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RESUMO

Nas ultimas trés décadas, a busca por combustiveis alternativos e renovaveis teve
maior evidéncia no cenario mundial, devido as crescentes preocupacfes ambientais e
com a perspectiva de esgotamento de fontes energéticas de origem fossil. A producéo
de biomassa de micro-organismos tem sido sugerida como adequada para a
conversdo em energia. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
biotecnolégico de amostras de Aspergillus spp. isolados da Caatinga através da
selecao entre dez amostras do género, sendo Aspergillus niger (3) A. flavus (3), e A.
parasiticus (4). Foram realizadas extracdes dos lipideos totais e a amostra com
melhor percentual realizou-se a cinética de crescimento, caracterizagdo dos &cidos
graxos e atividade antioxidante da amostra selecionada. As amostras foram cultivadas
em meio sintético Czapek liquido, e em meio alternativo (milhocina e melago de cana-
de- agucar), utilizando o planejamento fatorial completo 2°. Os lipideos totais foram
extraidos utilizando combinag@o binaria de cloroférmio e metanol. Foram obtidas
quantidades de lipideos totais acima de 20% em ambos meios de -cultura,
caracterizando o género Aspergillus como oleaginoso. Os resultados indicaram que o
Aspergillus parasiticus UCP 1182, obteve uma producédo de 2,03 g/L de biomassa e
uma producdo de 44,2% de lipideos totais em Meio Czapek, enquanto na producdo
em meio alternativo (melaco de cana-de acucar e Milhocina) obteve no ensaio (8)
2,83g de biomassa em 48,9% de lipideos totais. O perfil dos acidos graxos cultivado
em meio Czapek indicou a presenca de acido graxos linoléico (36,54%) e oleico
(33,95%). E no meio alternativo o composto favoreceu a producdo do acido graxo
linolénico (28,66%) e &cido linoléico (40%). Na atividade oxidante do A. parasiticus
calculada em regressao linear, obteve o EC50 de 4,06774 ug/mL do extrato lipidico.
Assim, os resultados obtidos com Aspergillus parasiticus UCP 1182, sugerem como
fonte de lipideos importantes para seu emprego em processos biotecnolégico, como

aplicacdo em biocombustiveis e farmacos.

Palavras-Chaves: Residuos agroindustriais, lipideos, melago de cana de agucar,

milhocina, fungo oleaginoso, combustivel de 22 geracao.
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ABSTRACT

In the last three decades, the search for alternative and renewable fuels had greater
evidence on the world stage, due to growing environmental concerns and the prospect
of depletion of fossil energy sources. The biomass of microorganisms has been
suggested as suitable for conversion to energy. This study aimed to assess the
biotechnological potential of Aspergillus spp. isolated from Caatinga through the
selection of ten genre samples, Aspergillus niger (3), A. flavus (3), and A. parasiticus
(4). Of total lipid extractions were performed and the sample with better percentage
held the growth kinetics, characterization of fatty acids and antioxidant activity of
selected sample. Samples were grown in synthetic medium Czapek liquid, and
reciprocating means (molasses and corn steep liquor sugarcane), using the complete
factorial design 23. The total lipids were extracted using binary combination of
chloroform and methanol. Total lipid amounts were obtained over 20% in both culture
media, featuring the genus Aspergillus as oleaginous. The results indicated that the
Aspergillus parasiticus CPU 1132, an output obtained from 2.03 g / L of biomass
production and a 44.2% total lipids in Medium Czapek while in alternative production
medium (sugar cane molasses and corn steep liquor) obtained in the trial (8) 2,83g
biomass to 48.9% of total lipids. The fatty acid profile grown in Czapek medium
indicated the presence of acid g [[

raxos linoleic (36.54%) and oleic (33.95%). And alternative way to favor the production
of the compound linolenic acid (28.66%) and linoleic acid (40%). In oxidant activity of
Aspergillus parasiticus, calculated in linear regression, got the EC50 4.06774 mg / mL
of lipid extract. This the results obtained from Aspergillus parasiticus CPU 1182,
suggest important as a source of lipids for its use in biotechnological processes such
as application and biofuels drugs.

Keywords: Agro-industrial residues, lipids, sugar cane molasses, corn steep liquor,

oleaginous fungus, 2nd generation fuel.
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo com o meio ambiente aliada a necessidade de crescimento
econdmico incessante, torna inadiavel o desenvolvimento sustentavel, as inovacdes
tecnoldgicas e a utilizacdo cada vez maior de energias renovaveis, procurando
articular, de forma equilibrada, o crescimento econémico com a equidade social e a
protecdo ambiental, substituindo principalmente os combustiveis de origem féssil, os
quais, quando queimados, liberam gases causadores de efeito estufa, as maiores
fontes de emissao de poluentes causadores do aquecimento global (MENDONCA,
2007, PIVOTO et al., 2011; PRETO, 2012; PELA, 2014; AQUINO et al. 2014;
ARAUJO RAMOS, 2015; ZUNIGA et al.2015).

Considerando que o Brasil tem um imenso potencial usufruindo de uma
diversidade de opcdes de matérias-primas para producdo de biocombustiveis
derivados de biomassa renovavel, neste caso 0s micro-organismos oleaginosos, 0s
quais possuem a capacidade de produzir mais de 20% de seu peso em Oleos
unicelulares compostos triacilgliceréis, que contém acidos graxos como o acido
palmitico, esteédrico e oleico que sdo bem adequados para aplicacdo do biodiesel
(KOSA; RAGAUSKAS, 2011; MENDES et al. 2014 ).

7z

A conversdao de energia quimica da biomassa, em energia util, é
considerado um processo limpo de producdo de energia, sendo uma fonte
energética tratada como natural, que produz espontaneamente, pela natureza, sem
nenhuma intervengdo humana ndo provocando impactos ambientais (BUCKLEY;
PAREDE, 2006; FERNANDEZ, 2009; LIANG; JIANG, 2013; AQUINO et al.2014).

O estudo de micro-organismos para a producao de lipideos tem se tornado
uma alternativa para a substituicdo de fontes convencionais de 0Oleos e gorduras.
Uma vez que estes lipideos apresentam composicao semelhante aos Oleos vegetais,
poderiam ser empregados para fins alimentares, na producdo de compostos
especificos, como produtos farmacéuticos, combustiveis alternativos como matéria-
prima para o biodiesel, sendo fontes facilmente renovaveis e reprodutiveis quando
comparadas com outras fontes naturais como plantas e animais (CELLIGOI, 1993;
PEREIRA et al.2012; GOMES et a. 2013; SPECIAN et al.2014, ABREU et al. 2015;
ALVIM et al. 2015).
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Atualmente sé@o crescentes 0s estudos que objetivam a obtenc¢éo de lipideos
em micro-organismos sob algumas condi¢cdes de cultivo especial em bioprocessos
sélidos ou submersos, com o objetivo de producdo de biocompostos aplicaveis em
inumeros setores industriais (LIANG; JIANG, 2013; ZEN et al., 2014; MUNIRAJ et al.,
2015).

O emprego de residuos agroindustriais, como substratos fermentesciveis é
uma alternativa para minimizar o problema de altos custos para aquisicdo de
bioprodutos de origem microbiano, e que também colaboram com praticas
biotecnolégicas mais sustentaveis (ALVIRA et al., 2010; MURUGAN et al., 2011,
DANIELS, 2013; RODRIGUES et al., 2014).

Neste contexto, busca-se, ampliar e estimular o consumo das energias
alternativas, o biodiesel proveniente do Aspergillus spp. traduzindo-se num
incontestavel fator para o desenvolvimento, principalmente objetivando a
preservacdo e a conservacao do meio ambiente, empregando residuos
agroindustriais, melaco de cana de acucar e milhocina, com a finalidade de obter
fonte lipidica de baixo custo com propriedades favoraveis para a producdo de
energia e bioprodutos, minimizando os custos de producgdo, possibilitando a
ampliacdo do processo no futuro.

A milhocina é um subproduto gerado durante o processo de maceracdo do
milho, considerada uma excelente fonte de carbono e/ou nitrogénio para 0s micro-
organismos por conter em sua composicdo aminodacidos, vitaminas e sais minerais e
outros nutrientes. A utilizacao de fonte de nitrogénio para o crescimento microbiano
e producdo de metabdlitos torna-se essencial, pois esta intimamente relacionado ao
metabolismo dos micro-organismos (SILVEIRA, 2001; AMARAL 2010; DANIELS
2013; SANTOS et al., 2014).

O melaco de cana-de-acgucar tem sido alvo de varios estudos na producao de
biomoléculas energéticas, considerando a importancia da fonte de carbono utilizada,
na aplicacdo de subprodutos agroindustriais (CAZETTA; CELLIGOI, 2005.
OLIVEIRA et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o potencial de micro-organismos do género Aspergillus isolados da
regido do semi-arido do estado de Pernambuco, como recurso natural renovavel de

energia através da produgdo de biomassa microbiana.

2.2 Objetivos Especificos

v |dentificar amostras de fungos do género Aspergillus, isolados da regiao do
semi-arido do estado de Pernambuco, produtores de lipideos através da coloracéo
Sudan Black;

v Selecionar amostras com elevados percentuais cumulativas de biomassa e

lipideos em meio de cultivo tradicional;

v/ Utilizar meios de producdo empregando residuos agroindustriais,
(milhocina e melagco de cana-de-aglucar) como substratos alternativos de baixo

custo, para producéo de biomassa e lipideos totais;

v' Realizar estudo cinético da melhor condi¢cdo produtora de lipideos em

meios alternativos;

v’ Estudar a influéncia de fatores: pH, substratos agroindustriais e extracao de
lipideos totais, utilizando planejamento fatorial 2° na producdo da biomassa e

acumulacao de lipideos;

v/ Realizar a caracterizacdo dos acidos graxos através de cromatografia

gasosa,

v Verificar a atividade oxidante do Aspergillus spp. melhor produtor de

lipideos totais.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Biomassa: Fonte de energia renovavel

A energia detém desde a antiguidade, um papel fundamental no
desenvolvimento social e econdmico da humanidade. Esse recurso proporciona
conforto pessoal, mobilidade e riqueza, a nivel industrial e comercial (EEA, 2008).
Nos ultimos anos, esta se tornando um poderoso vetor de dinamismo da economia
mundial, como base da inovacéo no século XXI. A evolucdo dos conhecimentos em
biologia contribui para maior utilizagdo da biomassa, seja na preparagéo e producao
de matérias-primas, nas tecnologias de conversdao e mesmo na obtencdo de novos
produtos, uma delas a obtencao energia (COUTINHO, 2011; LIANG; JIANG, 2013;
ALVIM, 2015).

A bioenergia é uma das mais promissoras fontes de energias alternativas
renovaveis passiveis de ser inserida na matriz energética mundial e direcionada a
compatibilizacdo da expanséo da oferta de energia com a mitigacdo das alteracdes
climaticas, isto se deve a sua maturidade tecnoldgica de geracdo, possibilidade de
exploracdo e desenvolvimento em abundancia, além de maior competitividade em
comparacao as demais fontes alternativas de energia (XIA et al., 2011; SILVA, 2013;
GARAY; BOUND-MILLS; GERMAN, 2014).

Chama-se biomassa a esta forma de energia transformada e armazenada de
forma infinita e sem perdas, capaz de ser convertida em combustiveis gasosos,
liquidos e sélidos por meio de tecnologias conhecidas. Definida do ponto de vista da
geracdo de energia, como todo recurso renovavel oriundo de organismos vivos
(matéria organica animal, vegetal e de micro-organismos), que pode ser convertido
em combustivel ou utilizado na producédo de energia (LEITE; LEAL, 2007; GRISOLLI;
COELHO; MATAI, 2010; PRIBERAM, 2013; MUNIRAJ et al., 2015).

Os avancgos recentes na genética, biotecnologia, quimica de processos, e de
engenharia estdo transformando os conceitos e a conversdo de biomassa renovavel
para combustiveis (DEY; BANERJEE; MAIT, 2011; SOUZA, 2014; JESUS, 2014).

Sao consideradas abordagens estratégicas no esforco da eficiéncia

energética e de sustentar o fornecimento de energia limpa a questdo de exploracéo
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e implantacdo que consistem em tipos de energias de fontes ndo fésseis renovaveis
que tem potencial para producdo de energia, incluindo a edlica, solar, geotérmica,
hidrotérmica energia dos oceanos, energia hidrelétrica, biogas (por exemplo, gas de
aterro e tratamento de aguas residuais de plantas de biogas) e biomassa, a
biomassa é unica fonte de energia renovavel que pode ser usado para produzir
combustiveis liquidos (YUCHENG; PAWLOWSKI 2012).

A biomassa pode ser considerada como a fonte de energia renovavel mais
popular, por estar disponivel de forma abundante e tecnicamente flexivel. Por estas
razdes, a energia a partir da biomassa, em especial na forma de 6leo, tem recebido
crescente interesse ao redor do mundo (YUCHENG; PAWLOWSKI 2012).

As energias alternativas menos poluentes e renovaveis tém sido apontadas
como uma das solu¢des para mitigar problemas energéticos, pois a producdo do
século XX foi dominada por combustiveis fosseis, que representavam ainda no inicio
do século XXI, cerca de 80% de toda energia produzida no mundo (GOLDENBERG,
2009). O uso de biomassa (fracdo biodegradavel de produtos biogénicos, como
plantas e os seus residuo ou micro-organismos) para energia € defendida por
pesquisadores pois é facilmente disponivel enquanto os combustiveis fésseis como
0 petréleo, carvao ou gas natural, que levam milhdes de anos para se formar na
Terra e sao finitos, sujeitos a esgotamento devido alto consumo (YUCHENG,
PAWLOWSKI 2012; REIS, 2012).

