, portanto, aumentariam o interesse mercadoldgico do glicerol e agregaria
valor a cadeia produtiva do biodiesel (ALMEIDA, 2011). Nessa perspectiva, torna-se de
grande importancia a identificacdo e melhoramento de novas linhagens microbianas

capazes de metabolizar glicerol e o bioconverter em compostos de valor agregado.

3.2 BIOCOMBUSTIVEIS: Meio Ambiente e Saude

Universalmente aplicado em diferentes setores, o petroleo qualifica-se como a
principal fonte de energia utilizada no mundo (SONG et al., 2015). Este recurso é a
matéria-prima para a producdo de derivados que, por exemplo, sustentam os meios de
transporte mais comuns e geram energia e produtos semimanufaturados para o setor
industrial (TAVARES, 2008). Entretanto, a utilizacao de recursos fosseis passa por uma
recente avaliacdo acerca do seu custo, disponibilidade e impacto sobre a qualidade
ambiental e, consequentemente, sobre a vida humana. Diante de tais preocupacdes, as
vias de producdo baseadas em matrizes energéticas renovaveis, ganharam destaque nos

ultimos anos (LOPEZ et al., 2009). Dentre a busca de fontes de energia novas e
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renovaveis, a producdo de biocombustiveis passou por um forte desenvolvimento em
todo o mundo (WILLKE; VORLOP, 2008).

Diversas pesquisas cientificas importantes auxiliaram na melhor compreensdo
sobre aumento da temperatura global, fenbmenos climéaticos e suas relacdes com a
atividade humana. Essas discussdes acerca da problematica ambiental repercutiram,
primeiramente, em publicagdes como a de Manabe e Wetherald (1967) que
comprovaram a existéncia de uma relacdo entre o aumento da concentracdo de CO>
atmosférico e a consequente elevacdo da temperatura. Wang et al. (1976) que
confirmaram que gases produzidos por atividades antropogénicas possuem a capacidade
de alterar o clima. Ramanathan (1988) faz um importante debate sobre as evidéncias e
complexidades dos mecanismos existentes na Teoria do Efeito Estufa a partir do inicio
do desenvolvimento industrial. Inclui-se também neste tema, as pesquisas desenvolvidas
por King (1993) e Parmesan (1996) que associam a perda de biodiversidade com as
mudancas climaticas. Portanto, praticas baseadas, principalmente, no uso prevalente de
combustiveis fosseis mostrou-se insustentdvel a longo prazo e durante muito tempo
encobriu alternativas potencialmente menos agressivas ao ambiente e ao bem-estar
humano. O que acarretou no consumo inconsequente dos recursos ambientais e na
desvalorizacdo do capital natural (D'AVIGNON; CARUSO, 2011). Diante dessas
investigacBes cientificas estava posto, portanto, um cenario que mobilizou reunides
entre varias nacbes na tentativa de discutir a continuidade do desenvolvimento industrial
e tecnoldgico e sua sustentabilidade ambiental.

Discussbes sobre maneiras de, a longo prazo, diminuir a concentracdo de
material particulado e gases do efeito estufa e/ou toxicos no ar dos grandes centros
urbanos, locais onde ocorrem as maiores taxas de emissdo e formas sustentaveis de
desenvolvimento foram o0s principais temas abordados em diversos encontros
internacionais. Inicialmente, a consolidacdo do desejo mundial de conduzir esforgos
para tentar encontrar resolucdo para a problematica ocorreu com a criagdo do Programa
das Nacgbes Unidas para o Meio Ambiente, 0 PNUMA (do inglés United Nations
Environment Programme-UNEP) e a consolidacdo e comprometimento com o
Protocolo de Kyoto, durante a Convengdo-Quadro das Nagdes Unidas sobre a Mudanca
Climatica (The United Nations Framework Convention on Climate Change-UNFCCC)
no Rio de Janeiro/RJ, Brasil, em 1992. Nos debates subsequentes em diferentes paises,
tornou-se consensual que a atividade humana, principalmente a desenvolvida apds a

Revolugdo Industrial, contribuiu fortemente para o desenvolvimento de adversidades
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ambientais diretamente relacionadas ao desequilibrio ambiental, tanto em escalas
regionais, quanto em escala global (LAU; LEE; MOHAMED, 2012).

O Protocolo de Kyoto marca materialmente o impulso global para a reducéo da
emissdo de gases agravantes do efeito estufa e, consequentemente, um parcial interesse
mundial de seguir em direcdo a sustentabilidade. Apesar do termo sustentabilidade
possuir diferentes defini¢bes é consensual que os padrdes de desenvolvimento humano
ndo podem extrapolar a capacidade de o planeta absorver e conseguir se reestruturar
(ARNOLD, 2015). Na visdo de Veiga (2014), a sustentabilidade compreende a
dinamicidade do “Sistema Terra”, caracterizada por ciclos de modificacGes entre
transformacoes e adaptacdes ao longo de seu processo histdrico, por isso, é necessario
prudéncia e responsabilidade para compreender riscos e incertezas antes de interferir
nesse processo natural.

Nessa perspectiva 0 termo “economia verde” surgiu como uma das formas de
viabilizar a sustentabilidade dos processos de desenvolvimento. O termo é designado
para atividades econbmicas que conseguem associar concomitantemente o bem-estar
humano e igualdade social com a reducdo da degradacdo ambiental e reducdo do
comprometimento dos recursos naturais (NKONYA; ANDERSON, 2015). A economia
verde, portanto, procura contribuir para a estabilidade entre as atividades humanas e a
manutencdo e, quando necessaria, para a recuperacao do capital natural, tratando-o
como um bem crucial para o desenvolvimento de beneficios globais (D'AVIGNON;
CARUSO, 2011).

Como estratégia de incentivo a economia verde o PNUMA promoveu no ano de
2008 a Iniciativa Economia Verde (sigla em inglés GEI- Green Economy Initiative) com
a finalidade de incentivar estratégias globais para promocédo da economia verde. No ano
de 2011, o GEI publicou o relatério sobre o real emprego e desenvolvimento da
economia verde, denominado “Rumo a Economia Verde: caminhos para o
desenvolvimento sustentavel e a erradicagdo da pobreza”, e nele os organizadores
apontaram algumas sugestdes a diferentes setores da economia para se alcangar a
transicdo entre a atual pratica econémica e a economia verde. Dentre as recomendacfes
cabiveis ao setor energético, o principal ponto foi a adocdo de combustiveis renovaveis
de baixa emissdo de carbono como forma fundamental para atingir a economia verde
(PAVESE, 2011; PNUMA, 2011).

Em consequéncia dos biocombustiveis serem  classificados como

“ambientalmente amigaveis”, além da sua contribuicdo para diminuir a dependéncia
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energética nao renovavel, minimizar a emissao de poluentes e controlar a concentragédo
de gases de efeito estufa, os investimentos na sua produgdo concentram-se,
principalmente, em dois tipos de combustiveis: o bioetanol e o biodiesel, que juntos
representam mais de 90% do uso mundial de biocombustiveis. O bioetanol € um liquido
destilado produzido por meio de processos fermentativos de aglUcares presentes em
plantas ou cereais, podendo ser utilizado em motores adaptados ou misturado a gasolina
(DUFEY, 2006; LEITE; LEAL, 2007). Por sua vez, o biodiesel & um éster metilico ou
etilico produzido a partir de 6leos vegetais ou animais, caracterizado por possuir carater
similar & de combustiveis para motores a diesel (ENCARNAGAO, 2008; ITO et al.,
2005).

Nas pesquisas para o desenvolvimento de um biocombustivel capaz de concorrer
com os derivados de compostos fosseis, o0 biodiesel ganhou destaque. De acordo com
Huo e colaboradores (2008), o composto conquistou grande interesse devido a
possibilidade de sua producdo em larga escala baseada na utilizagdo de biomassa
renovavel. Sua producdo € realizada por reacdo quimica de transesterificacdo
empregando-se como matéria-prima 0leos vegetais ou gordura animal (MEKHILEFA;
SIGAA,; SAIDURB, 2011; SILVA; MACK; CONTEIRO, 2009; ZUNIGA et al.; 2014).

Diferentes vegetais podem e sdo empregados como fonte de éleo para a industria
do biodiesel, como a colza, soja, girassol, pinhdo manso (Jatropha curcas), frutos de
diferentes espécies de palmaceas, dentre outros. A escolha do vegetal mais propicio para
a melhor producdo de biodiesel obedece a critérios especificos da regido produtora,
como disponibilidade de areas para plantio e clima. Grande parte dos paises europeus e
Estados Unidos, por exemplo, utilizam colza e soja, paises asidticos os frutos de
palmaceas e o pinhdo manso e no Brasil preferencialmente a soja (ALMEIDA, 2011;
MEKHILEFA; SIGAA; SAIDURB, 2011).

O mercado de combustiveis renovaveis é cada vez mais competitivo, entretanto,
é necessario mais que investimentos privados para o seu pleno desenvolvimento. E
imprescindivel a participacdo de politicas governamentais para, assim, o produto se
consolidar e atrair investidores interessados em sua expansao. Além disso, pesquisas
envolvendo o desenvolvimento de tecnologias renovaveis e sua aplicacdo no setor de
energia possui muitos beneficios a longo prazo. Entre eles podemos destacar a prote¢édo
econdmica frente as inconstancias do mercado dos combustiveis fosseis e,

consequentemente, sua contribuicdo para a reducdo de prego e indice de utilizacdo
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desses compostos, que juntos contribuem com a maior parcela de producdo de gases
nocivos que acometem o meio ambiente (PNUMA, 2011).

As consequéncias da utilizacdo de combustiveis fosseis ndo se restringem apenas
ao ambiente natural, mas a mais de meio século é estudado e estruturado o
conhecimento acerca da influéncia da poluicdo gerada da sua queima para a saude
humana, algumas vezes reflexo de seu proprio impacto ao meio natural (CHUANG et
al., 2013; MUSTAFIC, et al. 2012). Atividades industriais e o aumento na frota de
veiculos, gerados pelo consequente aumento populacional, sdo os dois fatores mais
influentes na qualidade do ar das grandes regides urbanas (ATASH, 2007). Material
particulado suspenso no ar devido a queima de combustiveis fosseis pode ser associada
com risco de morbidade e mortalidade, provocando desde problemas respiratorios a
cardiovasculares (MUSTAFIC, et al. 2012; SMITH; AXON; DARTON, 2013).
Individuos altamente expostos a poluicdo de forma rotineira, como motoristas, possuem
riscos a salde maior que a populacdo geral, indiretamente influenciadas ou atingidas em
menor grau pela poluicdo (CHUANG et al., 2013). Bauer et al. (2010), por exemplo,
conseguiram identificar uma correlacdo entre a exposicdo de individuos a longo prazo
as particulas de poluicdo suspensas no ar (material particulado) e doencas
cardiovasculares agudas, como a aterosclerose. Nesse aspecto, Shindell et al. (2011) ao
avaliarem um panorama futuro, advertem que se faz necessario a aplicacdo de
parametros que consigam basear padrdes de emissdo aceitaveis de gases poluentes, para
assim, combater problemas ambientais e de saude publica.

Kisin et al. (2011) ao analisarem o material particulado suspenso produzido por
motores em minas subterraneas, observaram que a combustdo do biodiesel de dleo de
soja puro (B100) ou em uma mistura de 50% com diesel (B50) liberam menores
concentracdes de carbono elementar e 0 material particulado suspenso produzido pela
sua combustdo possui menor massa quando comparada com a originada pelo diesel com
baixo teor de enxofre (ULSD). Leme et al. (2011), ap0s testes com células humanas de
linhagem Jurkat e HepG2, inferiram que, quando comparado com o diesel integro
(D100), o acréscimo de 5,0% de biodiesel na composi¢cdo comercial do diesel (B5) ndo
torna maior os efeitos citotoxicos do composto resultante. Portanto, beneficios praticos
podem ser identificados na utilizacdo do biodiesel como fonte energética em relagéo a

seu equivalente derivado de recursos fdsseis.

3.3 BIODIESEL NO BRASIL
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Historicamente, estudos brasileiros sobre a utilizacdo de éleo vegetal ou animal
como matéria prima para producdo de compostos automotivos iniciou-se a partir de
1940 (POUSA; SANTOS; SUAREZ, 2007). Desde entdo, o pais é evidenciado como
um dos maiores produtores de biodiesel do mundo, principalmente em razdo do
investimento governamental em pesquisas relacionadas a producdo e implantacdo
mercadoldgica do produto final. Para essa articulacdo de pesquisa, producéo e consumo
do composto foi de grande importancia a implantacdo do Programa Brasileiro de
Desenvolvimento Tecnoldgico de Biodiesel (Probiodiesel) em 2002 e em 2004 o
Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB) e do Selo Combustivel
Social. O Probiodiesel foi implantado com o objetivo de promover o desenvolvimento
cientifico e tecnologico do composto no pais, levando a construcdo de redes de
pesquisas e consequentemente a valorizacdo do mercado nacional do combustivel
renovavel diminuindo as importagdes. O PNPB e o Selo Combustivel Social
contribuiram para o aumento da producdo nacional objetivando o desenvolvimento
regional de localidades produtoras e a geracdo de vagas de emprego e renda,
beneficiando, assim, a agricultura familiar do pais e o0s pequenos produtores
(BERGMANN et al., 2013; GARCEZ; VIANNA, 2009; POUSA; SANTOS; SUAREZ,
2007).

Empenhado em incentivar a producdo de biodiesel nacional, o governo federal
brasileiro estabeleceu metas para um aumento progressivo da concentracdo do composto
na mistura com o diesel segundo determinacfes da Medida Proviséria n°® 647, de 28 de
maio de 2014, que aumentou a concentragdo de biodiesel na mistura de diesel
comercializado ao consumidor final de 5% (B5) para 6% (B6) em julho de 2014 e
consecutivamente 7% (B7) em novembro do mesmo ano (BRASIL, 2014). Entretanto,
eflexos do investimento nacional na producdo do biodiesel puderam ser percebidos
antes mesmo da implementacdo da MP 647, o volume de biodiesel produzido em 2007
foi cerca 500 vezes maior que o produzido em 2005. Nesse cenario bastante promissor o
estado de Goias consolidou-se como um dos principais produtores e a regidao Centro-
Oeste, a maior regido produtora do pais (BRASIL, 2013; BERGMANN et al., 2013).

Tendo em consideracdo o potencial beneficio apresentado pelo incentivo a
producéo de biodiesel em direcdo a sustentabilidade ambiental, muitos critérios devem
ser analisados pelo governo brasileiro. Castanheira et al. (2014), ao caracterizar a

producdo de biodiesel no Brasil, advertem que s&o necessérias politicas adequadas de
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integracdo da producédo de bioenergia com a industria alimenticia e a utilizacdo correta
das areas agricultaveis do pais para, que assim, os beneficios ambientais e econdémicos

da atividade sejam realmente sentidos.

3.4 GERACAO DE COPRODUTOS NA CADEIA PRODUTIVA DE BIODIESEL

Uma das principais barreiras para a legitimacdo plena do biodiesel como
combustivel comercial é circunstanciada pelos seus custos de producdo. Sendo assim,
com a finalidade de transpor esse obstaculo e agregar valor ao produto final, diferentes
autores defendem a exploracdo comercial ou biotecnoldgica dos coprodutos gerados ao
longo do processo de producdo do combustivel renovavel (ALMEIDA, 2011;
ALMEIDA; FAVARO; QUIRINO, 2012).

Substancialmente, trés tipos principais de coprodutos sdo produzidos durante a
fabricacdo do biodiesel, compreendendo as tortas, farelos e o glicerol. As tortas e
farelos, gerados pela prensagem das oleaginosas para extracdo de 6leo, sdo empregadas
na producdo de racdo animal ou na fabricacdo de fertilizantes. Por Gltimo, gerado a
partir da reacdo de transesterificacdo da matéria prima, o glicerol bruto é o coproduto
obtido de forma mais representativa, compreendendo em média 10% do volume total da
cadeia produtiva do biodiesel (ALMEIDA; FAVARO; QUIRINO, 2012; ALMEIDA,
2011; SILVA; MACK; CONTIERO, 2009; YAZDANI; GONZALEZ, 2007).

Nos processos de transesterificacdo, comumente utilizados para geracdo de
biodiesel a partir de 6leo vegetal, ocorre uma reacao entre o 6leo e alcoois (metanol ou
etanol) com o emprego de um catalisador (KOH ou NaOH) para a producédo de ésteres
metilicos ou etilicos (HUO et al. 2008; ZUNIGA et al., 2014). Durante a reacao
verifica-se a troca do grupo acilo (R-CO-) presente nos &cidos graxos que compde o
6leo para o alcool, gerando como produtos ésteres de acidos graxos e glicerol (ANG;
TAN; LEE, 2014) (Figura 3.1).

O glicerol apresenta ampla utilizacdo em setores industriais como na producao
de farmacos, alimentos, cosméticos, resinas alquidicas e outros. E um composto
organico tri-alcool, constituido por apenas trés carbonos e de consisténcias Vviscosa,
incolor, higroscopico e solGvel em agua. E denominado pela Uni&o Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) de 1,2,3-propanotriol e, comercialmente, quando
purificado, é nomeado glicerina (BEATRIZ; ARAUJO; LIMA, 2011; RIVALDI et al.
2008).
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Figura 3.1 Transesterificacdo de triglicerideos com etanol, utilizando NaOH como catalisador para
produzir ésteres etilicos (biodiesel) e glicerol. Fonte: Silva, Mack e Conteiro (2009)

Como resultado da alta producdo do biodiesel ha um consequente aumento na
geracdo de glicerol, portanto, o preco de mercado do coproduto sofreu muitas quedas
devido sua producdo acima da capacidade de consumo. Em decorréncia desse fato, a
purificacdo do glicerol bruto tornou-se onerosa, ndo compensando o valor de venda,
principalmente para pequenos e médios produtores de biodiesel (ALMEIDA, 2011;
ALBARELLI; SANTOS; HOLANDA, 2011; POTT; HOWE; DENNIS, 2014).

Apesar da ampla aplicagcdo da glicerina em setores industriais, a quantidade
necessaria para abastecimento do mercado consumidor é pequena quando comparada
com a alta producdo. Como elucidacéo, a producéo de biodiesel brasileira apenas no ano
de 2012, de acordo com o anuario estatistico da Agéncia Nacional do Petréleo, Gas
Natural e Biocombustiveis (ANP), foi de 2,7 milhdes de m?, sendo a regido Centro-
Oeste responsavel por 42,8% deste total, e a producdo de glicerol equivalente a 274,7
mil m® (BRASIL, 2013).

O glicerol possui em sua constituicdo bruta variados contaminantes, podendo
totalizar 20% de seu volume integral, como alcool, sais, ésteres, 6leo residual, entre
outros (ALMEIDA; FAVARO; QUIRINO, 2012; BEATRIZ; ARAUJO; LIMA, 2011).
Contaminantes que diminuem o preco do produto, encarecem sua purificacdo a glicerina
e em decorréncia de sua relevancia, aumentam o potencial contaminante do composto.
Araujo, Gomes e Tavares (2011), em um estudo que avaliou a ecotoxicidade do glicerol
bruto em ambientes aquaticos, chegaram a conclusdo que a manipulagéo, descarte ou
transporte inadequado do produto pode produzir sérios impactos a biota local. Portanto,
deve ser considerado de grande preocupagdo a forma como ¢é realizada a disposicéo

final do glicerol bruto, quando o mesmo é lidado como residuo e ndo coproduto, uma
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vez que possui caracteristicas que podem agredir nocivamente o ambiente (LEONETI;
ARAGAO-LEONETI; OLIVEIRA, 2012).

3.5 BIOPROSPECCAO COMO FERRAMENTA DE APROVEITAMENTO DO
GLICEROL

A crescente producdo do biodiesel é seguida pela, também, crescente producédo
de glicerol bruto, portanto, os estoques do coproduto excedem sua capacidade de
consumo num mercado especifico, seja bruto ou purificado. Em vista disso, diferentes
pesquisadores apoiam a iniciativa de investimento em identificacdo e aperfeigoamento
de micro-organismos que utilizam o glicerol como fonte de carbono, permitindo, dessa
forma, o desenvolvimento de novas tecnologias em processos fermentativos,
promovendo a producdo de produtos necessarios ao setor industrial com a vantagem de
minimizar ou eliminar completamente a producdo de intermediarios toxicos ou
poluidores (ALMEIDA; FAVARO; QUIRINO, 2012; SILVA; MACK; CONTIERO,
2009; ZENG; SABRA, 2011).

O termo bioprospeccdo refere-se ao processo de localizar e identificar na
biodiversidade de uma localidade, organismos ou constituintes biologicos (genes,
proteinas, intermediarios metabolicos, entre outros) que possuam potencial econdmico
(SACCARO JUNIOR, 2013). Particularmente, pesquisas relacionadas a bioprospeccéo
de bactérias que utilizam o glicerol como fonte de carbono, destaca-se a capacidade de
alguns grupos microbianos utilizar diferentes rotas metabodlicas (Figura 3.2) na
bioconversdo em produtos comerciais como 3-hidroxipropionaldeido (3-HPA), 1,3-
propanodiol (1,3-PD), 2,3 butanodiol (2,3-BD), dihidroxiacetona, bioetanol, acido
latico, &cido citrico e acido succinico (ALMEIDA, 2011; METSOVITI et al., 2012).
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Figura 3.2. Metabolismo do glicerol por Klebsiella pneumoniae, gerando produtos de interesse industrial.
Adaptado de Saxena, Anand, Saran e Isar (2009)

A assimilagdo de glicerol por micro-organismos é realizada por processos
distintos de redugdo ou oxidagdo (ZHU; LAWMAN; CAMERON, 2002). Na realizagéo
da via metabolica oxidativa, a enzima glicerol dehidrogenase catalisa a reacdo de
conversao do glicerol em diidroxiacetona, produto que sofre fosforilagdo pela
diidroxiacetona quinase e, assim, formar diidroxiacetona fosfato, composto utilizado na
via glicolitica ou mediado para producdo de outros produtos (SILVA; MACK;
CONTEIRO, 2009). A metabolizagéo redutora do glicerol se da pela enzima glicerol
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dehidratase que o converte em 3-hidroxipropanaldeido por um processo de desidratacdo
da molécula, produto reduzido pela 1,3-propanaldeido oxidorredutase em 1,3-
propanodiol (SAXENA et al., 2009).