E reconhecido que o recurso a biomassa é uma medida fundamental do ponto
de vista dos beneficios ambientais esperados, em particular na reducdo das
emissOes de gases, com efeito, estufa (GEE), devido as suas multiplas aplicacdes:
producdo de eletricidade, de calor e de biocombustiveis. (RAFAEL, 2012). Como
grande exemplo o biodiesel, um biocombustivel derivado de biomassa renovavel,
para uso em motores a combustdo interna com ignicdo por compressao ou,
conforme regulamento para geracédo de outro tipo de energia, que possa substituir
parcial ou totalmente combustiveis de origem fossil (ANP, 2011). Tornando-se uma

alternativa de energia sustentavel.

Embora a matriz energética mundial ainda seja muito baseada no petroleo e

seus derivados existem uma tendéncia e um mercado crescente para bioenergia, a
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energia obtida a partir de biomassa em especial na forma de o6leo, tem recebido
crescente interesse ao redor do mundo (OCTAVIANO, 2011; YUCHENG;
PAWLOWSKI, 2012; MUNIRAJ et al., 2015).

Frente atual situacdo das condicOes finitas e poluicdo através de fontes
fésseis, o Brasil tem concentrado seus esfor¢os para substituir o petrdleo através de
pesquisas de algumas fontes substitutivas (SILVEIRA, 2012).

Neste contexto podemos distinguir algumas fontes de energia com potencial
energético consideravel de biomassa tais como: a madeira e matérias-primas
derivados de Oleos vegetais tais como: soja, mamona, canola, girassol, amendoim e
entre outros e as de origem animal, obtidas do sebo bovino, suinos, aves, além de
Oleos utilizados em frituras, sdo usados na producdo de biodiesel (DELATORRE et
al., 2011). E dentro do amplo aspecto compreendido pelos recursos renovaveis esta
a categoria formada pela biomassa residual, com o uso de residuos agricolas,
residuos municipais sélidos, residuos de producdo alimentar (MARQUES, 2007,
(FAHD, et al., 2012; SANTOS, 2013; DANIELS, 2013).

Tratando-se de uma matéria-prima diferenciada frente as demais, a biomassa
residual relne trés caracteristicas e questdes importantes acerca do uso da
biomassa: (1) ndo compete com a producdo de alimentos nem complementos
alimenticios; (2) possui baixo custo de obtencdo, uma vez que nao exige esforcos
adicionais de producdo - esta ja € intrinseca a um processo pré-existente; (3)
qualquer oportunidade de utilizagdo como matéria-prima endereca a questdo da

disposicao dos residuos de producéo (FAHD et al., 2012).

De todas as opcdes disponiveis, o etanol da cana-de-aclUcar € 0 maior
sucesso comercial dos combustiveis de biomassa em producéo desde a década de
70 até a atualidade. O etanol da cana-de-agucar possui balangco energético positivo
e tem sido beneficiado pelo apoio de politicas governamentais em varios paises
(GOLDENBERG, 2009), despontando como uma alternativa ao uso do combustivel
féssil, constituindo uma realidade no quadro energético mundial e, em especial, no
panorama brasileiro (BRAGA; BRAGA, 2012).
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O Brasil € um pais de destaque na utilizacdo de biomassa desde 1920,
quando comecou a utilizar o alcool como combustivel. Desde entdo, vem ganhando
destaque no que diz respeito a utilizacdo da biomassa, com a utilizacdo do bagaco
de cana-de-acucar, madeira de reflorestamento, residuos florestais entre outros. A
reciclagem de residuos agricolas e agroindustriais vem ganhando espaco cada vez
maior, ndo simplesmente por apresentarem matérias primas de baixo custo, mas,
principalmente, porque os efeitos da degradacdo ambiental decorrente de atividades
industriais e urbanas estdo atingindo niveis cada vez mais alarmantes.
(DELATORRE et al., 2011).

Porém cada regido do pais possuem as espécies oleaginosas, permitindo a
realizacdo de pesquisas relacionada ao seu potencial para producdo de biodiesel.
Na tabela 1, esta representada exemplos de diferentes tipos de oleaginosas do
Brasil com potencial na aplicacdo para biodiesel (ZHANG et al., 2003; LI, 2006;
PUTTI et al., 2012).

O Brasil tem todas as condi¢cdes para se tornar um grande produtor de
biodiesel, possui grande potencial para producdo de biomassa para fins energéticos.
A mamona, o dendé, a soja, entre outras, podem ser abundantes fontes de energia e
de inclusao social (LIMA, 2004).

Tabela 1. Distribuicdo da biomassa vegetal oleaginoso, utilizados na producéo de Biodiesel.

Regido Oleos vegetais
Norte Dendé, babacu e soja
Nordeste Babacu, soja, mamona, dendé, algodao e coco
Centro-oeste Soja, mamona, algodao, girassol, dendé e gordura animal.
Sudeste Soja mamona, algodéo, girassol.
Sul Soja, milho, canola, girassol e algodao.

Fonte: DELATTORRE, 2011.

E mais recentemente pesquisas, tem demonstrado o potencial biotecnolégico
dos micro-organismos oleaginosos, como fonte de energia em muitas partes do
mundo (MARQUES, 2007; SANTOS, 2013, LIANG, JIANG, 2013). O processo de
obtencdo de energia a partir de biomassa fungica se baseia na capacidade que os

micro-organismos tém de converter a energia quimica da biomassa em energia util,
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além disso, esse tipo de energia ndo provoca impactos ambientais negativos e nem

envolve a producao de materiais perigosos (MOREIRA et al., 2014).

Estudos tém sugerido que a biomassa de micro-organismos como leveduras,
bactérias e microalgas e fungos filamentosos, podem tornar-se potenciais matérias
primas oleaginosas para producdo de biodiesel no futuro, um grande passo para o
desenvolvimento da conversao de energia através da biomassa (DEY, BANERJEE,
MAIT, 2011; LIANG; JIANG, 2013; MUNIRAJ et al., 2015).

O uso de combustiveis derivados da biomassa tem sido apontado como uma
alternativa técnica capaz de minimizar estes problemas. Esta massa constitui uma
importante reserva de energia, pois € constituida essencialmente por hidratos de
carbono, representando um recurso de carbono neutro renovavel para producdo de
bioenergia e biomateriais (MACHADO, 2010; RAMOS et al., 2011).

As tecnologias de conversdo de biomassa para formas utilizaveis
comercialmente, variam em termos de escala, qualidade do combustivel, tipo de
biomassa e custo (GOLDEMBERG, 2009).

3.2 Biocombustiveis: energia alternativa e sustentavel

A sociedade contemporanea estabeleceu o seu desenvolvimento econémico
baseado na utilizacdo intensiva de fontes energéticas de origem fossil, modelo de
desenvolvimento econdmico e social, adotados por inimeros paises, fato este que
vem expondo a populagdo mundial aos reflexos catastroficos de uma exploragéo
desordenada e insustentavel do ambiente. Com isso sabemos que se mantivermos o
ritmo de exploracdo ainda temos por alguns anos petréleo suficiente para nosso
consumo. Porém, quando esta exploracdo atingir 0 seu maximo, um processo de
declinio na producéo sera inevitavel, e com isso a utilizacdo de outros combustiveis
se far4 necessaria, buscando fontes alternativas e renovaveis de energia, as
chamadas energias limpas (DELATORRE et al., 2011; SILVA et al., 2013 ZUNIGA et
al., 2015).

Ao longo dos anos tem sido notéria uma crescente alteracdo do estado

natural do clima, fomentada por um crescente incremento das emissdes de diversos
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gases que potenciam o efeito de estufa. O consumo de combustiveis fosseis
contribui em larga escala para o incremento das emissdes de dioxido de carbono na
atmosfera, como resultado do processo de conversdo energética, a combustao.
Neste processo sdo ainda libertados poluentes atmosféricos como o diéxido de
enxofre (SO,), e as particulas (PM10) que sado tipo de particulas inalaveis, de
didametro inferior a 10 micrémetros, bem como o metano (CH,), o 6xido nitroso (N,O)
e 0s compostos halogenados (EEA, 2008, 2011; PEREIRA et al., 2014).

A preocupacdo ambiental tem sido o ponto central de grandes discussdes ao
redor do mundo, principalmente no que diz respeito as emissdes de poluentes e ao
desequilibrio nos ciclos, como o do carbono e o do enxofre na atmosfera, causadas
pelos combustiveis fésseis. (LEITE,LEAL 2007; DELATORRE et al., 2011,
ALMEIDA, AZEITEIRO, 2014 ).

Em estudos realizados pelo plano Nacional de Agroenergia da Embrapa
(2011), a crise € uma questdo “global” considerando que as reservas de
combustiveis fésseis estdo diminuindo gradualmente, e nos defrontamos com a
necessidade de alterar substancialmente a matriz energética, intensificando o
investimento e o uso de energia a partir de fontes alternativas, preferencialmente
renovaveis. Neste contexto o Desenvolvimento Sustentdvel surge como um novo
paradigma, dentro de uma viséo holistica que tem como sustentaculo trés principais
dimensdes: o social, 0 ambiental e 0 econdmico. E o desafio esta na mudanca da
relacdo social com o meio ambiente. Para isso, € necessaria uma mudanca de
valores, fundamentada na valorizacdo da diversidade cultural e étnica, uma nova
maneira de pensar e agir comprometida acima de tudo com o “outro” e que exige
transformacao nas a¢fes antropicas locais que vao interferir em dimensées globais.

(LEFF, 2001; SEBRAE, 2009; MACHADO, 2010).

Durante a década de 70, para fazer face as crescentes despesas com a conta
do petréleo, o Brasil, ao invés de realizar um ajuste estrutural, recorreu ao
endividamento externo, entdo barato e abundante. O desequilibrio resultante
perpetuou-se na década uma grave crise do petrdleo, a economia das grandes
nacodes foi atingida por um aumento de 400% do petréleo, clima de perplexidade, um
marco na historia do século XX e teve um papel central para a detonacdo de um

colapso econbmico mundial. A partir desse momento, 0 mundo passou a refletir
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sobre a questdo energética e medidas foram adotadas por diversos paises para
conter a dependéncia da importacdo do petrdleo (MARTINS FILHO, 1996;

PEREIRA, 2008), ocasionando assim uma série de mudangas econdémicas e sociais.

Entre os anos de 1975 e 1989, foi um momento em que muitos paises
impulsionaram a pesquisa e o desenvolvimento de fontes alternativas de energia,
desenvolvendo programas para obtencdo de combustiveis a partir de biomassa, o
Pré-alcool e o Pré-0leo, favorecendo a qualidade do meio ambiente com a reducéo
de emissdes de SO,, CO,. O etanol vem sendo usado como combustivel no Brasil
desde os anos 1920, mas foi somente com o advento do Proélcool, em novembro de
1975, que seu papel ficou claramente definido a longo prazo, permitindo que o setor
privado investisse macicamente no aumento de producdo. Os biocombustiveis em
uso comercial no mundo s&o o etanol e o biodiesel (LEITE; LEAL, 2007; ALVES,
2012; SILVEIRA, 2012).

Surgindo assim, os biocombustiveis, fontes de energias renovaveis, derivados
de produtos agricolas como a cana-de-acUcar, plantas oleaginosas, biomassa
florestal e outras fontes de matéria organica. Tornando maior visibilidade o uso de
biocombustiveis, pois proporciona um alto ganho ambiental para o planeta, porque
contribui com a diminuicdo da poluicdo proveniente do efeito estufa além de ser uma
fonte limpa e renovavel de energia que gera emprego e renda, contribuindo assim
com a incluséo social (ALVES, 2012).

Em 2004 foi langcado o Programa Nacional de Producéo e uso do Biodiesel
(PNPB), que visa estimular a producao viavel de biocombustiveis, a introducdo dos
biocombustiveis derivados de 6leos e gorduras na matriz energética brasileira pela
Lei 11.097, de 13 de janeiro de 2005. Com esta Lei, estava previsto o uso opcional
de mistura de 2 % de biocombustivel ao diesel de petréleo chamado de B2. Em
2008 o uso de do B2 tornou-se obrigatorio nos postos de todo o pais, € no mesmo
ano comecou a utilizacdo de 3 % em volume na mistura com o diesel, chamado de
B3. Em 2010 passou-se para 5 % de biodiesel na mistura com o diesel (B5), mistura

esta que continua em vigor no Brasil (ANP, 2011).

Bem como o Brasil tem também potencial para produzir o etanol de segunda

geracdo feito através do bagaco da cana-de-acUcar em larga escala, pois ha
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matéria-prima em abundancia com fécil acessibilidade, sendo capaz de competir
com outros paises (UNICA, 2013; ARAUJO et al., 2014).

O biodiesel compde, junto com o etanol, importante oferta para o segmento
de combustiveis. Ambos sdo denominados de biocombustiveis por serem derivados
de biomassa (matéria organica de origem vegetal ou animal que pode ser utilizada
para a producdo de energia), contendo, no entanto, menos compostos poluentes,

além de serem sustentaveis (MENDES et al., 2014).

A figura 1, reporta a evolucdo dos biocombustiveis no Brasil, trazendo consigo
uma reflexdo a cerca das crises referentes ao uso do petrdleo, assim como, ao

advento da producéo e de politicas favoraveis aos biocombustiveis.

Figura 1. A evolucdo dos biocombustiveis no Brasil

Abril 2011 - ANP passa a regular e fiscalizar a producdo de etanol, agora
considerado um combustivel. Percentual na gasolina pode ir de 18% a 25%
@ é determinado pelo govemo
Janerio 2010 - Vigénca do BS
Abril 2008 - Consumo do etanol se equipara ao da gasolina
2008 - Inicio da obrigatoriedade do B2
. 2007 - Terceiro choque do petroleo
2005 - £ langado o programa nacional de Biodiesel
2003 - Lancamento dos camros bicombustiveis
1990's - Etancl passa a representar de 20% a 25% da gasclina
1989 - Pregos do petrdleo caem e gasolina se equipara ao etanol
1985 - Percentual de etanol adicionado a gasolina chega a 22%
1983 - Carros a etanol representam 90% do total de vendas
I 1980 - Segundo choque do petroleo
1979 - Adiglio de 15% de etanol a gasolina
1977 - Adigdio de 4.5% de etanol a gasolina
1974 - Brasil cna o Proalcool

B 1973 - Primeiro choque do petrdleo

Fonte: Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis, 2011.
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A utilizacdo de biodiesel € uma alternativa aos combustiveis convencionais,
pois possui propriedades fisico-quimicas e térmicas semelhantes as do
gasoleo/Biodiesel. O biodiesel pode ser utilizado diretamente em motores diesel,
desde que os materiais das juntas, vedacdes e tubagens sejam compativeis, ou em
mistura com o gasoéleo em proporc¢des que podem ir até 20% sem necessidade de
qualquer alteragcdo no motor (PRETO, 2012 ; LIANG, JIANG, 2013).

Desde 1° de janeiro de 2010, o 6leo diesel comercializado em todo o Brasil
contém 5% de biodiesel. Esta regra foi estabelecida pela Resolucdo n. 6/2009 do
Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE), que aumentou de 4% para 5% o
percentual obrigatorio de mistura de biodiesel ao 6leo diesel. Estima-se que se
atingird também o B100, como hoje acontece com o E100, nos automdveis de
combustivel duplo (Flexible-Fuel Vehicle — FFV) (ITURRA, 2007).

A substituicdo do uso de uma parte do petroleo por biocombustiveis,
preferencialmente, o biodiesel, o bio-6leo e etanol, se tornou “peca-chave” para os
paises que dependem do petréleo. Por apresentarem um baixissimo teor de enxofre
e por contribuirem satisfatoriamente com a diminuicdo do estoque de didéxido de
carbono atmosférico, diversos paises estdo produzindo comercialmente estes
biocombustiveis e estimulando o seu desenvolvimento em escala industrial para o

uso em veiculos do ciclo-diesel (ALVES, 2012).

Quando comparado ao Oleo diesel derivado de petrdleo, o biodiesel pode
reduzir em 78% as emissfes de gas carbonico, considerando-se a reabsorcéo pelas
plantas. Além disso, reduz em 90% as emissdes de fumaca e praticamente elimina
as emissdes de Oxido de enxofre. E importante frisar que o biodiesel pode ser usado
em qualguer motor de ciclo diesel, com pouca ou nenhuma necessidade de
adaptacao (LIMA 2004). Inclusive o Brasil pretende consolidar técnicas de producéo
de biocombustiveis incluindo o biodiesel, com dominio de novos processos e fontes

de biomassas nao usadas no consumo humano (FINEP, 2013).

Como politica e estratégia energética, o Brasil procura diversificar as fontes de
energia, buscando fortalecer a participacdo de fontes renovaveis no abastecimento
do mercado interno, como forma de prover seguranca energética de forma

sustentavel (BRASIL, 2006). A matriz energética brasileira est4 representada na
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figura 2, no qual se observa um aumento do uso de energias renovaveis e uma

decrescente queda nos combustiveis fosseis.

Figura 2. Matriz energética brasileira ano de 2010 e 2020 %
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Para o0 nosso pais, € de primeira necessidade o desenvolvimento de novas
tecnologias de producdo de biocombustiveis, jA que o0 mundo vive em um momento
de instabilidade politica que pode diversificar a matriz energética, modificando
substancialmente a producéo de 6leo diesel. A producéo e o uso em larga escala do
biodiesel no pais podem promover ganhos econémicos e sociais, como a geracao de
empregos e a melhoria da qualidade do ar. O biodiesel pode substituir diretamente o
Oleo diesel, sem que seja necessaria qualquer alteracdo nos motores do ciclo diesel
atuais (ALVES, 2012).

A Industria de biodiesel tem sido fortemente restringida pela escassez de
material lipidico, fornecimento de matéria-prima e a busca de novos recursos de
lipideos é a questédo-chave para a sobrevivéncia da industria de biodiesel. Entre as
varias opcoes, lipideos obtida de biomassa microbiana fornecida uma opcéo
relativamente pratico comparando a outros métodos (KOBLITZ et al., 2006; LIANG,
JIANG, 2013; MUNIRAJ et al., 2015). Pois micro-organismos oleaginosos,
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rapidamente acumulam lipideos intracelulares com titulo elevado em caldo de
fermentacdo (RATLEDGE, WYNN 2002; LIANG, JIANG, 2013; TSURKAN, et al
2015).

A producgdo de biocombustiveis baseada na biomassa fungica surgiu como
uma abordagem importante para permitir a independéncia energética, reduzindo
emissOes de gases do efeito estufa, revitalizando comunidades rurais e melhorando
o desenvolvimento econdémico sustentavel, (XIA et al.,, 2011; GARAY, BOUND-

MILLS, GERMAN, 2014; MUNIRAJ et al., 2015).

3.3 Lipideos

Os lipideos sdo um grupo conhecido como Oleos e gorduras e seus
derivados teve uma importancia impar na histéria da humanidade. Este grupo se
caracteriza por ter como principais componentes acidos graxos e seus derivados.
Essas substancias estdo entre os primeiros insumos naturais que o homem usou
com fins ndo alimentares, tanto na forma natural como a partir de modificacdes
quimicas. Por exemplo, desde a civilizacdo egipcia até o Século XIX os Oleos e
gorduras eram uma das principais fontes de combustiveis liquidos para uso em
sistemas de iluminagéo, como as lamparinas, ou de lubrificantes para engrenagens
mecanicas (RAMALHO; SUAREZ, 2013).

Os lipideos formam um grupo de compostos caracteristicos, que possuem
multiplas funcdes celulares e ocorrem com frequéncia na natureza (ZAHA,
FERREIRA; PASSAGLIA, 2014). Caracteriza-se como um grupo de compostos
sollveis em 4gua e sollveis em solventes organicos. Essa caracteristica molecular
promove as associacdes anfipaticas, a mais importante delas é a tendéncia de os
lipideos formarem micelas e bicamadas, que constituem as membranas biologicas
(ZAHA et al., 2014). Como representa a Figura 3.
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Figura 3. Representacdo esquematica de uma estrutura de lipideos, associacdes
anfipaticas de uma micela.

MICELAS

polos hidrofilos

Fonte:http://Itc.nutes.ufrj.br/toxicologia/mll.digs.htm (2014).

Os lipideos séo substancias hidrofébicas, ou seja, insolUveis ou reduzida
solubilidade em &gua que desempenham grande variedade de funcdes celulares.
Eles sdo compostos principalmente de substancias nao polares (triglicerideos,
diglicerideos, monoglicerideos e esterodis) e compostos polares (acidos graxos livres,
fosfolipidios e esfingolipidios) que se ligam covalentemente aos carboidratos e
proteinas para formar glicolipidios e lipoproteinas, respectivamente. Os exemplos
mais conhecidos de lipideos sao os acidos graxos e seus derivados: esterdis, ceras
e carotenoides (Figura 4). Tem comum a solubilidade em solventes organicos:
hexano, benzeno, cloroférmio ou metanol. Devido sua natureza apolar
apresentando, maior solubilidade em solventes organicos, como cloroférmio,
metanol, hexano, benzeno (LEHNINGER et al., 2006; NELSON; COX, 2009).

Figura 4. Alguns exemplos de compostos da classe dos lipideos (a) Carotenoides;
(b) Esterol; (C) acido graxo; (d) cera.
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Fonte: RAMALHO; SUAREZ (2013
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Os lipideos polares sdo denominados como anfipaticos, por apresentar
dominios hidrofobicos né&o interagindo com a agua e dominios hidrofilica, que
interage com a agua. Sao basicamente constituidos por acidos graxos que
correspondem a uma cadeia carbdnica apolar e um grupo carboxila polar, sendo
representados pela formula geral RCOOH, podendo possuir de 4 a 36 atomos de
carbonos e nenhuma ramificacdo. Os acidos graxos diferem entre si pelo nUmero de
carbonos da cadeia e também pelo nimero de insaturacdes (figura 5). (CHRISTIE,
1982; MANIRAKIZA, COVACI et al.,, 2001; NELSON et al., 2002; RAMALHO,
SUAREZ, 2013).

Figura 5. Principais acidos graxos presentes em Oleos e gorduras: (i) saturados (a
palmitico com 16 carbonos; b, estearico com 18 carbonos); (ii) insaturados com 18
carbonos (c, oleico com uma ligacéo dupla; d, linoleico com duas ligacdes duplas; e,
linolénico com 3 ligacBes duplas)
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Fonte: RAMALHO; SUAREZ (2013).

As gorduras e o0s 0leos sdo as suas principais formas de armazenamento de
energia em diversos organismos sob a forma de triglicerideos, sendo o estado fisico
a principal diferenca entre os dois: as gorduras sao sélidas a temperatura ambiente,
enguanto os 06leos sao liqguidos (NELSON; COX. 2009).

Assim como outros insumos derivados da biomassa, o uso ndo comestivel de
Oleos e gorduras sofreu uma forte concorréncia durante o Século XX com os
derivados do petréleo, tendo permanecido competitivo em um grupo restrito de
produtos industriais. No entanto, o crescimento da consciéncia do grande impacto
advindo do uso de derivados de petréleo, além do declinio das reservas
internacionais desse bem mineral que provocou uma alta sem precedentes no seu
preco, trouxe os 6leos e gorduras novamente como matérias primas para industria

no final do Século XX. Assim, conhecer estes insumos e 0S processos de
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transformacdo nos quais sdo usados como matéria prima € atualmente de
importancia estratégica os aspectos quimicos dos 6leos e gorduras quanto o0s
processos industriais de extracéo e purificacdo (RAMALHO, SUAREZ, 2013).

3.4 Bioma Caatinga

O Nordeste do Brasil tem a maior parte de seu territorio ocupado por uma
vegetacdo xerdfila, ou seja, vegetacdo adaptada a um meio com pouca umidade,
com plantas que suportam a escassez de agua, possui uma fisionomia e floristica
variada. O nome Caatinga é de origem tupi-guarani, que tem em seu significado caa
= mata, tinga = branca, relacionado ao fato de que a vegetacédo, durante a estiagem
se apresentam desfolhadas ou secas, e seu aspecto € esbranquicado (MACHADO,
2013).

E um bioma exclusivamente brasileiro, situado entre os biomas da mata
Atlantica e Cerrado, abrangendo uma &rea de 836.411,23 km? dos quais 81,141 km?
situam-se em Pernambuco (GARIGLIO et al., 2010). Fitogeograficamente, a
Caatinga ocupa cerca de 11% do territorio nacional, se estende pela totalidade do
estado do Ceara (100%) e mais de metade da Bahia (54%), da Paraiba (92%), de
Pernambuco (81%), do Piaui (63%) e do Rio Grande do Norte (95%), quase metade
de Alagoas (48%) e Sergipe (49%), além de pequenas porcdes de Minas Gerais
(2%) e do Maranhao (1%) (IBGE, 2010) . Representado na Figura 6.

Figura 6. Mapa do bioma caatinga e seus respectivos estados
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Segundo DRUMONT et al.,(2000), a altitude da regido varia de 0- 600m, e ao
se analisar os recursos hidricos, aproximadamente 50% das terras recobertas com a
caatinga sao de origem sedimentar, ricas em aguas subterraneas. Os rios, em sua
maioria, sao intermitentes e os volume de agua, em geral, é limitado, sendo
insuficiente para a irrigacdo, a precipitacdo média de 250 a 1000mm e déficit hidrico
elevado durante todo o ano, esta concentrado num tipo de clima semiarido regional,
muito quente e sazonalmente seco. A temperatura do bioma varia de 24 a 28°C, com
temperatura média de 26°C, onde vivem micro-organismos com comportamento e

adaptacdes especificas do local.

A Caatinga foi reconhecida como uma das 37 grandes regifes naturais do
planeta, conforme estudo coordenado pela Conservacdo Internacional. Grandes
regides naturais sdo ecossistemas que abrigam pelo menos 70% de sua cobertura
vegetal original preocupam &reas superiores a 100.000 km? e, desta formagéo

considerada estratégicas no contexto das grandes mudancas globais (GIL, 2002).

A quantidade de micro-organismos encontrados tanto no solo, agua em
plantas e animais da Caatinga € muito variado, entre eles estao bactérias e fungos,
cujo muitos deles o cultivo em laboratério ndo € possivel somente no habitat natural.
Por exemplo, ha espécies de fungos anamorfos, conhecidos como hifomicetos
aguaticos tais como, Thozetella submersa, Campylospora ranzoni, Dendrosporium
lobatum (CAVALCANTI, MILANEZ, 2007; BARBOSA, GUSMAO, 2011; FIUZA,
GUSMAO, 2013). Entre os principais micro-organismos presentes no solo da
Caatinga, encontra-se em destaque o grupo de Ascomicota e Zigomicota, estudos
sobre fungos do solo incluindo um elevado nimero de espécies do género
Aspergillus e Penicillium (CAVALCANTI, MAIA, 1994; CAVALVANTI et al., 2006;
OLIVEIRA, 2008, COSTA et al.2014)

Devido suas caracteristicas onde ha extremos de temperatura, radiacao solar
intensa e estresse hidrico, propicia a busca de novas substancias bioativas para
diversas aplicacdes biotecnolégicas encontrada em micro-organismos do solo como
utilizacdo de sua biomassa para produgcdo de enzima entre outras aplicagbes. A
Caatinga € considerado ainda intocada quanto a biodiversidade microbiana diante
da diversidade de ecossistemas do Pais e do desconhecimento da propria

biodiversidade do solo, € possivel que muitas espécies sejam extintas antes de
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serem conhecidas e por suas caracteristicas. Porém o bioma € composto por uma
grande variedade de espécies animais e vegetais. Da mesma forma, também é
observada uma grande diversidade de micro-organismos associados a estes
individuos e no solo (MERLIN, 2005; EMBRAPA, 2011; COSTA et al., 2014).