O 3-HPA e 0 1,3-PD séo utilizados na conservagdo de alimentos e na formacao
de polimeros para producdo de plasticos com propriedades especiais, como poliéteres e
poliuretanos, o 1,3-PD também pode ser utilizado como lubrificante do tipo poliglicol e
solvente (SILVA; MACK; CONTIERO, 2009; ZENG; SABRA, 2011). O 2,3-BD é um
liquido incolor, inodoro, com alto ponto de ebuli¢do (180- 184°C), baixo ponto de fusao
(-60°C) e alta octanagem (27,198 kJ.g %), valor este préximo ao do etanol (29,1 kJ.g}) e
maior que o do metanol (22,1 kJ.g%). Possui diversas aplicagdes, como na fabricagdo de
tintas de impressdo, perfumes, explosivos, plastificantes, alimentos e produtos
farmacéuticos, aplicagdes que aumentam o interesse e demanda na sua producgdo
(AFSCHAR, 1993; CELINSKA; GRAJEK, 2009; FLICKINGER, 1980; JI et al., 2009;
SYU, 2001; YU; SADDLER, 1983).

Diferentes micro-organismos séo aptos a crescer de forma anaerobia utilizando o
glicerol como unica fonte de carbono, tal como Lactobacillus brevis, L. buchnerii, L.
reuteri, Bacillus welchii, Citrobacter freundii, Clostridium pasteurianum, Clostridium
butyricum, Rhodopseudomonas palustres, Enterobacter agglomerans (LEJA, et al.
2014; METSOVITI et al., 2012; MYSZKA et al., 2012; POTT; HOWE; DENNIS,
2014; SAXENA; ANAND; SARAN; ISAR, 2009; SILVA; MACK; CONTIERO,
2009). As bactérias pertencentes ao género Klebsiella sdo as mais descritas para este fim
(ALMEIDA; FAVARO; QUIRINO, 2012). Estudos sobre a producio de 2,3-butanodiol
utilizando Klebsiella sp. datam de 1906, portanto, este género tem sido apontado como
promissor na fermentacdo do glicerol e, assim, produzir compostos quimicos utilizados
na indastria ou possiveis compostos combustiveis (SYU, 2001). Entretanto, perante as
diferentes condicdes de producdo dos compostos de bioconversdo do glicerol e das
especificidades intrinsecas dos micro-organismos empregados no processo, ha na

literatura diferentes faixas de rendimento e producéo de compostos alvos (Tabela 3.1).



Tabela 3.1. Producdo de 2,3-BD e 1,3-PD por diferentes cepas bacterianas a partir da metabolizacdo do glicerol.
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Produto Organismo/Cepa Modo de Disponibilidade Rendimento Concentracéo Referéncias
Fermentacéo de Oxigénio do Produto
(@.L™h)
2,3-butanodiol  Klebsiella sp. Ana-WS5 Batelada Aerdbio 0,44 mol.mol* 30,14 Yen, Li, Chang, (2014)
Klebsiella pneumoniae SU6 Batelada Micro-aerébio 0,05 mol.mol* 9,54 Sattayasamitsathit,
Prasertsan, Methacanon
(2011)
Bacillus amyloliquefaciens B10-127  Batelada alimentada Aerdbio 0,42 g.g* 83.3 Yang et al. (2013)
Escherichia coli XL1-Blue Batelada Micro-aerébio 0,339.9* 9.54 Shen et al. (2012)
Klebsiella oxytoca Mb5al Batelada alimentada ~ Micro-aerobio 0,12 mol.mol* 2,35 Zhang et al. (2011)
Clostridium freundii FMCC-207 Batelada Anaerbbia 0,24 g.g* 4,3 Metsoviti et al. (2012)
1,3-propanodiol  Klebsiella oxytoca NRRL-B199 Batelada Anaerbbia 0,34 9.9* 13,51 Woijtusik et al. (2015)
Shimwellia blattae ATCC 33430 Batelada Anaerbbia 0,45 9.9 13,84 Rodriguez et al. (2016)
Clostridium butyricum F2b Batelada Anaerbbia 0,49 g.g* 43,5 Papanikolaou et al.
(2008)
Clostridium butyricum NRRL B- Batelada Anaerobia 0,54 g.g* 91 Metsoviti et al. (2012)

23495
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Apesar da identificacdo de varios grupos microbianos capazes de metabolizar
glicerol, a bioprospeccdo se depara com algumas dificuldades, como a produgéo
insatisfatoria de compostos de interesse por cepas naturais ou producdo em quantidade
satisfatoria por géneros microbianos notadamente patogénicos. Essas problematicas sdo
enfrentadas por meio da bioprospeccdo de novas espécies de bactérias capazes de
produzir compostos de interesse ou por meio de ferramentas moleculares. Nesta Gltima,
grupos génicos produtores das enzimas necessarias para 0 processo bioquimico de
metabolizacdo do glicerol sdo identificados em micro-organismos nativos e transferidos
para um outro, menos patogénico e mais ambientado as condi¢cGes de producao
industrial (RIVALDI et al., 2008). Jung e colaboradores (2014), por exemplo, por meio
de engenharia genética, conseguiram produzir uma cepa de Escherichia coli mutada
capaz de direcionar o metabolismo de glicerol para a producdo de 3-HPA, conseguindo,
assim, maiores concentracdes do composto no processo de fermentacdo. Seguindo a
mesma linha de pesquisa, Pajuelo et al. (2005) também desenvolveram uma cepa
recombinante de Clostridium acetobutylicum melhor produtora de 1,3-PD a partir de
informac@es genéticas de uma linhagem natural de Clostridium butylicum.

Utilizar-se do coproduto da fabricacdo do biodiesel (glicerol) aumenta as
possibilidades de, a longo prazo, permitir o alcance do equilibrio entre desenvolvimento
e meio ambiente. A bioconversdo do biodiesel favorece 0 meio ambiente por meio da
obtencdo de diversos compostos, além de agregar mais valor a fabricacdo do
combustivel, diminuindo a dependéncia de combustiveis fdésseis. Dentre essa nova
dimensdo de desenvolvimento biotecnoldgico, o Brasil se destaca como um pais de
grande diversidade biol6gica pouco conhecida, consequentemente, constitui-se uma
oportunidade de avaliacdo e selecdo de novas linhagens de micro-organismos naturais

melhor fermentadores do glicerol refinado ou bruto.

3.6 CONSIDERACOES FINAIS

Inconvenientes acarretados pela utilizacdo de combustiveis fosseis promoveu o
empenho mundial em mudar a matriz energética para uma base renovavel e menos
poluente, processo este que concedeu notdria relevancia ao biodiesel. O volume de
biodiesel produzido pelas biorefinarias brasileiras € crescente e o pais se destaca no
cenario internacional por viabilizar e investir em programas de pesquisa e produgéo de

biodiesel e outros biocombustiveis. Entretanto, além de politicas capazes de alicercar
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esse crescimento de forma efetiva e ndo prejudicial ao meio ambiente, é necessario
potencializar a utilizacdo dos coprodutos gerados no processo de fabricagdo do biodiesel
como ferramenta para minimizar desperdicios e aumentar a lucratividade do
biocombustivel, tornando-o atrativo. Portanto, a bioprospec¢do de micro-organismos
pode ser uma vertente de pesquisa para 0 aproveitamento do excedente de glicerol,
proveniente da cadeia produtiva do biodiesel. Devido sua heterogeneidade e seu carater
naturalmente dindmico, os ambientes naturais abrigam uma microbiodiversidade
altamente diversa e Unica, contudo compreende-se ainda de forma muito escassa suas
potencialidades biotecnoldgicas. A producdo de compostos de valor agregado, a partir
da bioconversdo do glicerol, pode ter impacto positivo na valorizagdo da produgdo do

biocombustivel e consequentemente no meio ambiente.
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4 BIOCONVERSAO DE GLICEROL EM 1,3-PROPANODIOL E 2,3-
BUTANODIOL POR RIZOBACTERIAS DE Lactuca sativa
Soares, R. S.%, Vieira, J.D.G.1

! Laboratério de Microbiologia Ambiental e Biotecnologia (LAMAB), Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica, Campus I, Universidade Federal de Goiés, Goiania,
Goias, Brasil, 74605-050

Resumo

A Dbioprospecgdo de novos micro-organismos em ambientes naturais capazes de
fermentar glicerol, coproduto do biodiesel, é importante para o incentivo a producéo do
biocombustivel e producdo de compostos de valor agregado a partir de uma fonte de
carbono de baixo custo. O presente trabalho teve o objetivo de isolar e avaliar
rizobactérias de Lactuca sativa capazes de produzir os compostos de valor agregado
2,3-propanodiol (2,3-BD) e 1,3-propanodiol (1,3-PD) utilizando glicerol como fonte
Unica de carbono. Os micro-organismos foram isolados de solo rizosféricos de Lactuca
sativa em meio de cultivo seletivo em anaerobiose e identificados por sequenciamento
da regido 16S rDNA. Foram testados seu perfil de crescimento microbiano (ODsoonm)
em diferentes concentracdes do coproduto do biodiesel e quantificado por HPLC a
producdo simultdnea dos compostos de interesse. Por meio da identificagdo molecular,
das seis morfoespécies de rizobactérias, observou-se o predominio de espécies da
familia Enterobacteriaceae, principalmente do género Enterobacter. O teste para
diferentes concentracdes de glicerol no meio de cultivo sugere que a concentracdo de 20
g.L ! é a ideal para promover o processo fermentativo e o crescimento das rizobactérias
isoladas. Dentre as amostras a AG7 obteve melhor perfil de crescimento microbiano.
Trés amostras foram identificadas como produtoras simultaneas dos compostos de
interesse, AG3 foi o melhor produtor simultaneo de 2,3-BD e 1,3-PD, 0.522 g.L! e
0.735 g.L? respectivamente. AG6 destacou-se na producdo de 1,3-PD, 0.842 g.L L.
Podemos concluir que rizobactérias possuem a capacidade de produzir compostos de
valor agregado, 2,3-BD e 1,3-PD, a partir da fermentagdo do glicerol como fonte Unica
de carbono, composto barato e abundante.

Palavras-chave: Biodiesel. Fermentacdo. Coproduto. Enterobacteriaceae.