3.5 Micro-organismos oleaginosos

Muitos micro-organismos acumulam corpos lipidicos no citosol, incluindo
microalgas, protozoarios, bactérias, fungos filamentosos e leveduras, sendo micro-
organismos utilizados para a producdo de lipideos, considerados oleaginosos,
devido a producdo de 20% de sua biomassa em lipideos e podendo chegar a
capacidade de acumular até 70% em Oleos unicelulares, esses micro-organismos
sdo denominados de oleaginosos e com grande potencial biotecnoldgico durante o
periodo de estresse metabdlico (RATLEDGE, 1996; RATLEDGE, WYNN, 2002;
PAPANIKOLAOU, KMAITIS, AGGELIS, 2004; CAZETTA, 2005; PATNAYAK, SREE,
2005; MURPHY et al., 2005; LI ZHAO; BAI, 2007; LIU, ZHAO, 2007; LI et al., 2012,
ZHENG, et al., 2012; RAMALHO, SUAREZ, 2013; MORA 2014).

Os fungos compdem o grupo microbiano com maior nimero de espécies e
apresentam imensa variedade quanto a morfologia e quanto aos atributos
fisiologicos e bioquimicos (COLEN, 2006; BARBOZA et al., 2010; LIMA et al., 2011;
HARWOOD, 2012).

Os Oleos microbianos proveniente de fungos, comumente denominados
Oleos de células simples (SCO), os quais sao lipideos produzidos por micro-
organismos oleaginosos, tém sido de interesse potencial para varios pesquisadores
nas ultimas décadas devido as suas diversas aplicacGes, propiciando ao homem
explorar algumas linhagens fungicas que apresentam capacidade de produzir
produtos e subprodutos com diversas aplicagdes industriais, como a producao de
enzimas, vitaminas, polissacarideos, polialcoois, pigmentos, lipideos e glicolipideos,
como em aditivos alimentares, farmacéuticos, combustiveis e ingredientes de
alimentos para a aquicultura. Alguns destes produtos sao produzidos
comercialmente, enquanto outros sao potencialmente valiosos para biotecnologia
(RATLEDGE, 1991; RATLEDGE, 2004; SZCZESNA-ANTCZAK, 2006; DEMAIN;
ADRIO, 2008; EMBRAPA, 2012, ZEN et al., 2014).
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Os lipideos principalmente os fungos filamentosos tém a vantagem de
possuir &cidos graxos poli-insaturados (PUFAS) diferentemente dos 6leos de plantas
e de animais que possuem além dos insaturados, os acidos graxos saturados. Suas
taxas de crescimento extremamente altas e em uma variedade enorme de
substratos permitem a utilizacdo de matérias primas baratas ou mesmo a custo zero
na formulacdo de meios de cultura. Muitos micro-organismos oleaginosos pode
acumular lipideos, especialmente trigliceridios (tags), que séo as principais matérias-
primas para a producdo de biodiesel (WELLBAUM, 2006; LIANG; JIANG, 2013;
POLI, 2014).

A producdo de oleo pode ser feita ao longo do ano inteiro, pois ndo ha
dependéncia sazonal ou climatica, curto ciclo de vida, o potencial enzimético dos
micro-organismos permite ainda a producdo simultanea de 6leos e outros produtos
de interesse industrial. A producéo industrial de dleos a partir de micro-organismos
tem vantagens sobre outras fontes de 6leo, pois ndo necessita de grandes
extensdes de terra e de enormes quantidades de agua e sem preocupacoes
ambientais associados a sua producdo (WELLBAUM, 2006; LIANG; JIANG, 2013;
POLI, 2014).

Neste sentido sdo crescentes 0s estudos que objetivam a obtencédo de
lipideos em fungos sob algumas condicdes de cultivo especial em bioprocessos
sélidos ou submersos, com o objetivo de producdo de biocompostos aplicaveis em
inumeros setores industriais (LIMA, 2012; RIBEIRO; NOGUEIRA; BURKERT, 2013;
LOPES et al., 2014; ZEN et al., 2014).

As leveduras Rhodosporidium sp., Rhodotorula sp., Criptococcus sp. e
Lipomyces sp. sdo exemplos de micro-organismos que podem acumular lipideos
intracelulares com percentuais em torno de 70% de sua biomassa. Esses lipideos
consistem de triacilglicerdis, contendo acidos graxos, tais como acido palmitico,
estearico e oleico, acidos, que sdo bem adequados para aplicacdes de biodiesel,
sendo uma das fontes de energia renovaveis mais promissoras, produzido pela
transesterificagdo de lipideos- triglicerideos sugerindo esses micro-organismos
oleaginosos como potenciais alternativos para a producdo de biocombustiveis
(KOSA; RAGAUSKAS, 2011; DEY, BANERJEE; MAIT, 2011).



Rosa- Ledo N. S. Avaliacdo do potencial biotecnoldgico do Aspergillus spp. para producéo... 32

Comumente os triacilglicerideos e seus &cidos graxos compreendem uma
grande fracdo dos lipideos produzidos por fungos. Os &acidos graxos produzidos por
fungos oleaginosos podem abranger até 88% da fracao lipidica. Destacando entre
eles os compostos com dezesseis e dezoito carbonos, que sdo 0s mais abundantes.
Os acidos insaturados tais como: oléico e linoléico imperam sobre os acidos graxos
saturados, diferentemente dos O6leos de plantas e de animais (MOORE-
LANDECKER, 1996; WELLBAUM, 2006; CAMPELO, 2011; LIANG, JIANG, 2013).

Os triacilglicerois sdo a forma de estocagem de lipideos no citoplasma de
muitas células, pois, devido a presenca da cadeia carbonada, servem como
excelente fonte de energia (ZAHA et al., 2014).

A procura por fontes mais eficientes e baratas de processos de producao
nao tradicional de triglicerideos, especialmente aquelas que podem ser operados de
forma continua e sem qualquer condicdo de extensas terras araveis, € essencial,
para uma industria de biodiesel sustentavel. A este respeito, os triglicerideos
microbianos se apresentam como uma matéria-prima alternativa em grande
potencial (CASTANHA, 2012; LIANG; JIANG, 2013).

Devido ao fato dos micro-organismos acumularem lipideos sob condigcédo
especiais de cultivo, vem sendo explorados principalmente quanto a producdo de
alguns lipideos especiais, como &cido docosahexaendico (DHA), acido gama-
linolénico (GLA), acido eicosapentaendico (EPA) e acido araquidénico (ARA) (LI,
DU; LIU, 2008; LIANG, JIANG, 2013).

Durante o processo de crescimento microbiano/acimulo de reservas
lipidicas, o fenbmeno dominante que define a composicado do lipideo intracelular é,
em primeiro passo, o0 processo especifico de incorporacao de &cido graxo dentro das
células microbianas e, em segundo, as mudancas endocelulares dos acidos graxos,

definida pela capacidade enzimética do micro-organismo (CASTANHA, 2012).

A composicao, qualidade e quantidade de lipideos variam de espécie
para espécie de acordo com as condi¢Oes de cultivo, disponibilidade de nutrientes
e com o estagio de crescimento (RATLEDGE, 1996, 2002; MENG et al., 2009
RATLEDGE; WTLKINISON, 1988 apud SILVA, 2011). Alguns micro-organismos
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transformam carboidratos e outros nutrientes, utilizando-se da glicose como
substrato em lipideos que se acumulam no interior das células (THAKUR,
PRAPULLA; KARANTH, 1989; RATLEDGE, 1996, 2002; LI et al., 2012).

A via bioquimica da biossintese de lipideos ndo & muito diferente entre
organismos eucaridticos e ndo difere em fungos oleaginosos e nédo oleaginoso. A
capacidade de acumular quantidades elevadas de lipideos depende principalmente
na regulacdo da via biossintética e o fornecimento dos precursores (como por
exemplo, acetil-CoA, a malonil-CoA, e glicerol-3-fosfato) e o co-factor NADPH.
(KOHLWEIN, 2010; ROSSI et al., 2011) . Representada na Figura 7.

Figura 7. Biossintese lipidica devido excesso de citrato como uma consequéncia da
limitac&o de nitrogénio.
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A formacéo de lipideos comecga durante a fase exponencial tardia e continua
a fase estacionaria. O principal fator que determina o acumulo de lipideos em micro-
organismos é a razao Carbono/ Nitrogénio (C/N), sendo que o excesso de carbono e
condi¢bes limitantes de nitrogénio favorece o processo, sendo assim a limitacdo de

nitrogénio € a condicdo mais eficiente para induzir a lipogénese. O micro-organismo
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esgota rapidamente a fonte de nitrogénio, mas continua assimilar a fonte de
Carbono, levando ao acumulo de triglicerideos. Para que ocorra a sintese de
lipideos é necessario um grande suprimento intracelular de AcetilCoA e de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) (MULDER et al., 1962;
RASCHKE; KNORR, 2009; ROSSI et al., 2011; POLI, 2014).

A extracdo de lipideos de micro-organismos exige a ruptura celular que pode
ser realizada através de processos quimicos, fisicos ou bioquimicos. Um fator
determinante que deve ser levado em consideragdo no processo de extracdo € a
escolha dos solventes. Na maioria dos casos € usada uma mistura de solventes
visando maior eficiéncia de extracao (SILVA, 2011). Dentre os métodos de extracéo
de lipideos utilizados por pesquisadores do mundo inteiro, os mais conhecidos e,
geralmente mais efetivos e com melhor rendimento, sdo os que utilizam a mistura
cloroférmio e metanol. Os métodos FOLCH et al., (1957) e BLIGH; DYER (1959) e
MANOCHA et al., (1980), séo eficazes na extracdo de lipideos totais principalmente
os polares (MANOCHA et al.,1980; BRUM, 2004).

Com a rpida expanséo do biodiesel, 6leos microbianos podem se tornar uma
das matérias-primas lipidicas com potencial para producdo de biodiesel no futuro,
embora muitos trabalhos associados com micro-organismos produzindo oO6leos

necessitam ainda serem realizados (LI; DU; LIU, 2008).

3.6 O género Aspergillus e aplicacéo biotecnolégica

A classificagdo do género Aspergillus tem sido estudada por muitos
taxonomistas onde a primeira descricdo deste género foi feita pelo padre italiano e
bidlogo Pier Antonio Micheli (1729), que ao observar o fungo ao microscépio, se
lembrou da forma de um Aspergillum (um borrifador de agua benta) e nomeou o
género de acordo com o objeto (ESPINEL-INGROFF, 2003). Depois desta primeira
descricdo, muitas espécies foram descritas CHURCH;THOM (1926) foram os
primeiros a revisar o género Aspergillus, aceitando 69 espécies, divididas em 11
grupos, com base em caracteristicas morfologicas. THOM, RAPER (1945), incluiram
77 espécies no género, com 10 variedades em 14 grupos (SILVA, 2009).
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O Aspergillus é um fungo filamentoso saprofito, mesofilico, que compreende
um grupo diversificado, com base em caracteres morfologicos, fisiologicos e
filogenéticos, que impactam significativamente a biotecnologia, a producdo de
alimentos, ambientes internos e a saude humana. As espécies sao encontradas em
varios climas em todo o mundo, sdo fungos capazes de colonizar uma vasta
variedade de substratos. S8o aerobios e encontrados em quase todos os ambientes
ricos em oxigénio, onde geralmente crescem como a superficie de um substrato. Um
grupo que possui centena de espécies que torna interessante em diversos estudos
(PELCZAR et al.,1981; CHALFOUN; BATISTA, 2003; ANDERSEN et al., 2008;
GIONGO et al., 2012; SAMSON et al., 2014; MIDORIKAWA et al., 2014).

O género Aspergillus representa um grupo de ascomicetos, sub-reino
Dikarya, pertencente & ordem Eurotiales, anamorfo , ou seja, caracteriza-se pela
producdo de esporos assexuais (KLICH; PITT, 1988). As espécies pertencentes a
esse género tipicamente produzem um conidiéforo ereto, além de grande producéo
de conidios, é asseptado e com base normalmente em forma de “T” ou “L”,
comumente chamada de “célula pé”, conectada a uma hifa vegetativa conidioforo
estende-se a partir da célula pé e pode continuar a se estender por alguns
milimetros de comprimento até chegar a vesicula, na qual as células conidibgenas
métulas e fidlides sdo formadas. As vesiculas podem ter varias formas
caracteristicas (SAMSON et al., 1995; SILVA, 2009; SANTOS, 2013) (Figura 8).

Figura 8. Estruturas reprodutivas assexuada de Aspergillus parasiticus e conidiéforo,
célula conidiogénica (fialides) e conididsporos (A). Conidiogénese blastica-fialidica.
Conidiésporos A. flavus em processo de germinacgéo e producao de conidioforo (B).

A coloracdo das coldnias é a caracteristica principal macroscoépica para a

diferenciacdo das secbes de Aspergillus. Eles possuem varios tons de verde,
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amarelo, marrom, branco, preto e cinza. Quando cultivadas em meios artificiais,
apresentam crescimento acelerado, inicialmente branco ou amarelo, e

posteriormente passam para marrom ou negro (KLICH, 2002).

A primeira classificagdo realmente util de anamorfo, Dikaryan, foi criado no
final do século XIX, foi com base na morfologia madura. As principais caracteristicas
utilizadas foram: (1) cor, septacédo e forma de conidios; (2) agregacéao conidioforo, ou
a falta dela; (3) a producéo de conidios em estruturas fechadas ou a auséncia de tal
gabinete consequentemente sendo alvo de estudos para reacbes, podendo ser
estudado em fung¢é@o do acumulo intracelular de lipideos (KENDRICK, 2000).

No género Aspergillus algumas espécies sdo capazes de se reproduzir de
forma sexuada- Emericela. Estes estados teleomdrficos ou de reproducao “meidtica”
pertencem a familia Trichomataceae dos Ascomycota e sdo caracterizados pela
formacéo de ascos que contém os ascosporos (KLICH; PITT, 1988; KOZAKIEWICZ,
1989; SAMSON et al., 1995; SAMSON et al., 2014).

Em 2000 estavam descritas 182 espécies pertencentes ao género
Aspergillus (PITT et al., 2000). Segundo Geiser et al. (2007), mais de 40 novas
espécies descritas foram publicadas desde 2000, elevando o numero total das
espécies pertencentes ao género Aspergillus para aproximadamente 250 espécies.
Segundo estes autores, essa classificacdo tem sido feita com base em
caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e moleculares, os quais ressaltam, ainda,
gue o namero continuara a crescer a medida que novas espécies forem descobertas

e novos conceitos atribuidos (SILVA, 2009).

O Aspergillus tem sido objeto de um grande numero de estudos taxondmicos
usando dados de sequéncia de DNA. Muitos desses estudos focados em grupos
especificos (espécies, secdes, subgéneros). Atualmente ha uma lista atualizada para
0 género contendo 339 espécies, onde a classificagéo e identificacdo de Aspergillus
tem sido baseada em caracteristicas fenotipicas e fortemente influenciada pela

caracterizagdo molecular e quimiotaxondémica (SAMSON et al., 2014).

As espécies pertencentes ao género Aspergillus, devido a sua importancia

econbmica, sdo utilizadas em diversos processos nas industrias alimenticia, de
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bebidas, farmacéutica, na producdo de enzimas e sao amplamente utilizadas na
producdo biotecnolégica de acidos organicos como o acido citrico e o acido
gluconico. O maior impacto econdmico positivo do género Aspergillus tem sido a
valorizacdo na producdo de enzimas e acidos por um numero de espécies deste
género. Dois dos mais importantes produtos industriais produzidos por espécies de
Aspergillus sdo a amilase fungica e o acido citrico (ABARCA et al., 2004; BAKER,
BENNETH, 2008; LIMA et al., 2014; ABREU, 2015).

Através da biotecnologia moderna que é definida como o conjunto de
técnicas das ciéncias biolégicas aplicadas a pesquisa e desenvolvimento de
produtos voltados ao mercado, através da utilizacdo de recursos biolégicos
(SILVEIRA; BORGES; BUAINAINS, 2005). O Aspergillus niger € reconhecido pela
sua capacidade de producdo de enzimas, lipase intracelular, possuindo uma média
de atividade lipofilica cerca de 5 vezes maior do que outros organismos (SILVA,
2012). Destaca-se como um excelente produtor de metabdlitos secundarios de
interesse industrial e ambiental (MATA-GOMEZ et al., 2009; DHILLON et al., 2012;
GOSWAMI et al.,, 2012; CHAVAN; DESHPANDE, 2013; PATRO et al., 2014;
SHIVANNA, VENKATESWARAN, 2014).

Segundo RATLEDGE (1996), as principais classes de micro-organismos
utilizados para a producao de lipideos, considerados micro-organismos oleaginosos,
sao as leveduras e os fungos filamentosos, estes podem produzir até 40% de sua
biomassa em lipideos e para que um micro-organismo seja candidato favoravel aos
interesses comerciais, deve apresentar de 20-25% de lipideos em sua biomassa.
Sendo assim, o Aspergillus, é uma questdo-chave para pesquisa energética atual,
que mostra 0 quanto € importante os membros deste género como fonte de energia
alternativa (CASTANHA, 2012).

3.7 Utilizac&o de residuos agroindustriais

A diversidade de residuos agroindustriais com potencial ambiental e
econdbmico na producdo de biomoléculas € crescente, desde meios de
processamento de batata, milho (milhocina), o soro de leite, 0 melago um subproduto

da industria agucareira, como também residuo de destilaria, 0 caju, manipueira entre
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outros (MAKKAR; CAMEOTRA, 1997; DUBEY; JUWARKAR, 2001; RODRIGUES et
al., 2006; ROCHA et al., 2007; WHANG et al., 2013, OLIVEIRA et al., 2014; SHEN
et al., 2015).

A crescente preocupagdo com o meio ambiente em relagdo aos impactos
ambientais causado por residuos vem mobilizando varios segmentos do mercado.
Inimeros 6rgdos governamentais e industrias estdo se preparando para aplicar uma
politica ambiental que diminua os impactos negativos a natureza (PELIZER;
PONTIERI; MORAES, 2007; ARAUJO; RAMOS, 2014; AQUINO et al., 2015). Para
isso se busca fontes alternativas para amenizar a probleméatica ambiental da

geracao de residuos industriais e 0 seu gerenciamento.

Os residuos em geral, bem como a milhocina, o melago de cana de acucar,
podem conter muitas substancias de alto valor e empregando uma tecnologia
adequada, este material pode ser convertido em produtos comerciais ou matérias-
primas para processos secundarios. Estes residuos ndo sendo bem direcionados,
podem apresentar elevados problemas de disposicédo final e potencial poluente,
além de representarem, muitas vezes, perdas de biomassa e de nutrientes de alto
valor. Ao contrario do que acontecia no passado, os residuos eram dispostos em
aterros sanitarios ou empregados sem tratamento para racao animal ou adubo. Os
conceitos de minimizacdo, recuperagcdo, aproveitamento de subprodutos e
bioconversao de residuos sdo cada vez mais difundidos, utilizaveis para a sintese de
diversos produtos biotecnoldgicos considerados Uteis (LAUFENBERG et al., 2003;
LIMA, 2011; ALVIM, 2015).

Considerando o fato que, para o desenvolvimento ou crescimento de
qualquer tipo de micro-organismo € necessario que 0 substrato preencha as
necessidades nutricionais e que seja economicamente viavel (CAZETTA,;
COLABONE, et al., 2005), o emprego de residuos agroindustriais como a milhocina
e 0 melaco de cana de acucar, como substratos fermentesciveis, € uma alternativa
para minimizar o problema de altos custos para aquisicdo de bioprodutos de origem
microbiana e também colaboram com préaticas biotecnoldgicas mais sustentaveis
(ALVIRA et al., 2010; MURUGAN et al.,2011).
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3.7.1 Milhocina

A milhocina também conhecida por “Corn Steep Liquor® (CSL) ou agua de
maceragdo, vem sendo empregada para o0 desenvolvimento de produtos
biotecnolégicos e de grande interesse industrial, € um subproduto que se obtém
através do beneficiamento do milho, uma das culturas mais antigas do mundo, €&
considerado a terceira cultura mais importante no mundo, ndo s6 pelo seu valor
nutritivo, mas também economicamente (VASCONCELOS; CARNEIRO, 2010;
MACHADO, AMARAL, 2014; FARIAS et al., 2015).

E um subproduto das fases iniciais de moagem do milho pelo processo via
Umida, onde o grdo de milho € macerado retirando-se o amido, utilizado em
cervejarias e diversos outros produtos, dando origem ao efluente com caracteristicas
de uma lama viscosa com cor variando do marrom claro ao escuro (ABIMILHO,
2011; DANIELS, 2013).

O processo que origina a milhocina, ocorre no qual o milho seco é macerado
em uma solucdo de acido sulfurico e quente, a maior parte do acido sulfuroso é
absorvido pelos graos de milho de modo que depois de 10 horas a concentracédo de
acido sulfuroso na agua de maceracéao € reduzido para 0,01 % e mantida a 45-54°C
através do aquecimento da agua, uma vez que € recirculado ou utilizando um
permutador de calor, a fracdo solluvel sofre uma suave fermentacao lactica natural
gue ocorre devido a presenca de bactérias na solucdo, sendo entdo, submetida a
uma operacdo de evaporacdo, até um teor de 40-60% de sdlidos, na qual a
milhocina é concentrada e utilizada (LIGGET; KOFFLER, 1948; DOMINGOS, 2009).

O concentrado resultante a gua de maceracao de milho em bruto, pode ser
combinada com gluten e materiais fibrosos para ser vendido como alimentacdo
animal, como alimento complementar na fabricacdo de racdo para aves e na
confeccdo de iscas atrativas para moscas das frutas, além de ser utilizado como
suplemento liquido de alimentag&o para ruminante podendo ser utilizado para outros
fins, com ou sem processamento adicional. Na industria quimica é utilizada como

fonte de nutrientes em processos fermentativos na producdo de acido aceético e



Rosa- Ledo N. S. Avaliacdo do potencial biotecnoldgico do Aspergillus spp. para producéo... 40

acidos alimentares (LIGGETT; KOFFLER, 1948; WHITE; JOHNSON, 2003;
DOMINGOS, 2009; ZANOTTO, 2012; DANIELS, 2013; WANG et al., 2014).

O “CSL” também ¢é usado por a industria de produtos farmacéuticos na
producéo de solucdes e drogas intravenosas, 0 mais notavelmente antibiéticos, era
utilizada para a produgcdo em grande escala da penicilina na década de 1940. Muitos
desconhecem, mas a milhocina, “CSL” ou agua de milho, também tem sido utilizado
na industria como meio de cultura para a produgao da “penicilina”, “estreptomicina” e
outras drogas similares. E por apresentar um alto valor protéico é utilizada na
composicdo de tdnicos. A dextrose ou acucar de milho por ser idéntica ao agUcar
gue existe no sangue humano é usado nos hospitais em injecées endovenosas para
recuperar as forcas de pessoas enfermas ou em estado pos-operatério. Até mesmo
sangue para transfusdes é algumas vezes enriquecido com a adicdo de dextrose.
(USDA, 2006; DOMINGOS, 2009; LIMA, 2011; DANIELS, 2013; KHAN, 2014). Uma

composicdo de aminoacidos, vitaminas e minerais € demonstrada na Tabela 2.

Tabela 2.Composicdo de aminoacidos, vitaminas e minerais encontrados em uma
solugéo concentrada de milhocina.

Aminoacidos (%) Vitaminas mg/Kg Minerais r:lg/ %
Alanina 9,83 Biotina 0,3 Calcio 0,14
Arginina 3,68 Cholina 3.500,0 Cobre 15,0 -

Ac. aspartico 5,82 Inositol 6000,0 Ferro 100,0 -
Cisteina 2,20 Niacina 80,0 Manganés 20,0 -
Ac.gutamico 18,07 Piridoxina 9,0 Manganés - 0,60

Triptofano Riboflavina 6,0 Potassio - 2,80
Glicina 5,27 Tiamina 3,0 Sadio - 0,10
Histidina 3,72 Acido 15 Fésforo - 1,18
Pantotémico
Isoleucina 3,07 - - Selénio 0,3 -
Leucina 8,28 - - Zinco 60,0 -
Lisina 4,75 - - Enxofre - 0,60

Fonte: Silveira, 2001 (-) Ndo determinado

Estudos realizados quanto as caracteristicas fisico-quimica da milhocina

correspondem a valores que variam de pH (3,5 a 4,1), possui grande quantidade de
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nitrogénio acima de 3,8 a 40,1%, Contendo 40-60% de solidos . Possui entre 21% a
45% de proteinas, ndo devendo ser considerada proteina hidrolisada ou hidrolisado
protéico e sim como fonte de nitrogénio essencial para o crescimento celular, 20% a
26% de Aacido latico, cerca de 8% de cinzas (contendo Ca®*, Mg?*, k*, etc.) cerca de
3% de carboidratos e baixo teor de gordura (0,9% - 1,2%), e outros nutrientes, a qual
depende da condicdo e da qualidade do grao de milho utilizado no processamento.
Diversos trabalhos utilizam a milocina apresentando resultados satisfatorios na
producdo de biomoléculas (CARDINAL; HEDRICK,1948; LIGGET; KOFFLLER,1948;
AKTAR et at.,1997; AMARTEY; LEUNG, 2000; PAIVA, 2004; COSTA et al., 2007;
FONTES et al., 2008; ANTUNES et al., 2011; YONG-LAN et al., 2013; DANIELS,
2013; KHAN, 2014)

3.7.2 Melaco de cana-de-acucar

A cana-de-acUcar (Saccharum sp) tem uma grande importancia social para a
economia mundial, por ser responsavel pela producdo de alcool e acucar. Foi
introduzida no Brasil no inicio do século XVI e prosperou principalmente na regido
Nordeste (SANTANA, 2014).

O melaco da cana de acglcar é um subproduto da agroindustria da fabricacdo
de acucar, extraido da cana-de-acucar, uma rica fonte de carbono, € um material
barato e abundante, frequentemente utilizado como substrato para a producdo de
etanol (JIMENEZ; BORJA; MARTIN, 2004; SYDNEY et al., 2014 ).

Esse sub-produto é constituido geralmente por 48-56% de acUcares totais
principalmente a sacarose; 9-12% de matéria organica; 2,4% de proteina
(Nx6,25);15% a 5% de potassio; 0,4% a 0,8% de calcio; 0,06% de magnésio;; 0,6
a2,0% de fésforo; 1,0-3,0 mg/kg de biotina;15% a 55% mg/kg de acido pantoténico;
2500-6000mg/kg de inositol e 1,8 mg/kg de tiamina (MAKKAR; CAMEOTRA, 1997).