BIOCONVERSION OF GLYCEROL TO 1,3-PROPANEDIOL AND 2,3-
BUTANEDIOL BY Lactuca sativa’s RIZOBACTERIA

ABSTRACT

The bioprospection of new environmental microorganisms capable of fermenting
glycerol, biodiesel co-product, it is important to encourage the production of biofuels
and to the production of value-added compounds from a source of low cost carbon. This
study aimed to isolate and evaluate Lactuca sativa’s rizobacteria able to produce 2,3-
propanediol (2,3-BD) and 1,3-propanediol (1,3-PD) using glycerol as unique carbon
source. The microorganisms were isolated from Lactuca sativa’s rhizospheric soil
through selective breeding in anaerobic condition and identified by sequencing of the
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16S rDNA. Their growth profile was tested (OD600nm) in different concentrations of
glycerol and the products of fermentation were quantified using HPLC. Six
morphospecies were isolated through the screening process. The molecular
identification showed the predominance of Enterobacteriaceae species, mainly
Enterobacter. The optimal glycerol concentration was 20 g.L-1. Among the samples
obtained AG7 had the best microbial growth profile. Three isolated were capable of
product the compounds of interest simultaneously. AG3 was the best producer of 2,3-
BD and 1,3-PD, 0522 g.L* and 735 g.L*, respectively. AG6 stands out as a good
producer of 1,3-PD, 0842 g.L-1. Therewith, it is concluded that rhizobacteria have the
ability to produce high value compounds from the fermentation of glycerol as the sole
carbon source, inexpensive and abundant compound.
Key words: Biodiesel. Fermentation. Coproduct. Enterobacteriaceae.

4.1 INTRODUCAO

Com o proposito de sustentar o crescente aumento dos meios de producédo e
diminuir o impacto dos combustiveis fosseis ao meio ambiente a producéo de biodiesel
ganhou destaque nos ultimos anos (VERDUGO et al., 2010). O Brasil, grande produtor
mundial, produziu 2.7 milhdes de m? de biodiesel no ano de 2012, um aumento de cerca
de 570% do contingente produzido em 2007 (ANP, 2013). Sua producdo €
essencialmente realizada por meio de transesterificacdo etandlica ou metanolica de
6leos vegetais ou gorduras animais, com uma coproducdo substancial de glicerol. O
glicerol € um composto organico de trés carbonos e quando na sua forma bruta possui
contaminantes como metanol, acidos graxos e ésteres metilicos originarios do processo
(ROSSI et al., 2012; VALERIO et al., 2015). Em virtude do aumento de investimentos
na cadeia produtiva de biodiesel o glicerol sofreu quedas sucessivas no seu prego de
mercado, assim, sua utilizacdo biotecnoldgica em processos fermentativos para
producdo de compostos de maior valor agregado tem chamado a atencdo (JUNG et al.,
2014).

A natureza reduzida da molécula de glicerol favorece sua metabolizacdo por
micro-organismos fermentadores, sendo esta estudada com a finalidade de bioconverter
0 composto em matérias-primas de interesse industrial como 1,3-propanodiol (1,3-PD),
2,3-butanodiol (2,3-BD), etanol, butanol, além de compostos cetdnicos, acidos
organicos, hidrogénio entre outros (ALMEIDA et al., 2012; LEE et al., 2016; LO et al.,
2013; TRCHOUNIAN; TRCHOUNIAN, 2015). A producdo desses metabolitos de
valor agregado é principalmente pesquisada em espécies microbianas dos géneros
Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter e Clostridium (METSOVITI et al., 2012).

Entretanto, avancos ainda sdo necessarios, por isso, a exploracdo de novos ambientes
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naturais € importante para avancos na identificacdo de micro-organismos melhores
fermentadores do glicerol, permitindo, assim, o desenvolvimento de processos
fermentativos mais produtivos. Neste aspecto, a rizosfera, regido do solo influenciado
pelas raizes dos vegetais, se sobressai como local com potencial biotecnoldgico de
bioprospeccéo.

Bactérias rizosféricas promotoras do crescimento de plantas (PGPRs) podem
utilizar mecanismos diretos ou indiretos que favorecem a adaptacdo vegetal ao
ambiente, dentre estes, a capacidade de sintese de compostos organicos volateis (COVs)
por rizobactérias pode promover o crescimento vegetal e proporcionar resisténcia
sistémica induzida (ISR) (GUTIERREZ-LUNA et al., 2010; PARK et al., 2013). Os
COVs compreendem um grupo constituido de mais de 30 compostos (RYU, 2015),
muitos destes com alta aplicabilidade em diferentes setores industriais, abrangendo,
dentre outros, alguns compostos alvos da bioprospeccdo de micro-organismos
fermentadores de glicerol como o 2,3-BD. A produgdo microbiana de 2,3-BD
fundamenta-se na sua aplicabilidade em diferentes setores industriais tais como na
producdo de farmacos, cosméticos, solventes e potencial aplicabilidade como
combustivel de aviacdo (CELINSKA; GRAJEK, 2009; CHOI et al., 2016). Outro
composto explorado na metabolizagdo do glicerol é o 1,3-propanodiol, composto
utilizado na producdo de poliéster e poliuretanos (SZYMANOWSKA-
POWALOWSKA; LEJA, 2014).

A bioprospeccdo de micro-organismos fermentadores de glicerol em ambientes
rizosféricos pode contribuir na identificacdo de novas linhagens capazes de utilizarem
do coproduto da industria do biodiesel para producdo de compostos de valor agregado.
Portanto, ha a possibilidade de empregar uma fonte de carbono alternativa, barata e de
facil obtencdo em processos fermentativos para manufatura de compostos de interesse
industrial. O presente estudo, inédito quanto a indagacao do potencial biotecnoldgico da
rizosfera de alface (Lactuca sativa), visa identificar rizobactérias da hortalica capazes de
utilizar o glicerol como fonte Unica de carbono e determinar a capacidade de produgéo
simultanea de 2,3-BD e 1,3-PD.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Isolamento de rizobactérias
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Para o isolamento das rizobacteérias, trés amostras de solo rizosférico de Lactuca
sativa, coletadas no dia 10 de marco de 2012 em uma horta orgénica situada na periferia
de Goiania-GO (16°42°34.51”°S 49°20°23.21”0) e encaminhadas ao Laboratério de
Microbiologia Ambiental e Biotecnologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude
Publica da Universidade Federal de Goias (LAMAB/IPTSP/UFG). As amostras foram
inicialmente secas em estufa a 80 °C por 24 horas e posteriormente, o material seco
peneirado em peneira de porosidade de 2mm. Uma amostra de 1.0g do material
peneirado foi adicionada a tubos de cultura contendo 9.0mL de meio de fermentacao
descrito por Ginzel et al. (1991). Os tubos inoculados foram depositados dentro de
jarras de anaerobiose e incubados em estufa a 30 °C, por 48 horas. Apds este tempo,
uma aliquota foi retirada de cada tubo e transferida para um meio de fermentacdo novo
e novamente incubadas. Esta etapa foi repetida por trés vezes. Para o isolamento dos
micro-organismos foi empregada a técnica de diluicdo seriada e para diferenciacdo das
cepas bacterianas foi utilizado o painel GEN 11l MicroPlate™ da BIOLOG. Os micro-
organismos isolados foram estocados a -20 °C em Caldo Nutriente (HIMEDIA®)

suplementado com 25% (m/m) de glicerol.

4.2.2 ldentificacdo molecular das bactérias isoladas

Para a identificacdo molecular das bactérias isoladas, o DNA gendmico foi
extraido segundo a metodologia descrita por Van Soolingen et al. (1994). A
amplificacdo da regido génica 16S rDNA foi realizada por PCR com a utilizacdo dos
primers  27F  (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e  154IR  (5-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3’). Para a reagdo foram utilizados 355ul de agua
ultrapura (miliQ®), 5,0uL de tampdo de amostra (10X) (Ludwig Biotec LTDA), 1,5uL
de MgCl, (50mM) (Ludwig Biotec LTDA), 1,0uL de solugdo de cada primer (10mM)
(Invitrogen™), 4,0uL de solu¢do dNTP (2,5mM) (Ludwig Biotec LTDA), 1,0uL de Taq
polimerase (5U) (Ludwig Biotec LTDA) e 1,0uL de DNA (50ng), volume final de 50pl.
Os ciclos no termociclador (Veriti™ 96-Well Thermal Cyclers) foram 3min de
desnaturacéo inicial a 94 °C e 30 ciclos de desnaturagéo 94 °C/1min, anelacdo 55 °C/30s
e extensdo 72 °C/30s, extensdo final 72 °C/10min. O produto de PCR foi purificado
com o kit E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit (Omega). Para 0 sequenciamento das amostras
foram utilizados os primers 27F, 1541R, 926F (5'-AAACTYAAAKGAATTGACGG-
3), 530F (5-TGACTGACTGAGTGCCA GCMGCCGCGG-3"); 519R (5
GTNTTACNGCGGCKGCTG -3’) e 907R (5>-GTNTT ACNGCGGCKGCTG -3%),
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procedimento realizado em sequenciador ABI 3130xI da Applied Biosystems® pelo
Laboratério de Biotecnologia da Pds-graduacdo em Ciéncias Genbmicas e
Biotecnologia da Universidade Catolica de Brasilia/DF. As sequéncias foram analisadas
no software CodonCode Aligner da CodonCode Corporation e comparadas com o banco
de dados GenBank NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi) e RDP
(http://rdp.cme.msu.edu/). Para melhores padrbes de identidade e similaridade a
identificacdo seguiu metodologia adaptada de Carvalho-Netto et al. (2008). Foi
construida uma arvore filogenética com as amostras de rizobactérias isoladas e cepas
tipo (type strain) dos géneros melhor classificados nos dois bancos de dados de
comparacdo de sequéncias. Cepas tipos foram obtidas no banco de dados List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (http://www.bacterio.cict.fr/) e suas
sequencias de 16S rDNA obtidas no GenBank NCB. As sequéncias foram alinhadas por
CLUSTAL W, a arvore construida pelo método Neighbor-joining, modelo de Jukes-
Cantor com bootstrap de 2000 repeti¢cdes no programa MEGA7. As sequéncias de 16S
DNA foram depositadas no GenBank NCBI com o0s nimeros de acesso KX061930,
KX061931, KX061932, KX061933 e KX061934.

4.2.3 Determinacéo da toleréancia microbiana a diferentes concentracgdes de glicerol

Para a determinagdo da tolerdncia microbiana a diferentes concentragdes de
glicerol, as rizobactérias isoladas foram crescidas em Caldo Nutriente por 48 hora a 30
°C. Ap0s o crescimento, cada amostra foi inoculada em tubos de cultura, na proporc¢édo
de 10% do volume total de meio presente nos tubos. Foi utilizado para a o experimento
0 meio Meio Mineral Liquido de Bushnell Haas (BUSHNELL; HAAS, 1941) acrescido
de 0.1% de extrato de levedura e incubado a 30 °C. O meio foi suplementado com
diferentes concentrac6es de glicerol (2.0%; 4.0%; 6.0%; 8.0%; 10.0%; 12.0%; e 15.0%
m/v) como fonte Gnica de carbono. Os tubos foram entdo incubados em aerobiose a 30
°C e o crescimento microbiano avaliado pela analise espectrofotometria (ODgoonm) da
turvacdo nos tempos de 0, 24, 36, 48 e 72 horas. O resultado do ensaio foi produto da

média de trés experimentos independentes realizados sob as mesmas condicdes.