Os carboidratos (glicose, sacarose e frutose), presente no melago sugerem que
ele pode ser uma excelente fonte de carbono (HE et al., 2007). Além disso, no
melaco de cana-de-acglcar, encontra-se em sua composicdo, o nitrogénio, fosfatos,

calcio, magnésio, bem como, zinco, manganés, cobre e ferro (WALISZEWSKI,;
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ROMERO; PARDIO, 1997), nutrientes importantes para o metabolismo celular, e
ainda é considerado um residuo de facil manipulacdo, baixo custo, com grande

potencial e muitas aplicacdes ao nivel industrial.

Considerando a importancia da fonte de carbono utilizada, bem como, a
aplicacdo de subprodutos agroindustriais, 0 melagco de cana-de-agucar tem sido alvo
de varios estudos na producdo de biomoléculas energéticas (CAZETTA,
COLABONE; CELLIGOI, 2005; OLIVEIRA et al.,, 2014), e devido a presenca de
grande quantidade de agucares fermentesciveis em sua composi¢do, ele constitui
uma fonte de carbono muito importante para o metabolismo microbiano, um grande
exemplo deste aproveitamento, é a utilizacdo dos residuos como meio de cultura
alternativo na producéo de biomassa e lipideos, e como subprodutos em processos

industriais.
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ResumMo: Os lipideos sdo substancias hidrofébicas e importantes componentes de fungos tanto em
termos de estrutura e constituicdo da membrana. Tem sido de interesse, pois apresentam capacidade
de produzir produtos e subprodutos com aplicag@es industriais e biotecnolégicas para diversos fins,
sejam eles na aplicacdo em aditivos alimentares, farmacéuticos e combustiveis como o biodiesel, pois
principalmente devido ao modelo econdmico baseado na utilizacdo de fontes energéticas de origem
féssil ha necessidade de selecionar fontes naturais renovaveis e menos poluentes para sua
producdo. Foram realizadas estudo para selecdo de 10 amostras de Aspergillus isoladas do
semiarido de Pernambuco, para producdo de lipideos em meio Czapek liquido. As fermentacdes
submersas ocorreram a 28°C, sob agitacdo orbital de 150 rpm, por 96h. Os resultados obtidos
indicaram que a amostra Aspergillus parasiticus UCP 1182, apresentou 44,2% de lipideos totais
utilizando a metodologia descrita por FOLCH modificada por MANOCHA, enquanto pelo método de
FOLCH modificada por BLIGH e DYER o A. parasiticus apresentou 27,5% de lipideos totais.
Demonstrando potencial em acumular lipideos intracelulares com percentual acima de 20% de sua
biomassa em ambas as metodologias, configurando-o desta forma como micro-organismo
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oleaginoso, com potencial alternativo para producdo de biocombustiveis e para a obtencédo de
bioprodutos de alto valor agregado.
PALAVRAS-CHAVE:  Aspergillus
biocombustivel

parasiticus, micro-organismo oleaginoso, lipideos, semiarido,

ABSTRACT: The hydrophobic substances and lipids are major components of fungi both in terms of
structure and constitution of the membrane. It has been of interest, since they have ability to produce
products and by-products for industrial and biotechnological applications for various purposes,
whether the application in food, pharmaceutical and fuel additives such as biodiesel, because mainly
due to the economic model based on the use of energy sources fossil is no need to select renewable
natural sources and cleaner for their production. Studies were conducted for selection of 10 samples
of Aspergillus isolated from the soil of the Caatinga of Pernambuco for the production of lipids in the
media Czapek. Submerged fermentation carried on at 28°C under orbital shaker of 150 rpm for 96
hours. The results indicated that the sample Aspergillus parasiticus (sample 9), showed 44.2% of total
lipid using the method FOLCH modified by Manocha, while the method Folch modified by BLIGH &
Dyer, the Aspergillus parasiticus (sample 9), showed 27.5% of total lipids. Demonstrating potential to
accumulate intracellular lipids with a percentage above 20% of their biomass considered oleaginous
microorganisms with potential alternative for biofuel production and to obtain value-added bioproducts.

KEYWORDS: Aspergillus parasiticus, oleaginous microorganism, lipids, semiarid, biofuel

1 INTRODUCAO

Muitos micro-organismos como bactérias, algas,
leveduras, acumulam corpos lipidicos no citosol, entre
eles encontramos os fungos filamentosos utilizados
para a producdo de lipideos, considerados
oleaginosos, devido a producdo de 20% de sua
biomassa em lipideos e podendo chegar a capacidade
de acumular até 70% durante o periodo de estresse
metabdlico (RATLEDGE, 1996; MURPHY, 2001; LIU &
ZHAO, 2007; ZHENG, et al., 2012 TANIMURA et al.,
2014).

O acumulo e a composicdo de lipideos sédo
influenciados pela constituicdo genética e por fatores
como condi¢Bes de cultura (temperatura, pH, tempo,

entre outros) e composicdo do meio, onde o fungo foi
submetido (MENG, XIN et al., 2009).

A formagdo de lipideos comeca durante a fase
exponencial tardia e continua a fase estacionaria. O
principal fator que determina o acimulo de lipideos em
micro-organismos € a razdo Carbono/ Nitrogénio
(CIN), sendo que o excesso de carbono e condicdes
limitantes de nitrogénio favorece o processo, sendo

assim a limitagéo de nitrogénio é a condigdo mais

eficiente para induzir a lipogénese (RASCHKE;
KNORR, 2009; ROSSI et al., 2011; POLI, 2014).
Assim sendo, a producao industrial de 6leo a partir de
micro-organismos em relagdo a outras fontes
oleaginosas mais vantajosa, por apresentar sobre tudo
a ndo necessidade de grandes extensfes de terras
agriculturaveis, o uso de enormes quantidades de
agua, evita a poluicdo do solo e o desmatamento
reservas ambientais, pois estes sdo 0s principais
fatores que afetam a agricultura (CERTIK 2006;
RATLEDGE, 2004).

Os lipideos séo substancias hidrofobicas, ou seja,
insolaveis ou reduzida solubilidade em agua, devido a
sua natureza apolar apresentando, no entanto, maior
solubilidade em  solventes organicos, como
cloroférmio, metanol, hexano, benzeno. Os lipideos
polares sdo denominados como anfipaticos, por
apresentar dominios hidrofébicos nédo interagindo com
a agua e dominios hidrofilica, que interage com a
agua (NELSON et al., 2002; LEHNINGER et al., 2006;
RAMALHO; SUAREZ, 2013; ZAHA et al., 2014).

O Aspergillus compreende um grupo diversificado que
destacam como excelentes produtores de metabdlitos
secundarios de interesse industrial e ambiental,

reconhecido pela sua capacidade de produgdo de
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enzimas, lipase intracelular, possuindo uma média de
atividade lipofilica cerca de 5 vezes maior do que
outros organismos, o que favorece estudos de selecéo
e producdo de bioprodutos de alto valor agregado
(MATA-GOMEZ et al.,, 2009; DHILLON et al.,, 2012;
SILVA, 2012. PATRO et al., 2014; ABREU 2015).

Este trabalho teve por objetivo selecionar amostras de
Aspergillus spp. isoladas da Caatinga de Pernambuco,
.para producdo de lipideos intracelulares com
aplicacéo biotecnolégica por fermentacdo submersa

em com duas metodologias de extracéo de lipideos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MICRO-ORGANISMO

As amostras do género Aspergillus, com as espécies
de A. niger, A. flavus e A. parasiticus, foram isoladas
do solo do semiarido do Estado de Pernambuco e
depositadas no Banco de Culturas do Nacleo de
Pesquisas em Ciéncias Ambientais (NPCIAMB), da
Universidade Catodlica de Pernambuco. A linhagem foi
mantida em meio de cultivo agar Sabouraud (SAB)
peptona de carne (10g/L), glicose (40g/L) agar (15g/L)
a 30°C.

2.2 METODOS

Condi¢cdes de Cultivo: As amostras de Aspergillus
foram crescidas em Batata Dextrose e Agar (BDA) por
96h, onde os esporos foram coletados com o uso de
swabs, transferidos para agua destilada estéril em
frascos de penicilina e determinado o nimero de 10’
esporos/ml na camara de Neubauer. Aliguotas de 5 ml
da suspensédo de esporos, foram transferidas para o

meio de producao .

Microcultivo: Para a técnica utilizou-se a metodologia
de RIDELL (1950). As placas de Petri foram forradas
com o papel-filtro, sobre o qual foi colocado o suporte,
uma lamina e uma laminula. Em seguida foi

esterilizado na autoclave por 121° C por 30 minutos.

Para a montagem do microcultivo foi cortado um
pequeno pedaco em formato de bloco de gelose do
meio BDA, e inoculou-se 0 micro-organismo nos lados
e em cima do bloco de gelose e colocou-se uma
laminula umedecendo o papel fitro com &gua
destilada esterilizada. O microcultivo foi incubado a
temperatura ambiente e acompanhado diariamente o

desenvolvimento das micro estruturas.

Meio de producdo: A biomassa foram inicialmente
produzidos no meio sintético Czapek liquido, com a
seguinte composicdo: sacarose (30 g/L), nitrato de
sédio (3g/L), fosfato de potassio (1g/L), sulfato de
magnésio (0,5¢g/), cloreto de potassio (0,5 g/L),sulfeto
ferroso (0,01g/L), extrato de levedura (3g/L), extrato
de malte (3g/L) e peptona de carne (3g/L).

Processo fermentativo: Foram utilizados frascos de
Erlenmeyers com 100 mL de meio. Foram inoculados
5% da !

esporos/ml, mantidos sob agitacdo orbital de 150 rpm,

suspensdo de esporos contendolO
a temperatura de 28°C, por um periodo de 96h para

obtencéo da biomassa.

Quantificacdo da Biomassa: para a determinacdo da
biomassa microbiana, foi utilizado método direto,
amostra filtrada e encaminhada liofilizac&o, verificado
0 volume do peso seco com pesagem utilizando a

balanca analitica.

Analise qualitativa de lipideos por coloragédo
Sudan Black: Para andlise da acumulacao de lipideos
no micélio de Aspergillus amostras obtidas durante a
filtragdo, correspondentes a 5 dias de cultivo, foram
submetidas a coloragdo Sudan Black (SHEEHAM,
STOREY,1947) as amostras (pellets) foram lavadas
com Solucdo salina tamponada de fosfatos (PBS) e
fixado com paraformaldeido (PFA) por 1 hora e lavado
com a solugao PBS. Os “pellets” foram incubados em
Sudan Black (0,3% em etanol a 70%) por 10 minutos
no (escuro) em temperatura ambiente (x30°C). O
excesso de corante foi lavado com etanol 70% e com

agua destilada esterilizada. Finalmente foram contra-
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coradas com safranina (solugdo aquosa a 0,5%)
safranina por 30 segundos. Os micélios foram lavadas
sucessivas vezes (+ 20x) com solucdo tampdo.. Os
micélios foram colocados em laminas cobertas por
glicerina tamponada observadas em estereoscépio
para melhor separacdo das hifas e laminula.
Posteriormente foram observadas em microscopio
modelo Nikon Microscopio Alphapht 2 Y52, e
FDX-35 para

verificacdo de corpos lipofilicos intracelulares

fotografadas com cémera Nikon

Extragdo dos lipideos totais: Os lipideos foram
extraidos utilizando primeiramente a metodologia
FOLCH et al., (1957) adaptada por BLIGH, DYER
(1959). Em um Erlenmeyer de 250mL contendo 1g de
amostra, 20mL de Metanol (MeOH) e 10mL de
cloroférmio (CHCI;) foram adicionados e a mistura foi
agitada durante 2 minutos. Foi adicionada uma
segunda vez 10mL de CHCI; e agitada vigorosamente
a mistura por 2 minutos. Foram adicionados 18mL de
agua destilada e novamente agitadas por 2 minutos.
As camadas foram separadas por centrifugagéo
durante 10 minutos a 2000 rpm. A camada inferior foi
feita com 20mL de 10%(v/v) de MeOH em CHCI; em
agitacdo durante 2 minutos. Apés centrifugacao a fase
de CHCI; foi adicionado ao primeiro extrato. Os
extratos foram reunidos e evaporados ate a secura no
rotoevaporador. Em seguida 1 a 2mL de hexano, foi
utilizado para recuperar os lipideos, que depois foram
evaporados sob atmosfera de nitrogénio e mantidos

no dessecador até peso constante.

Em um segundo momento foi realizada a extra¢éo dos
lipideos totais pela metodologia descrita por FOLCH et
al. (1957) adaptado por MANOCHA et al.,, (1980).
Onde 1,0 g da biomassa liofilizada foram submetidas a
extragcdo sucessivas de lipideos por trés vezes,
usando cloroférmio: metanol (2:1; 1:1; 1:2 v/v). O
material foi agitado por 15 minutos, posteriormente
homogeneizado por 24 horas, apds cada troca de
solvente. Durante os intervalos da extracdo o

sobrenadante foi separado da biomassa por

centrifugacdo a 5000g, por 10 minutos e a biomassa
submetida a uma nova extragdo. Os extratos foram
reunidos e evaporados ate a secura nho
rotoevaporador. Em seguida 1 a 2 mL de hexano, foi
utilizado para recuperar os lipideos, que depois foram
evaporados sob atmosfera de nitrogénio e mantidos

no dessecador até peso constante.

Quantificacdo dos lipideos totais: A quantificacédo
dos lipideos presentes da biomassa foi determinada
por método gravimétrico. As respostas para a
producédo de lipideos foram calculadas em termos de
concentracao de lipideos (g L-1) e ou lipideos totais
(%) equacgéo 1.

(eq.1)

Lipideos Totais (%) = massa de lipideos (g) x 100
biomassa seca (g)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 MICRO-ORGANISMOS

Foram realizados selecdo de amostras de Aspergillus
spp, isoladas do solo da Caatinga de Pernambuco
mantido no Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisa
de Ciéncias Ambientais e Biotecnologia- Universidade

Catélica de Pernambuco (UCP). Conforme Tabela 1.

Tabela 1. Relagdo de biomassa das amostras de

Aspergillus, em meio producéo Czapek liquido.

UCP Micro-organismos Biomassa (g/ 100 mL)
1183 Aspergillus niger 1,28
1181 Aspergillus niger 1,19
1177 Aspergillus niger 0,78
1179 Aspergillus flavus 2,05
1185 Aspergillus flavus 2,42
1186 Aspergillus flavus 2,56
1184 Aspergillus parasiticus 2,23
1178 Aspergillus parasiticus 1,58
1182 Aspergillus parasiticus 2,03
1180 Aspergillus parasiticus 1,26

Os resultados obtidos apés a selecdo realizado em
fermentacdo submersa foi evidenciada que os o
Aspergillus flavus UCP 1179, UCP 1185 e UCP 1186
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e Aspergillus parasiticus UCP 1184 e UCP 1182

apresentaram produgcdo superiores as demais
amostras.

Os resultados obtidos da selecdo evidenciam
quantidades de biomassa acima de 2,0 g em 100mL
de meio, nas amostras de Aspergillus flavus UCP
1179 com 2,05g UCP 1185 com 2,42g e amostra UCP
1186 com 2,56g e nos Aspergillus
amostras UCP 1184 com 2,23 e UCP 1182 com

2,03g.

parasiticus ,

3.2 MICROCULTIVOS

As amostras apresentaram estrutura celular tipica de
um fungo eucaribtico, possuindo conidiéforo com
filamentos ramificados, septados, as vesiculas bem
contornadas, boa visualizacdo das células
conidiogénica (fialides) e conidiosporos. A técnica
realizada correspondeu as caracteristicas das
estruturas reprodutivas assexuadas de Aspergillus,

Caracteristicas que confirmam o género. (Figura 2).

Figura 1. Microcultivo de Aspergillus parasiticus,
observados em Microscopia Optica objetiva 40x.
conidioforo, célula conidiogénica (fidlides) e
conidiésporos, vesicula bem contornada (A) e (B). Hifa
visivelmente septada (C).

3.2 SELECAO DO MEIO DE CULTIVO PARA PRODUGAO
DE BIOMASSA E LIPIDEOS TOTAIS

Estudos mostram que fungos filamentosos podem
acumular percentuais elevados de lipideos, acima de

20% da sua biomassa em 6leos unicelulares, esses

micro-organismos s&o denominados de oleaginosos
(RATLEDGE, 2002; PATNAYAK; SREE 2005;
BANERJEE; MAIT, 2011; CASTANHA, 2012; LI, SHI
LIN et al., 2012) .

O meio Czapek liquido recomendado para isolamento
de Aspergillus propiciou aos micro-organismos do
género a produgédo acima de 20% de lipideos totais de
sua biomassa. (Tabela 2) Isto sugere potencialidades
para obtencéo de produtos biotecnolégicos, como por

exemplo, biocombustiveis e farmacos.

Tabela 2. Aspergillus com melhores % de lipideos
totais, utilizando metodologias: FOLCH (1957)
modificado por BLIGH; DYER (1959) e MANOCHA et
al., (1980).

% %

Amostras Micro- Biomassa Lipideos Lipideo:
UCP  organismos g/100mL MANOCHA BLIGH,
DYER
1082 A. parasiticus 2,03 44,2 27,5
1186 A. flavus 2,56 34,5 28,7
1179 A. flavus 2,05 37,3 32,5

O Aspergillus parasiticus UCP 1082 destacou-se com
2,03 g de biomassa e 44,2% de lipideos intracelulares.
Estes resultados comprovam que 0 aumento da
producdo de biomassa ndo esta necessariamente

correlacionada com a producéo de lipideos totais.

Entre os fatores que contribuiram para um bom
rendimento em lipideos totais, e o resultado da
extracdo pelo método MANOCHA et al., (1980), pode
ser possivelmente atribuido ao processo de tempo de
constante nesta

homogeneizacéo aplicado

metodologia.
3.2 CITOQUIMICA- COLORACAO SUDAN BLACK

O corante Sudan Black, é utilizado para a avaliagédo de
corpos lipofilicos ligeiramente solUveis em solvente
organico e insollvel em agua, ao ligar-se a estruturas
hidrofébicas confere coloracdo negra azulada, visivel
em microscoépio 6ptico (LELLIOT; STEAD, 1987).

A microscopia Optica permitiu a andlise de grandes

areas em curto espago de tempo, facil e rapida
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utilizacdo e pouco dispendiosa o que possibilitou
analisar os lipideos intracelulares nas amostras de
Aspergillus, caracterizando-os como micro-organismo

oleaginoso. Como demonstra a Figura 2.

Vit

=2 o

Figura 2. Coloracao dos corpos lipidicos pela técnica
Sudan Black, em hifa de Aspergillus parasiticus. UCP
1082.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados mostraram que as metodologias

empregadas na extracdo de lipideos totais,

apresentaram um bom rendimento em ambos
meétodos, pois apresentaram um percentual lipidico
acima de 20% de sua biomassa 0 que caracteriza as
amostras de Aspergillus como oleaginosos. Os dados
revelam uma alternativa promissora para o0 uso do
Aspergillus parasiticus UCP 1182 como fonte de
lipideos totais.

O método de extracdo descrito por Manocha et al.,
(1980) evidenciou percentuais mais elevados dos
lipideos, tornando-se um método mais eficaz de
extracdo de lipideos totais das amostras testadas.
Uma importante observacdo que ndo deve ser
desconsiderada é a de que todos os métodos de
extracdo apresentam rendimentos satisfatérios e em

concordancia com a literatura.

Os resultados mostraram que as metodologias
empregadas descritas por BLIGH, DYER (1959) e
MANOCHA et al., (1980) na extracdo de lipideos
totais, apresentaram um bom rendimento em ambos
0s métodos, pois resultaram um percentual lipidico

acima de 20% de sua biomassa o que caracteriza as

amostras de Aspergillus como oleaginosos.
Os resultados obtidos com A. flavus nas amostras
UCP 1179 e UCP 1186 com 2,05g e 2,56g de
biomassa obtiveram uma producdo de lipideos pelo
método MANOCHA et. al.,(1980) de 37,3% e 34,5%
respectivamente, comprovando que 0 aumento da
producdo de biomassa ndo esta diretamente
relacionado com a producéo de lipideos totais.

Os resultados demonstraram que o A. parasiticus UCP
1182 é um micro-organismo oleaginoso que obteve
uma producdo de biomassa inferior as demais
amostras, porém produziu um percentual superior de
lipideos totais com 44,2%, tornando-o viavel para ser
analisado em  estudos

melhor posteriores.
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Aspergillus parasiticus UCP 1182 COMO RECURSO
NATURAL RENOVAVEL PARA PRODUCAO DE
ENERGIA ATRAVES DA BIOMASSA

Nairane S. Rosa Ledo®"; Roberta L. S. Reis®; Grayce Kelli B. Silva®; Jaceline M.N. Lima®;
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ASPERGILLUS PARASITICUS UCP 1182 AS NATURAL REMEDY FOR RENEWABLE
ENERGY PRODUCTION BY BIOMASS. The use of microbial lipids presents itself as a new
renewable source and is used as innovation in pharmaceuticals and as an energy source
(biodiesel). This study aimed to carry out the analysis of the production of total lipids, the profile
of the characterization of fatty acids and activity antioxidanten by Aspergillus parasiticus UCP
1182, in liquid and alternative means Czapek (cane molasses bagasse and corn steep liquor).
Fermentations took place in 100 mL of the production medium at 28 °C under orbital shaking
150 rpm for 96 h and was held for 2° factorial design alternative means. The results indicated
that the Aspergillus parasiticus UCP 1182, grown in Czapek medium liquid, 0,968g achieved a
production of biomass and lipids 44.2%, while in alternative means of production (molasses
sugar cane and corn steep liquor) obtained in test (8) 2,83g biomass to 48.9 % lipids. The fatty
acid profile grown in Czapek medium liquid, indicated the presence of linoleic fatty acid (36.54
%), and oleic (33.95 %). And the compound favored alternate means of production linolenic acid
(28.66 %) and linoleic acid (40 %). In oxidant activity, we obtained the EC50 of DPPH was
4.06774 mg / mL lipid extract of Aspergillus parasiticus.

Keywords: lipids, organic residues, molasses of sugarcane, corn steep liquor.
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INTRODUCAO

Nas Ultimas trés décadas, a busca por combustiveis alternativos e renovaveis ganhou
importancia devido as crescentes preocupacdes ambientais € com a perspectiva de esgotamento
de fontes energéticas de origem fossil, sendo apontadas como uma das solugdes para mitigar
problemas energéticos, e até mesmo obtenc&o de novos produtos.?®1%747

Os avangos recentes na genética, biotecnologia, quimica de processos, e de engenharia
estdo transformando os conceitos e a conversdo de biomassa renovavel uma fonte substitutiva do
petréleo, para uso em biocombustiveis.'*®*%? A biomassa seja ela de plantas oleaginosas ou
proveniente de oleos de micro-organismos podem ser considerada como a fonte de energia
renovavel mais popular, por estar disponivel de forma abundante e tecnicamente flexivel.
75,77,58,79

O processo de obtencdo de energia a partir de biomassa flngica se baseia na capacidade
que 0s micro-organismos tém de converter a energia quimica da biomassa em energia Util, além
disso, esse tipo de energia ndo provoca impactos ambientais negativos e nem envolve a producao
de materiais perigosos, sugerindo que a biomassa de micro-organismos € adequada para
conversdo em energia de biomassa.*##83438:40

Os micro-organismos oleaginosos possuem a capacidade de produzir mais de 20% de seu
peso e podendo chegar a capacidade de acumular até 70% durante o periodo de estresse
metabolico produzindo éleos unicelulares compostos triacilglicerdis, que contém acidos graxos,
como o acido palmitico, estearico e oleico que sdo bem adequados para aplicacdo do biodiesel ou
até mesmo 4acidos graxos poli-insaturados (PUFAs) de importancia nutricional e utilizacfes

50,35,30,78,48,69

industriais e farmacéuticas, convertendo a energia quimica da biomassa, em energia

atil, considerado um processo limpo de producdo de energia e fonte nutricionalmente valiosas,
ndo provocando impactos ambientais em sua produgéo.®=%°

Assim sendo, a producdo industrial de 6leo a partir de micro-organismos em relacdo a
outras fontes oleaginosas mais vantajosa, por apresentar sobre tudo a ndo necessidade de grandes
extensdes de terras agriculturdveis, o uso de enormes quantidades de agua, evita a poluicdo do
solo e o desmatamento reservas ambientais, pois estes sdo 0s principais fatores que afetam a
agricultura.>1320:%7

Devido ao rapido crescimento e adaptacdo de micro-organismos oleaginosos em diversos
meios de cultivo e nos mais diferentes substratos, esses sdo apresentados como uma alternativa

de inovagdo biotecnoldgica. Pesquisas mostram que a utilizacdo de residuos agroindustrias
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destaca-se no cultivo de micro-organismos como uma alternativa inovadora por conterem grande
quantidade de matéria orgénica, reduzindo no custo de produgdo como também no descarte no
meio ambiente.*>2673384

Na direcdo do desenvolvimento sustentavel, o melaco de cana-de-aclcar e a milhocina,
se destacam, pois podem ser empregados para o desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos de
interesse industrial. O melaco devido a presenca de grande quantidade carbono para o
metabolismo microbiano.® Além disso, em sua composicdo estdo presentes nitrogénio, fosfatos,

calcio e magnésio, zinco, manganés, cobre e ferro,"*%

nutrientes importantes para o
metabolismo celular.

A milhocina é considerada uma excelente fonte de carbono e/ou nitrogénio para 0s
micro-organismos por conter em sua composicdo aminoacidos, vitaminas e sais minerais. A
utilizacdo de fonte de nitrogénio para o crescimento microbiano e producdo de metabdlitos torna-
se essencial, pois 0 nitrogénio esta intimamente relacionado ao metabolismo dos micro-
organismos, essencial para o crescimento celular.02>7:18

Neste sentido busca-se, ampliar e estimular o consumo das energias alternativas e
obtencdo de bioprodutos, proveniente de micro-organismos oleaginosos, traduzindo-se num
incontestdvel fator para o desenvolvimento responsdvel e sustentdvel, principalmente

objetivando a preservacao e a conservacdo do meio ambiente.

PARTE EXPERIMENTAL

Micro-organismos

Foi utilizadas amostras de Aspergillus parasiticus UCP 1182, isoladas do Semiéarido de
Pernambuco, mantidas no Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais e
Biotecnologia (NPCIAMB), da Universidade Catolica de Pernambuco, registradas no World

Federation Culture for Collection-WFCC, sendo mantidos em meio Sabouraud (SAB) a5 °C.

Cinética de Crescimento do micro-organismo

A concentracdo celular de Aspergillus. parasiticus, foi determinada gravimetricamente
apos filtracdo. O sobrenadante obtido foi utilizado para determinacdes analiticas, realizadas em
triplicata, a cada 24 h do processo fermentativo em meio alternativo, ao total de 144 h.
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Meios de Cultura

Foram utilizado meio de manutencdo Sabouraud (SAB), meio de crescimento Batata
Dextrose Agar (BDA), meio de producdo Czapek liquido e meio de producdo residuos
agroindustriais Milhocina e Melago de cana-de-aglcar conforme planejamento fatorial. Os

componentes foram liquefeitos e esterilizados em autoclave a 121 °C por 20 min.