4.2.4 Determinacdo de uma metodologia de triagem rapida de rizobactérias
produtoras de 2,3-butanodiol
A determinagdo dos micro-organismos produtores de 2,3-butanodiol foi

realizada com o teste de VVoges-Proskauer (VP) com modificagcdes (BARRIT, 1936). As



49

bactérias isoladas foram cultivadas em duas series de Meio Mineral Liquido
(BUSHNELL; HAAS, 1941) a 30 °C por 24 horas contendo em cada serie uma fonte
Unica de carbono diferente, na primeira glicerol (2.0% m/v) e na outra glicose (0.5%
m/v). Apds esse periodo de incubacdo, os meios de cultivo foram centrifugados a
3000rpm por 10 minutos e o sobrenadante separado para determinacdo de 2,3-BD. A
70pL do sobrenadante foram adicionados 50uL do reagente Barrit | (solugdo alcoolica
de alfa-naftol a 5.0%) e 17uL do reagente Barrit Il (solugéo aquosa de KOH a 4.0%), a
solucéo foi entdo agitada por 15 minutos a 100rpm. O resultado positivo foi visualizado
pelo desenvolvimento de uma coloracdo variando de tonalidades de vermelho a roseo

claro.

4.2.5 Fermentacao do glicerol e determinacdo dos produtos de fermentacéo

Um in6culo correspondente a 10% (v/v) do volume final de fermentagdo, foi
adicionado a 25mL do meio de fermentacdo Giinzel et al. (GUNZEL et al.,1991) em
frascos tipo Schott com capacidade de 50mL. Os frascos inoculados foram incubados
em aerobiose a 30 °C por 48 horas sem agitacdo. Aliquotas foram retiradas no tempo 0 e
48 horas de incubagdo. Aliquotas foram filtradas em filtro tipo Millipore® (0,25um de
poro), o sobrenadante separado para a determinagdo da concentragéo inicial e final de
glicerol e producéo de 2,3-butanodiol e 1,3-propanodiol. A determinacdo foi realizada
em cromatografo Agilent Technologies 1200 series com uma coluna Hamilton PRP-
X300 e detector de indice de refracdo RID-6A. Foram utilizadas as seguintes condicdes
operacionais: volume da amostra 20uL, fase mdvel agua Milli-Q, fluxo 0.8 mL/min;
temperatura 50 °C. Os dados resultantes refletiram a média de trés experimentos

realizados de forma independente sob as mesmas condicdes.
4.2.6 Analise estatistica
Para andlise das médias foi utilizado a técnica estatistica de Analise de Variancia

(ANOVA) por meio do teste aglomerativo de Scott-Knott (p<0,05) com auxilio do
programa Sisvar 5.3 Build 77.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Isolamento e identificacdo de morfoespécies

No processo de inter-relacdo entre vegetais e micro-organismos a relacao
ecologica mantida por esses diferentes grupos de seres vivos € sustentada por uma
complexa associagdo de cooperacdo (YANG et al., 2013). As raizes dos vegetais
liberam exsudatos no solo, que por sua vez, séo utilizados como fonte nutricional por
diferentes micro-organismos circundantes, que podem manter uma relagdo positiva ou
negativa com o vegetal. Devido a essa inter-relacdo, a densidade microbiana presente na
rizosfera € maior que a presente no solo ndo influenciado pelas raizes de vegetais,
evidenciando, assim, a complexidade da comunidade microbiana nesse ambiente
(HAMPP; HARTMANN; NEHLS, 2012). Lactuca sativa (alface) possui uma micro-
biodiversidade rizosférica variada, onde diferentes géneros e espécies tais como
Enterobacter cloacae, Burkholderia sp., Chryseobacterium formosense sp., Rhizobium
leguminosarum, Pseudomonas mendocina foram isolados e identificados (JHA et al.,
2013; KANG et al., 2012; KOHLER et al., 2009; NOEL et al., 1996; YOUNG et al.,
2005).

Das amostras de solo rizosférico de Lactuca sativa foram isolados, e
diferenciados por testes bioquimicos, seis morfoespécies. Destes isolados cinco foram
caracterizados como gram-negativos e um gram-positivo. O sequenciamento parcial do
gene 16S rDNA e construcdo da arvore filogenética com as cepas tipo dos géneros
microbianos com maior identidade, permitiu evidenciar a familia Enterobacteriaceae
(AG1, AG3, AG4, AG5 e AGT7) e dentro desta, a predominancia de isolados com
grande similaridade com o género Enterobacter (AG1, AG3, AG5 e AG7) (Figura 4.1).
Bactérias do género Enterobacter sdo reconhecidamente PGPR, motivo pelo qual pode
ser facilmente encontrado em ambientes rizosféricos. Este género possui linhagens
capazes de solubilizar fosfato inorganico, produzir &cido indol acético, acido cianidrico
(HCN) e sideroforos, fixar nitrogénio, produzir compostos antimicrobianos, VOCs,
dentre outros fatores diretos e indiretos de promogéo de crescimento vegetal (JHA et al.,
2011).
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65| AG4
l Escherichia hermavmnii (JN1T5345 1)
Enterobacter turicensis (HQ992347 1)
AGT
AG3
AGS
AGT
Enterobacter aerogenes (AB004T750.1)

Enterobacter amnigernus (AB004749.1)

L Enterobacter asburiae (AB004744.1)
Enterobacter cancerogenus (Z96078.1)
Enterobacter cloacae (HEITE272.1)
Enterobacter dissolvens (£96079.1)
Enterobacter imtermedius (AF310217.1)
Enterobacter kobei (AJ508301.1)
Enterobacter ludwigii (AJ853891.1)
Enterobacter mori (EUT21605.2)
Enterobacter soli (GUS14270.1)
Enterobacter xiangfangensis (HFET9035.1)
AGE

Bacillus onthracis (JO406589.1)

Bacillus cereus (NR 114582.1)

Bacillus mycoides (AB021192.1)

Bacillus pseudomycoides (ABEE1414.1)
Bacillus thuringiensiz (D16281.1)
Bacillus weihenstephanensiz (AB6E1419.1)

Thermococcus coalescens (NR 040968.1)

Figura 4.1 Relacdo filogenética entre rizobactérias isoladas e cepas tipo com maior
similaridade. Na analise foram utilizados método Neighbor-joining, modelo de Jukes-
Cantor e os valores de bootstrap sdo baseados em 2000 repeticdes. Thermococcus
coalescens foi utilizado como grupo externo.

O isolado AG6 mostrou maior similaridade com cepas do género Bacillus,
género este que possui a capacidade de bioconversao do glicerol em diferentes produtos
de interesse comercial (FAGES et al., 1986; KUMAR et al., 2015; Ul et al., 1998;
YANG et al.,, 2011; YANG et al., 2015). Ndo obstante, diferentes géneros de bactérias
da familia Enterobacteriaceae também sdo descritos como capazes de utilizar glicerol
como fonte unica de carbono. Escherichia coli com capacidade de fermentagédo
anaerdbia de glicerol foram isoladas por Dharmadi, Murarka e Gonzalez (2006),
bactérias do género Pseudomonas foram isoladas por Sathianachiyar e Devaraj (2013),
Enterobacter aerogenes e Citrobacter freundii por Metsoviti et al. (2012) e diferentes

cepas do género Klebsiella por Almeida, Favaro, Quirino (2012) e Barbirato et al.
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(1996). Entre os isolados, o género Enterobacter compdem parte do grupo microbiano
fermentador de glicerol melhor documentado (BIEBL et al., 1998; JI et al., 2009; LO et
al., 2013; METSOVITI et al., 2012; ROSSI et al, 2012; SATTAYASAMITSATHIT et
al., 2011; SAXENA et al., 2009; WU et al., 2008).

A posicdo da amostra na arvore filogenética evidencia melhor similaridade entre
género ou espécie, entretanto, apesar da metodologia utilizada pdde-se chegar a uma
concluséo clara e especifica sobre a identificacdo de apenas um isolado, AG4 como
Escherichia hermannii. Por meio dos padrdes filogenéticos e identidade por amostras

depositadas no GenBank NCBI, as provaveis espécies sdo mostradas na Tabela 1.2.

Tabela 4.1 Identificacdo dos micro-organismos mais provaveis a partir da sequéncia
parcial do gene 16S rDNA.

Isolado Espécie mais proxima Identidade NUmero de acesso
AGl Enterobacter ludwigii 99% NR042349.1
AG3 Enterobacter cloacae 99% NR117679.1
AG4 Escherichia hermannii 96% NR104940.1
AG5 Enterobacter cancerogenus  94% NR044977.1
AG6 Bacillus sp. 100% NR074453.1
AG7 Enterobacter ludwigii 99% NR042349.1

4.3.2 Avaliacéo de crescimento em diferentes concentracées de glicerol

Determinar a faixa Otima de crescimento e a influéncia da fonte de carbono no
processo fermentativo € de grande importancia. No presente estudo, o crescimento dos
micro-organismos em meio com diferentes concentracfes de glicerol sugere que altas
concentracdes do coproduto inibem o crescimento microbiano. A concentracdo de 2%
(m/v) sugere ser a de melhor crescimento para os isolados e consequentemente para o
processo de fermentativo (Figura 4.2A, B e C). Observou-se que o isolado Enterobacter
ludwigii -AG7 possui um melhor perfil de crescimento quanto a capacidade de tolerar
altas concentragdes de glicerol, a amostra apresentou valor maximo de ODesoonm de
1.391 na menor concentragéo testada e 0.307 no de maior concentracado. Ito et al. (2005)
sugerem que a cepa de Enterobacter aerogenes por eles testada apresentou melhor
indice de producéo de compostos de interesse (H2, acetato, etanol, lactato) nas menores
concentracdes de glicerol testadas (0.5 a 1.0% m/v) e que 0 aumento na concentracao da

fonte de carbono diminuiu o rendimento produtivo da amostra. Como o observado por
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Dabrock, Bahl e Gottschalk (1992), por serem metabolitos priméarios, a capacidade
produtiva de produtos de interesse industrial como propanodiol, butanodiol, acetato e

etanol, estdo diretamente relacionadas ao aumento da densidade microbiana.
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Figura 4.2A Curva de crescimento dos isolados de rizobactérias AGle AG3 ao longo de
72 horas em meio de cultura contendo diferentes concentragdes de glicerol (ODegoonm)



54

AG4

0,9

il

0,8

il

0,7

0,6
0,5

0,4

il

0,3

il

0,2

il

0,1

il

oD

0 4 36 48 12

——— 2% —m— 4% —a— 6% —e &% 10% —e— 12% —— 15%
AG5

0,7

il

0,6

0,5 /ﬁ;_.f’:;‘:

0,4 Pl

0,3 _-________.4__————4-
.

0,2
0,1

il

ao

0 24 36 45 2

— 2% —m— 4% —a— 0% = 8% 109 —— 12% —— 15%

Figura 4.2B Curva de crescimento dos isolados de rizobactérias AG4 e AG5 ao longo de
72 horas em meio de cultura contendo diferentes concentragdes de glicerol (ODsoonm)
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Figura 4.2C Curva de crescimento dos isolados de rizobactérias AG6 e AG7 ao longo de
72 horas em meio de cultura contendo diferentes concentracdes de glicerol (ODgoonm)

4.3.3 Triagem de producao de 2,3-butanodiol e processo fermentativo

O teste de Voges-Proskauer (\VP) é utilizado para identificar micro-organismos
detentores da via metabdlica butanodidica. Esta via possui como produto final 3-
hidroxi-2-butanona (acetoina), portanto, a mesma via metabdlica de producéo do 2,3-
butanodiol (LUERCE, 2002). A acetoina produzida pelos micro-organismos reage com
0 oxigénio atmosférico e 0 KOH formando diacetila que, por sua vez, reage com o alfa-
naftol produzindo um complexo colorido que confirma a positividade do teste
(ZAFALON; ARCARO; NADER FILHO, 2009).
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A excecdo do isolado Escherichia hermannii-AG4 as demais rizobactérias
Isoladas mostraram-se positivas no teste quando cultivadas em meio contendo glicose.
Este resultado para AG4 est4 de acordo com o documentado na literatura, uma vez que
todas as espécies do género Escherichia sdo negativas para o teste de VP (FARMER IlI,
1999). Quatro isolados (AG1, AG3, AG5 e AG7) foram positivas quando cultivadas em
meio com glicerol. Esse resultado ocorre, pois, a glucose € um carboidrato simples e
facilmente metabolizado pelos micro-organismos, diferente do glicerol, que, mesmo
assimilado pela célula microbiana por transporte passivo, € uma fonte de energia mais
complexa cuja molécula é composta por apenas trés atomos de carbono (RIVALDI et
al., 2008).

Mariotto (2007) observou que a producdo de acetoina ndo é equivalente a
producdo do 2,3-BD, uma vez que o primeiro € precursor do segundo, varios fatores
podem influenciar a concentracdo de um e do outro no processo de fermentacao.
Portanto, a padronizacdo do teste de identificacdo do composto metabdlico acetoina,
precursora do 2,3-BD, permitiu a verificacdo das possiveis morfoespécies capazes de
produzir o composto de interesse. Por este motivo, o teste de VP, pode ndo indicar o
maior produtor de 2,3-BD devido ao seu limite de deteccdo, mas sim a capacidade do
micro-organismo produzir o composto de interesse, ou seja, 0 teste caracteriza-se
apenas como qualitativo de triagem tanto para meios contendo glicose como glicerol.

Na Tabela 4.2 observamos os resultados da producdo de 2,3-BD e 1,3-PD em
fermentacdo de glicerol a 2.0% (m/v) por 48 horas. Os isolados AG3 e AG7,
previamente identificadas como produtoras de acetoina, foram capazes de produzir
simultaneamente os dois compostos de interesse, 2,3-BD e 1,3-PD. O isolado AG3
apresentou a maior producdo simultanea dos compostos de interesse, entretanto nao foi
identificado diferenca estatisticamente significante com outros isolados produtores.
Além disso, é observado que, apesar da identificagdo sugerir que as amostras AG1 e
AG7 pertencerem a mesma espécie, Enterobacter ludwigii, os dois isolados
notadamente pertencem a linhagens microbianas diferentes, uma vez que néo foi
observada producéo de 1,3-propanodiol por AG1le o produto foi registrado para AG7.

A amostra AG6, negativa no teste qualitativo, como esperado apresentou menor
rendimento produtivo do composto, contudo, destacou-se na producdo de 1,3-PD. Pelos
resultados obtidos para os isolados AG6, AG3 e AG7 sugerem as duas predilecbes de
formas distintas de metabolizacdo do glicerol, a metabolizacdo pela via redutora,

preferencialmente utilizada pela amostra AG6, e a metabolizagéo pela via oxidativa,
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observada nos isolados da familia Enterobacteriaceae. No processo redutivo, ha acédo de
desidratacdo da molécula de glicerol pela enzima glicerol dehidratase e por fim o
produto da reacdo, 3-hidroxipropanaldeido, é reduzido pela acdo enzimética da 1,3-
propanaldeido oxidorredutase em 1,3-propanodiol (SAXENA et al., 2009). No
processo oxidativo, o glicerol, por meio da acdo enzimatica da glicerol dehidrogenase é
convertido em diidroxiacetona, produto utilizado na via metabodlica glicolitica e
subsequentemente, producdo de compostos metabodlitos fermentativos ou, quando em
aerobiose, oxidacdo completa na via respiratoria celular para producdo de energia
(SILVA; MACK; CONTEIRO, 2009).

Tabela 4.2 Producdo e rendimento da fermentacao do glicerol em concentracao de

20g.L*
Isolado 2,3-BD 1,3-PD
Concentracéo Rendimento Concentracao Rendimento
do Produto (9.9 do Produto (9.9
QL™ (@L™h

AG1 0.501a 0.0211 - -

AG3 0.522a 0.0219 0.735a 0.0308

AG5 0.459%a 0.0191 - -

AG6 0.357a 0,0149 0.842a 0.352

AG7 0.414a 0.0172 0.349a 0.0145

Letras iguais nas colunas indicam diferencas néo significativas (p<0.05) de acordo com o
teste de Scott-Knott.

A producéo de 2,3-BD e 1,3-PD foi menor quando comparada com resultados
obtidos por diferentes autores utilizando glicerol como fonte Gnica de carbono
(PEREGO et al., 2000; PETROV, PETROVA, 2010; METSOVITI et al., 2012; YANG
et al., 2015). Entretanto, estes autores utilizaram de modificagfes nas condic¢des de
cultivo tais como flutuacéo e controle de pH, manipulacdo na regeneracdo de cofatores
de crescimento bacteriano e fluxo de carbono, agitacdo e aeracdo do processo de
fermentacdo quando comparados aos testes realizados.

As principais ferramentas utilizadas com a finalidade de aumentar a produgao
dos metabolitos microbianos da conversdo do glicerol sdo o melhoramento genético ou
outras técnicas moleculares como a clonagem génica, otimizagdo do meio de
fermentacdo para atender as necessidades especificas das linhagens microbianas
naturais (JI et al., 2009; JUNG et al., 2014; PAJUELO et al., 2005; SHEN et al., 2012;
YANG et al.; 2013; ZHANG et al., 2011). Yen et al. (2014) observou gue 0 processo

fermentativo para produgdo simultanea de 2,3-BD e 1,3-PD, quando submetido a
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maiores concentracfes de oxigénio diluido, resulta em melhores rendimentos e que
baixas concentragfes do elemento contribui para a maior produgdo de 1,3-PD.
Sattayasamitsathit et al. (2011) apds diversificarem a concentracdo de alguns compostos
do meio de fermentacdo, observaram, por meio de um modelo matematico, que a
variacdo dos constituintes do meio influenciam a producdo dos compostos. Estas
modificacGes permitiram uma producéo equivalente a 13.54 g.I" e 6.61g.I* de 1,3-PD e
de 2,3-BD, respectivamente, pelo micro-organismo analisado.

4.4 CONCLUSOES

As rizobactérias isoladas sdo capazes de crescer em meio contendo glicerol
como fonte Unica de carbono, possibilitando, assim, seu emprego em processos
fermentativos para producdo de compostos de interesse manufaturador. O método de
triagem de producdo de 2,3-BD mostrou-se eficiente em evidenciar 0s micro-
organismos melhores produtores do composto e duas rizobactérias isoladas foram
capazes de produzir simultaneamente 2,3-BD e 1,3-PD. Assim, este estudo € um passo
importante para o incentivo ao desenvolvimento biotecnologico de novas tecnologias

fermentativas e sua aplicacao sustentavel.
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ANEXO | — Meios de Cultura

1 MEIO MINIMO LIQUIDO PARA Clostridium (GUNZEL; YONSEL;
DECKWER,1991)

KOHP O 4.t 3,49
KH2PO oo, 1,3g
[ ) 725 © USSR 2,09
MOS0 TH20. ..ot 0,29
CaACI2.2H20. ..ot 0,029
(OF (01 0 TSRS 2,09
EXrato de LEVEAUIaA.........cccveiieeie ettt 1,09
(©] 1 T=] (o TSRS PR 20mL
*S0lUGAO0 de EIeMENTOS TIaCOS. ... .ccveivreeeiiieiteeitesieesee e sre e sreesre et nre e 1,0ml
**Solucdo de 2,0ml
e

H20 destilada g.s.g 1000mL

PREPARO: Autoclavar a 121°C a 1 atm por 20 minutos.

*Composicao da Solucédo de Elementos Tracos

ZNC Lot 70mg
MNCI2.AH20.....c.cciiieeee e 0,19
HBB O3 e 60mg
COCL2.2H20 .ottt re s 0,29
CUCT2.2H20 ..o 20mg
NTCL2.6H20 ... 25mg
NA2ZIMOOZ.2ZH20 ... e 35mg

[ (O3 A SRS 0,9mL
H20 destilada g.5.0 ...veoveeveiieiiieie et 1000mL

**Composicao da Solucdo de Fe

FESOA.TH20 .o e 5,09
[ (O3 R (A SRS 4,0mL
H2O deStilada g.5.0 «oveoveeivieieiie e s 1000mL
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2 CALDO NUTRIENTE (HIMEDIA)

Digestao péptica de tecido animal ............ccccovevviieiieie e 4,39
Triptona Tipo | (caseina enzimatica hidrolisada) .........c..cceevvviiviviieerieninnnn, 4,39
N L SRS 6,49
H20 deStilada g.5.0 voveverierieiiciceeeeie e 1000mL

PREPARO: Autoclavar a 121°C a 1 atm por 20 minutos, pH 7.2 £0.2.

3 MEIO MINERAL LIiQUIDO DE BUSHNELL HAAS (BUSHNELL; HAAS,
1941)

MOS0 e 0,29

(O 104 S 0,029
KIH2P O 4 1.t bbb 1,0g
K2HPO S . 1,09
NHANOS ..ttt nes 1,0g
FRCIS 1t 0,059
FEXIrato de [EVEAUIA .........ccvveieiie e 1,09
H20 deStilada g.S.p «voveveiiceiicieeee e 1000mL

PREPARO: Autoclavar 121°C a 1 atm por 20 minutos, pH 7.2 £0.2.

*Modificacdo realizada para adequacao experimental.
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>AG1
AATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGAGGCTAGAGTC
TTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATC
TGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTC
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCG
GAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAA
ACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTT
TCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGCCGGGAACTCAAAGGAGAC
TGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGC
CCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAG
CGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATT
GGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGAT
CAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGG
GCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACT

>AG3

GTTTGAATCCTGGCTCAGATTGAACGCTG
GCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTC
TCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGAT
GGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAA
GACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATG
GGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGC
TGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGAT
GCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTC
AGCGGGGAGGAAGGCGATGAGGTTAATAACCTCRTCAATTGACGTTACCC
GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
GGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTC
TGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGA
AACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCT
GGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCC
CTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAG
TACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTC
TTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCT
GAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTCGGC
CGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAG
TGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAA
TCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGT
AGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGT
GAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGCTGGATCCACCTCC



>AG4

GATCCTGGCTCAGA
TTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAA
GCAGGGTGAGTAATGTCTGGGGATTTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACT
GGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTTCCCATTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
AATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTC
GGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGCGATGCGGTAATACGGG
AGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGG
TCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCC
GAAACTGGCAGGCTTGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGLCGGLCCCC
CTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCACACAAGCG
GAGAGAGCATGTGGTTTACTTCGTGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCT
TGACATCCACAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTG
AGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCATCTCGTGTTGTGAAATGTTGGTTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCC
GGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATG
GCGCATACAAAGAGAAGCGAACTCTCGAGAGCACCGCGGCTTCATTAACT
GCGTAGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAAT
CGTTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCTGGCGTT
GTACACTCCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGATGCTAAATGAAGTAGGT

>AGH

TTG
CTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCT
GATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCG
CAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCGATTGAACTCTGGCGCKGCC
TCACATGCAAGTAGCGGTAGCACAGAGAGCTAACGTCTCGCGACGAGCGG
CTAGCTGGTGTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGC
CTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTA
CTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGATGAGGTTAATAACCTTGTCAATTGACGT
TACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTARAGCGCACGCAGG
CGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCA
TTCGAAACTGGCGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTG
GACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTTTGGAGGTTGTGCC
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>AG6
CTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACC
TGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAA
TATTTTGTGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATG
GACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAAC
GATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG
AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTA
AAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCT
TGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTATGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCG
CAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCGGAGGGTCATT
GGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTT
TCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGA
GGGTTTCCGNCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGLCCLCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGA
GCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATT
AAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCAT
AAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCT
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGT
CGGTGGGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATT
GGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCG
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>AG7

T
GCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCC
TGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTC
GCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCA
GATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCC
TAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCC
TGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTAC
TTTCAGCGGGGAGGAAGGTGATAAGGTTAATAACCTCATCAATTGACGTT
ACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGC
GGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCAT
TCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCC
CCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTG
TGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCT
ACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAA
CTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTT
CGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCAT
AAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGT
AGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTG
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ANEXO 111 — Cromatogramas

Relatorio de Padriao Externo (ESTD)

Argquivo: CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Agucares_Transgenomic\Dados\José Daniel\08 Dez 153032 dat
Método: CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Acucares_Transgenomic\Método\08 Mar | S\Hamilton PRP-X300 Nov
15.met

Aquisigiio: 12/8/2015 6:31:34 PM

Impressio: 12/9/2015 9:07:45 AM

Amostra: AGL.1

30000 4 Nome l—!ll F 20000
|
|
|
20000 4 ‘ | [ 20000
> | =2
z . ‘ | E z
= | E =
10000 | B E 10000
| | 5
| s
1 |_O | a [
I -
0 [ __JﬁL_JA_ N A— L1y tf,
I T 5] I T 1 T
o 1z s s s 7 & s w1 12
Minutos
RID: Sinal RI Resultados )
Nome Tempo de Area  Concentraciio
retenciio (g/L)
Glicerol 2778 40207737 23312
2-3 Butanediol 6.170 722352 0.0438

Relatirio de Padrio Externo (ESTD)

Arguivo: CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Agucares_Transgenomic\Dados\José Daniel\08 Dez 15\03 1.dat
Método: CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Agucares_Transgenomic\Método\08 Mar | \Hamilton PRP-X300 Nov
15. met

Aquisigiio: 12/8/2015 6:16:14 PM

Impressio: 12/9/2015 9:07:32 AM

Amostra: AGL1.2

20000 4 Nome »—|l| [ 20000
|
1 | I
|
20000 ‘ | F 20000
=] | 2
z 1 | [ o z
= | —9
10000 4 ‘ | g F 10000
\ g
| u |
1 | a L
[ 2
0 ||||||||__J§L| [ [
T T (5] | [T I
o 1 2 3 a R T T R 12
Minutos
RID: Sinal RI Resultados )
Nome Tempo de Area  Concentracio
retencio (g/L)
Glicerol 2.792 40303615 2.3368
2-3 Butanediol 6.177 911802 0.0553



Relatorio de Padrio Externo (ESTD)

Arguivo: CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Acucares_Transgenomic\Dados\José Daniel\08 Dez 151033, dat
Método: C:AEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Agucares_Transgenomic\Método\08 Mar 1 5\Hamilton PRP-X300 Nov
15.met
Aquisigiio: 12/8/2015 6:46:51 PM
Impressiio: 12/9/2015 9:07:58 AM
Amostra: AG1.3
30000 Nome 1 F 20000
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= || §
10000 4 | | ki I 10000
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] R z i
= L 7
| e
o8 | TE— 138
T 5] I [T
o 1 2 3 s s 7 8 8 o 11 1
Minutos
RID: Sinal RI Resultados )
Nome Tempo de Area  Concentraciio
retencio (g/L)
Glicerol 2.785 38442327 22288
2-3 Butanediol 6.170 846128 0.0513

Relatirio de Padrio Externo (ESTD)

Arquivo:
Método:
15. met
Aquisigiio:
Impressio:

Amostra: AG3.1

CNEZChrom Elite\Enterprise\Projects\A¢ucares_Transgenomic\Dados\José Daniel\08 Dez 13\034. dat
CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Acucares_Transgenomic\Método\08 Mar 15\Hamilton PRP-X300 Nov

12/8/2015 7:02:09 PM
12/9/2015 9:08:13 AM
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I [T 1T 5] o T [
o 1 2 a3 : e T T e T T e T e T 12
Minutos
RID: Sinal RI Resultados .
Nome Tempo de Area  Concentragio
retenciio ig/L)
Glicerol 2778 37431530 21702
1-3 Propandiol 3.370 960062 0.0704
2-3 Butanediol 6.170 810965 0.0492

nRIL
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Relatorio de Padrio Externo (ESTD)

Arguivo:
Método:
15.met
Aquisigiio:
Impressio:

CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\A gucares_Transgenomic\Dados\José Daniel\O8 Dez 15\035.dat
CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\A ¢ucares_Transgenomic\Método\08 Mar 1 S\Hamilton PRP-X300 Nov

12/8/2015 T:17:27T PM
12/9/2015 9:08:29 AM

Amostra: AG3.2

300004 ome — | 30000
N
1 I P
20000 H | 20000
5 |
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o __J'gLI TN — [
IR 5] I 1T 1
o 1 2 s s s 7 &8 8 1w 1 1
Minurtos
RID: Sinal RI Resultados )
Nome Tempo de Area  Concentragio
retenciio (g/L)
Glicerol 2.785 38681941 22427
2-3 Butanediol 6.170 809010 0.0545

Relatirio de Padrio Externo (ESTD)

Arquivo: CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Agucares_Transgenomic\Dados\José Daniel\08 Dez 15\036.dat
Método: CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\A¢ucares_Transgenomic\Método\08 Mar 15\Hamilton PRP-X300 Nov
15. met
Aquisicio: 12/8/2015 7:32:45 PM
Impressio: 12/9/2015 9:08:43 AM
Amostra: AG33
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N R T T
R T T S A T S R
Mirastos
RID: Sinal RI Resultados )
Nome Tempo de Area  Concentragio
retencio (g/L)
Glicerol 2778 38505989 2.2325
1-3 Propandiol 3.377 1043431 0.0766
2-3 Butanediol 6.177 872468 0.0529

nRiU
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Relatirio de Padrio Externo (ESTD)

Arquivo:
Método:
15.met
Aquisigiio:
Impressio:

Amostra: AG5.1

CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Agucares_Transgenomic\Dados\José Daniel\O8 Dez 15\037.dat
CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Agucares_Transgenomic\Método\08 Mar 1 5\Hamilton PRP-X300 Nov

12/8/2015 7:48:03 PM
12/9/2015 9:09:15 AM
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o _JgLI p— L1l 1,
T TTT [5] I I 11
o 1 2 3 & s s 7 TTs s TTw U n
Minutos
RID: Sinal RI Resultados .
Nome Tempo de Area  Concentragio
retengiio (g/L)
Glicerol 2.792 51191286 2.9680
2-3 Butanediol 6.177 1037708 0.0629

Relatirio de Padrio Externo (ESTD)

Arguivo: CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Acucares_Transgenomic\Dados\José Daniel\O8 Dez 15\038.dat
Método: CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Acucares_Transgenomic\Método\08 Mar | S\Hamilton PRP-X300 Nov
15.met
Aquisigio: 12/8/2015 8:03:20 PM
Impressio: 12/9/2015 9:09:28 AM
Amostra: AG52
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[ [T e I [ [ I
3 T T At T T
Minutos
RID: Sinal RI Resultados )
Nome Tempo de Area  Concentraciio
retencio (w'L)
Glicerol 2785 39200252 2.2780
2-3 Butanediol 6.170 458067 0.0278

nRIL

nRIL



Relatorio de Padriao Externo (ESTD)

Arquivo: CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Agucares_Transgenomic\Dados\José Daniel\O8 Dez 133039.dat
Método: CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\A ¢ucares_Transgenomic\Métodoh08 Mar | \Hamilton PRP-X300 Nov
15.met
Aquisigio: 12/8/2015 8:18:37 PM
Impressio: 12/9/2015 9:09:42 AM
Amostra: AG5.3
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| L Il [&] I T T I
L T T T L T T
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RID: Sinal RI Resultados )
Nome Tempo de Area  Concentracio
retengio (g/L)
Glicerol 2,785 40292216 2.3361
2-3 Butanediol 6.170 772705 0.0469

Relatiorio de Padriio Externo (ESTD)

Arquivo: CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Agucares_Transgenomic\Dados\José Daniel\08 Dez 15\040.dat
Método: C:A\EZChrom Elite\Enterprise\Projects\Agucares_Transgenomic\Método\08 Mar 15\Hamilton PRP-X300 Nov
15.met
Aquisigiio: 12/8/2015 8:33:58 PM
Impressio: 12/9/2015 9:09:55 AM
Amostra: AG6.1
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[ TTTTTTT AR 1 T
L T T S L T
Mirutos
RID: Sinal RI Resultados )
Nome Tempo de Area  Concentragio
retenciio (g/L)
Glicerol 2778 38670133 22421
1-3 Propandiol 3.341 1411809 0.1036
2-3 Butanediol 6.170 520280 0.0315

nRIL

nRIL
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Relatorio de Padrio Externo (ESTD)

Arquivo:
Método:
15.met
Aquisigiio:
Impressio:

C:AEZChrom Elite\Enterprise\Projects\A cucares_Transgenomic\Dados\José Daniel\08 Dez | 3\041.dat
C:AEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Acucares_Transgenomic\Método\08 Mar 15\Hamilton PRP-X300 Nov

12/8/2015 8:49:16 PM
12/9/2015 9:10:15 AM

Amostra: AGH.2
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e rrrT [G] | I [ [
S T e T T e T S
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RID: Sinal RI Resultados )
Nome Tempo de Area  Concentracio
retencgao (g/L)
Glicerol 2.792 395556890 2.2034
2-3 Butanediol 6.177 660353 0.0400

Relatorio de Padrio Externo (ESTD)

CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\A ¢ucares_Transgenomic\Dados\José Daniel\O8 Dez 151042, dat
CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\A ¢ucares_Transgenomic\Método\08 Mar 1 \Hamilton PRP-X300 Nov

Arquivo:

Método:

15.met

Aquisigiio: 12/8/2015 9:04:33 PM
Impressio: 12/9/2015 9:10:28 AM

Amostra: AGS.3
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RID: Sinal RI Resultados )
Nome Tempo de Area  Concentragio
retenciio (g/L)
Glicerol 2.778 40098336 2.3249
1-3 Propandiol 3.494 883285 0.0648
2-3 Butanediol 6.177 586102 0.0355

nRIu

nRiL
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Relatorio de Padrio Externo (ESTD)

Arquivo:
Método:
15.met
Aquisigiio:
Impressio:

Amostra: AGT.1

CA\EZChrom Elite\Enterprise\Projects\Agucares_Transgenomic\Dados\José Daniel\O8 Dez 15\043.dat
C:AEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Agucares_Transgenomic\Método\08 Mar 1 \Hamilton PRP-X300 Nov

12/8/2015 9:19:48 PM
12/92015 9:10:43 AM
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Minutos
RID: Sinal RI Resultados )
Nome Tempo de Area  Concentracio
retencio (g/L)
Glicerol 2.792 30533242 22021
2-3 Butanediol 6.177 688837 0.0418

Relatorio de Padriao Externo (ESTD)

Arquivo:
Método:
15.met
Aquisigiio:
Impressio:

Amostra: AGT.2

CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Acucares_Transgenomic\Dados\José Daniel\08 Dez 1 3\044. dat
CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Acucares_Transgenomic\Método\08 Mar | S\Hamilton PRP-X300 Nov

12/8/2015 9:35:06 PM
12/9/2015 9:10:59 AM
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RID: Sinal RI Resultados )
Nome Tempo de Area  Concentracio
retencio (g/L)
Glicerol 2.778 38028229 2.2570
1-3 Propandiol 3.582 475231 0.0349
2-3 Butanediol 6.177 555231 0.0337

nRIu

nAIL
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Relatorio de Padriio Externo (ESTD)

Arguivo:

Método:

15.met

Aquisigiio: 12/8/2015 9:50:24 PM
Impressio: 12/9/20159:11:15 AM

Amostra: 7.3

CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Agucares_Transgenomic\Dados\José Daniel\O8 Dez 15\045.dat
CAEZChrom Elite\Enterprise\Projects\Agucares_Transgenomic\Método\08 Mar 1 \Hamilton PRP-X300 Nov
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RID: Sinal RI Resultados )
Nome Tempo de Area  Concentracio
retencio (g/L)
Glicerol 2,785 41438556 2.4026
2-3 Butanediol 6.170 804663 0.0488

nRIL
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ANEXO IV — Regras de Submisséo

REVISTA ACTA TECNOLOGICA: Revista a receber submissdo do artigo 1
“BIODIESEL E MEIO AMBIENTE: Utilizagdo biotecnoldgica de micro-organismos
na bioconversédo do glicerol em compostos de valor agregado”

Diretrizes para Autores

Os trabalhos cientificos, notas técnicas e revisdes, em idioma portugués, devem
ser originais e submetidos em arquivo.doc, identificado, juntamente com uma carta de
encaminhamento, que deve conter e-mail, endereco e telefone do autor responsavel e
area selecionada para publicacdo (Educacdo, Ciéncia e tecnologia de alimentos,
Agronomia, Zootecnia, Ciéncias Biologicas, Exatas e da Terra). Nesta carta, 0 autor
deve declarar que o artigo ainda nédo foi publicado em outra revista cientifica nacional
ou internacional, nem tampouco esta sendo submetido a outra revista simultaneamente.

Recebido o artigo, este sera revisado de acordo com as normas solicitadas pela
revista. Os dados, opiniBes e conceitos emitidos nos trabalhos, bem como a exatiddo das
referéncias bibliograficas, sdo de inteira responsabilidade do(s) autor(es). A eventual
citacdo de produtos e marcas comerciais ndo significa recomendacdo de seu uso pela
Acta Tecnologica. Entretanto, o editor, com assisténcia dos assessores cientificos,
reservar-se-a o direito de sugerir ou solicitar modificagdes aconselhaveis ou necessarias.

Uma vez recebida a versao corrigida do trabalho se procedera ao correspondente
registro de entrada e inicio da tramitacdo do trabalho.

Informacoes Gerais

Os trabalhos deverdo ser apresentados digitados em linhas numeradas em espaco
simples (exceto Resumo, Abstract e Tabelas, que devem ser elaborados em espacgo 1,5)
e com margens superior, inferior, esquerda e direita de 2,5; 2,5; 3,5; e 2,5 cm,
respectivamente. Utilizando fonte Times New Roman 14 para o titulo e 12 para o texto,
as figuras e tabelas devem ser inseridas no texto, ndo no final do documento na forma
de anexos. Para Referéncias, Resumo e Abstract, serdo iniciados paginas novas, mesmo
que haja espaco na anterior; as paginas devem ser numeradas seguidamente; as paginas
com texto ndo deverdo exceder um total de 20 de paginas, incluindo as ilustragdes
(figuras e tabelas), que equivalem a aproximadamente oito paginas, na configuragcdo

final do trabalho.
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A digitacao do trabalho devera ser feita utilizando o editor de texto Word (DOC
ou RTF) e os graficos em programas compativeis com o Windows, como o Excel, e
formato de imagens: Figuras (GIF) e Fotos (JPEG).A redacdo dos trabalhos devera
apresentar concisao, objetividade e clareza, com linguagem no passado impessoal; no
texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serdo numeros arabicos colocados em
sobrescrito, apds a palavra ou frase que motivou a nota; a numeragao serd uma s6 e em
ndmeros continuos; as notas serdo colocadas ao pé da pagina em que estiver o
respectivo sinal de chamada; todas as tabelas e figuras deverdo ser mencionadas no
texto; no Resumo e no Abstract ndo serdo permitidos pardgrafos, bem como a
apresentacdo de dados em colunas ou em quadros e a inclusdo de citagOes
bibliograficas.

O(s) nome(s) do(s) autor(s) devera(dao) ser mencionado(s) por extenso logo
abaixo do titulo. No rodapé da primeira pagina, através de chamadas apropriadas,
devera ser feita mencdo ao patrocinador e informacdes sobre o autor.Siglas e
abreviaturas dos nomes de institui¢cdes, ao aparecerem pela primeira vez no trabalho,
serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso.

Submisséo dos Trabalhos

Os trabalhos deverdo ser encaminhados por meio do portal da Revista Acta
Tecnoldgica. Para isto, devera ser efetuado o cadastro como autor.

Estrutura dos Artigos Cientificos

Os artigos cientificos deverdo ser organizados em Titulo Resumido (Colocado
centralizado no inicio da primeira pagina e em negrito), Autores, Resumo, Termos para
indexacdo (no maximo cinco que ndo sejam citadas no titulo), Abstract, Index terms,
Introducdo, Material e Métodos (Metodologia), Resultados e Discussao, Conclusdes,
Agradecimento (se houver) e Referéncias Bibliograficas. Os paragrafos devem iniciar a
1,0 cm da margem esquerda.

Estrutura da Revisdo Bibliogréafica

A revisdo bibliografica devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e
Inglés); Resumo; Termos para indexacdo; Abstract; Index terms; Introducéo;
Desenvolvimento; Conclusdo; Referéncias Bibliograficas. A organizacdo do texto é
livre.

Estrutura da Nota Técnica ou comunicagao
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Terdo sua estrutura adaptada ao indicado para os artigos, contendo os seguintes
topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Termos para indexacdo; Abstract; Index
terms; Texto [sem subdivisdo, porém com introducdo; metodologia; resultados e
discussdo e conclusdo (podendo conter tabelas ou figuras)]; Fontes de aquisicdo se
houver; Referéncias Bibliogréaficas.

Agradecimento(s)

Deve iniciar logo apds as ConclusGes (facultativo).

Abreviaturas, simbolos e unidades

Abreviaturas, simbolos e unidades devem ser listados conforme exemplos
abaixo:

* Usar 58%, e ndo 58 % (sem espaco entre 0 no e %)

» Usar 60 kg, e ndo 60Kg (com espaco entre 0 no e kg, que deve vir em
minusculo)

* Usar 101,23 e ndo 101.23 (usar virgula, e ndo ponto)

e Usar52 mL, e ndo 42 ml (litro deve vir em L mailsculo, conforme
padronizacdo internacional)

* Usar 250C, e ndo 25 oC (sem espaco entre o0 no e oC)

* Usar (P<0,05), e ndo (P < 0,05) (sem espaco antes e depois do <)

* Usar 21,35+8,58, e ndo 21,35 * 8,58 (sem espaco antes e depois do )

* Usar r2 = 0,97, e ndo r2=0,97 (com espaco antes e depois do =)

« Usar asterisco nas tabelas apenas para probabilidade de P: (*P<0,05; **P<0,01;
***P<(,001)

Referéncias Bibliogréaficas

Deve vir ap0s parte final do artigo, em ordem alfabética, a lista dos autores e das
publicacbes conforme a NBR 6023 da ABNT (Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas), com adaptacdes para a revista Acta Tecnoldgica. Digita-las em espaco
simples, alinhamento justificado sem recuo. Em obras com dois e trés autores,
mencionam-se 0s autores separados por virgula e, naquelas com mais de trés autores, 0s
trés primeiros vém seguidos de et al. As iniciais dos autores ndo podem conter espagos.

O termo et al. ndo deve ser italizado nem precedido de virgula.

Livro de um so autor
BENJAMIM,W. Rua de mao Unica .S8o Paulo: Brasiliense, 1986. 85p.
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Van SOEST, P.J. Nutritional ecology of the ruminant. 2.ed. Ithaca: Cornell
University Press, 1994. 476p.

Livro de dois autores

SANTOS, L.; CAMARGO, R. A floresta negra. Campinas: Polux, 1997. 124 p.

Livro de trés autores

NORTON, P.;  AIKEN, P.A.;  WILTON, R.B.A biblia do
programador. Tradugéo de Geraldo Costa Filho. Rio de Janeiro: Campos,1994. 245p.

Livro de mais de trés autores

CASTEL, M.P.; SARTORI, L.; BENTO, M. et al. Novas perspectivas criticas
em educacéo. Porto Alegre: Arte medicas,1996. 102p.

Capitulos de Livros
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