Condicdes de cultivo e de crescimento

O crescimento de cada espécie foi realizados em meio BDA por 5 d, onde 0s esporos
foram coletados com o uso de swabs, transferidos para agua destilada estérilizada em frascos de
penicilina e determinado o ndmero de 10 esporos/mL na camara de Neubauer. Aliquotas de 5

mL da suspencdo de esporos, foram transferidas para o meio de producao .

Processo fermentativo

Foram utilizados frascos de Erlenmeyers com capacidade contendo 100mL dos meios de
producdo. Foram inoculados 5% da suspensdo de esporos contendol0’ esporos/ mL, mantidos
sob agitacdo orbital de 150 rpm, a temperatura de 28 °C, por um periodo de 96 h para obtencao
da biomassa, ap0s este periodo houve a filtragdo da biomassa e encaminhamento para

liofilizag&o.

Planejamento Fatorial

Este planejamento visa avaliar a influéncia dos principais fatores, bem como suas
interaces. Foi realizado um planejamento fatorial completo 2° com 12 ensaios incluindo quatro
(4) repeticBes no ponto central, tendo como varidveis independentes pH e as concentracdes de
melago de cana-de-agucar e milhocina, como variavel resposta a biomassa e a concentragdes de
lipideos. Os niveis e valores das varidveis independentes do planejamento estdo especificadas

como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1. Planejamento fatorial completo 2° com variaveis independentes: pH, concentracées de
melago e Milhocina, para producao de lipideos totais

Fatores Niveis
-1 0 +1
Melaco de cana-de-agucar 15 20 25
Milhocina 2 3 4
pH 4 6 8

Extracdo e determinacdo de lipideos totais

Os lipideos foram extraidos de acordo com o método descrito por Folch®* modificado por
Manocha® onde 1,0 g da biomassa liofilizada foram submetidas a extracdo sucessivas de
lipideos por trés vezes, usando cloroférmio: metanol (2:1; 1:1; 1:2 v/v). O material foi agitado
por 15 min, posteriormente homogeneizado por 24 ho, ap6s cada troca de solvente. Durante 0s
intervalos da extracdo o sobrenadante foi separado da biomassa por centrifugacdo a 5000 g, por
10 min e a biomassa submetida a uma nova extracdo. Os extratos foram reunidos e evaporados
ate a secura no rotoevaporador. Em seguida 1 a 2 mL de hexano, foi utilizado para recuperar 0s
lipideos, que depois foram evaporados sob atmosfera de nitrogénio e mantidos no dessecador até
peso constante. A quantidade de lipideos presentes da biomassa foi determinada por método
gravimétrico. As respostas para a producdo de lipideos foram calculadas em termos de

concentracdo de lipideos (g/L™) e ou lipideos totais (%) equacdo 1.

Lipideos Totais (%) = massa de lipideos (g) x 100 (1)
biomassa seca ()

Caracterizacao dos Acidos Graxos

Para realizacdo da caracterizacdo dos acidos graxos os micélios foram colocados em tubos
de ensaio com tampa, colocados 3 mL de uma solucgéo trifluoreto-boron a 14 % de metanol e 3
mL de benzeno, incubados a 60 °C , “over-night”. Acidos graxos foram convertidos a ésteres de
metil de acordo com o método %! Apés a incubago, 4 mL de 4gua destilada foram adicionados e
extraidos os acidos graxos, a mistura foi centrifugada a 5000 g a 4 °C . O benzeno foi separado
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por centrifugacéo, removido e evaporado com nitrogénio. O metil ésteres de &cidos graxos foram
solubilizados em hexano e analisados em cromatografia gasosa (CG). As analises foram
realizadas em um Cromatdgrafo gasoso. Trace GC Ultra, equipado com coluna capilar Carbowax
HP- 20M (25 m x 032 mm x 0.3 pum). Temperatura inicial da coluna 40 °C, mantido por 1 min.
Aumentada para 150 °C a 55 °C por min. Em seguida aumentada para 220 a 1,7 °C por min. A
temperatura do detector € mantida em 220 °C e a do injetor 200 °C. O gas de arraste utilizado foi
0 nitrogénio mantido em fluxo constante a 1 mL por min. O volume de amostra injetado foi de 1
pL, em modo split de 1 para 20.0 padrdo utilizado para identificacdo € o F.A.M.E. Mix C4-C24
SUPELCO (codigo 18919). Quantidades relativas de metil ésteres foram calculados pela

integracao das areas de picos.

Atividade antioxidante

A dosagem de atividade antioxidante foi realizada pelo método fotocolorimétrico in vitro
do radical livre estavel DPPH (2,2- difenil-1 - picrilidrazila) obtido da SIGMA. Nesse método é
preparada uma solucdo 0,3 mM de DPPH em etanol. As amostras sdo preparadas adicionando-
se 1 mL desta solucdo de DPPH a 2,5 mL de solugcGes dos extratos diluidos em etanol e aguarda
30 mins em temperatura ambiente para leitura a 518 nm. Como branco, o DPPH, foi substituido
por 1 mL de etanol mais 2,5 mL do extrato. O controle é preparado apenas com 1 mL de DPPH
e 2,5 mL de etanol. A solucdo de DPPH possui uma coloracdo roxa intensa e a acdo antioxidante
de um extrato pode ser visualizada pelo progressivo descoloramento da solucdo, ao final do qual
a mesma torna-se amarelada. Trinta min ap6s a adicdo de DPPH as amostras, é feita a leitura em
um espectrofotbmetro de Ultravioleta UV-vis Shimadzu UV 1601 em 518 nm. Todas as leituras
foram realizadas em triplicata e, com a média dos dados obtidos foi calculada a diferenca de
absorbancia entre a amostra e o branco e as atividades antioxidantes percentuais foram obtidas
por regressao linear, logaritmica ou exponencial para cada extrato, chegando-se assim a
concentracdo necessaria para se obter 50 % do efeito antioxidante maximo estimado de 100 %
(EC50). ¥ Apés as absorbancias (Abs) foram lidas e calculadas em percentual de atividade

antioxidante (AA), usando a equagéo 2:

AA % = 100- [(Abs amostra-Abs branco) x 100] 2
(Abs controle - Abs Branco)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Producéo de Biomassa e Lipideos Totais em meio Czapek Liquido

O Aspergillus parasiticus, apresentou 2,03 g de biomassa e 44,2 % de lipideos totais.
Apresentando-se como micro-organismo oleaginoso e produzindo um percentual elevado de

lipideos totais.

Cinética de Crescimento do micro-organismo

Dos dados obtidos observou-se inicialmente que houve um crescimento constante de
biomassa até 96 h e apds passou para o periodo estacionario até 144 h ndao havendo fase de
declinio. Ja na producao de lipideos teve um pico como conhecido fase LOG ou exponencial até
72 h permanecendo estacionario até 96 h, onde logo apds obteve um leve caimento entre 96 e
120 h, sendo este fendmeno conhecido como diauxia, onde o micro-organismo tem preferencia
por um substrato e consome-o totalmente antes de iniciar o consumo de outro substrato presente
no meio, sendo de 120 h teve logo um rapido crescimento exponencial até 144 h, onde néo ficou
evidente a fase de declinio. O pH do meio estabelecido foi 8,0 porém sofreu pequena variacao

de 8,0 e 8,3 ndo demonstrando interferencia no crescimento. Conforme mostra a Figura 1.

e e T e

8
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- 0,6
- 0,5
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- 0,3
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Lipideos (g)
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Figura 1. Curva de crescimento do Aspergillus parasiticus UCP 1182 em meio alternativo
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Planejamento Fatorial e avaliacao estatistica da influéncia dos meios residuais na producao

de lipideos totais

Com o planejamento fatorial 2%, com 12 ensaios incluindo quatro (4) repeticées no ponto
central. Foi possivel verificar que o ensaio (8) se destacou entre 0s demais ensaios, quanto a

obtencdo de lipideos totais, conforme Tabela 2.

Tabela 2. Planejamento fatorial completo 2°com variaveis independentes: pH, biomassa e
Lipideos e variaveis dependentes: biomassa e concentracdes de lipideos

Ensaios Melago Milhocina pH Blo(rS;ﬂssa Llpggeos
1 -1 -1 -1 2,84 32,5
2 +1 -1 -1 2,36 30,5
3 -1 +1 -1 2,88 25,2
4 +1 +1 -1 2,68 29,3
5 -1 -1 +1 3,15 31,2
6 +1 -1 +1 2,88 32,4
7 -1 +1 +1 3,39 41,3
8 +1 +1 +1 2,83 48,9
9 0 0 0 3,74 26,9
10 0 0 0 3,19 33,3
11 0 0 0 2,92 32,4
12 0 0 0 2,84 31,8

Os resultados comprovam que o0 aumento da producdo de biomassa nédo esta
necessariamente correlacionada com a producdo de lipideos totais. Pois ensaio (7) com 3,39
g/mL e (9) 3,74 g/ mL de biomassa, obtendo um percentual de 41,3 % e respectivamente 26,9 %
de lipideos totais, mostrando-se bons produtores de lipideos, porém com percentuais inferiores
ao ensaio (8) o qual produziu 2,83 g/ mL de biomassa e 48,9 % na producdo de lipideos totais.

O ensaio (8) apresentou uma quantidade elevada de melaco, uma fonte de carbono
abundante e a milhocina como fonte de nitrogénio, porem reduzida quando comparado ao
carbono presente no melagco. Enquanto nos outros dois ensaios (7) e (9) possuiam quantidades
inferiores de principalmente da fonte de carbono. Constatando que o fator que determina o
acumulo de lipideos em micro-organismos é a razdo Carbono/ Nitrogénio (C/N), sendo que o
excesso de carbono e condigOes limitantes de nitrogénio favorece o processo, sendo assim a

limitacdo de nitrogénio é a condigdo mais eficiente para induzir a lipogénese.*-#"*°
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Os fungos filamentosos oleaginosos possuem capacidade de acumular acima de 20% de

52,5,55

lipideos de sua biomassa em lipideos, em contrapartida a soja uma das matérias primas

utilizada para producéo de biodiesel no Brasil pode se extrair 20% de 0Oleo para fabricacdo do

42
l.

Biodiesel.™ Mostrado que o fungo filamentoso A. parasiticus apresentou percentual de lipideos

favoravel quando cultivado em meio alternativo.

Pareto Char of Standardized Effects; Variable: Lipideos ()

61,3882

@pH

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 2. Diagrama de Pareto para producéo de Lipideos totais em meio alternativo

O diagrama de Pareto apresenta a significancia dos resultados, com 95 % de confianca,
representado pela linha tracejada, correspondente ao valor de p = 0,05, confirmando os
resultados obtidos nas alturas das barras que fornecem os resultados dos efeitos das variaveis e
estdo dispostas de modo decrescente.

Observando o grafico é possivel afirmar que as variaveis milhocina e melago
ultrapassaram o valor de p = 0,05, no nivel de confianca 95 %, comprovando que sdo valores
estatisticamente significativos. Nota-se que a milhocina e o melago foram as variaveis que mais
influenciaram no processo da producdo de lipideos, entretanto, essa influencia é negativa (-) ,

isto €, se diminuir esta concentracdo a producao lipideos tende aumentar.

Caracterizacao dos Acidos Graxos

O perfil dos &cidos graxos é um dos principais fatores que determinam adequacdo de

qualquer matéria-prima para utilizagdo na producéo de biodiesel para produgéo de combustivel.*
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Os resultados obtidos com a extracdo e metilagdo dos acidos graxos da biomassa seca,
cultivada em meio Czapek, o Aspergilus parasiticus apresentou maior concentracdo de &cidos

graxos insaturados, linoleico 36,54 %, seguido do &cido oléico 33,95 %, conforme a Tabela 3.

Tabela 3. Composicdo dos acidos graxos extraidos da biomassa cultivados em meio Czapek

ACIDOS GRAXOS TEORES %
SATURADOS
Miristico (C14:0) 0,2
Pentadecanoico (C15:0) 0,31
Palmitico (C16:0) 17,26
Margarico (C17:0) 0,33
Esteérico (C18:0) 9,12
Araquidico (C20:0) 0,71
Behénico (C22:0). 0,94
MONIINSATURADO
Oleico (C18:1) 33,95
Eicosenoico (C20:1) 0,30
POLIINSATURADO
Linoleico (C18:2) 36,54
Linolénico (C18:3 ®-3) 0,28

O perfil dos acidos graxos apresentado é bastante caracteristico das caracteristicas quimicas
do 6leo de soja, uma das matérias prima comum para producdo de biodiesel, constituido acido
linoléico 54.5 % e oléico 22.3 %, sendo os demais saturados, apresentando este perfil, 0 ponto de
fusdo desses acidos graxos € interessante para producdo de biodiesel, -5 °C para linoléico e 4 °C,
dificultando o congelamento do produto, porém os &cidos graxos saturados e muitos
poliinsaturados promovem o aumento de névoa (aumento da turgidez com a baixa temperatura),
e de entupimento. "

No Brasil, as temperaturas s&o amenas, ndo apresentando problema de congelamento do
biodiesel, mas representando problemas para regifes climaticas de temperatura baixa e
moderada. 3%

Porém a presenca de acidos graxos saturados favorece a qualidade de igni¢do, nimero
cetano, onde este diminui com um comprimento de cadeia decrescente, aumento da ramificacao,
porém aumenta com lipideos compostos por acidos graxos saturados. Portanto ndo existe um
Gnico acido graxo que é responsavel por toda a propriedade particular do combustivel.?®
As desvantagens dos Oleos vegetais compostos por &cidos graxos que apresentam

insaturados e poliinsaturacfes sdo mais propensos a processos oxidativos, principalmente



Rosa- Ledo N. S. Avaliacdo do potencial biotecnoldgico do Aspergillus spp. para producao... 76

aqueles com propor¢des variaveis dos &cidos oléico (C18:1), linoléico (C18:2) e linolénico
(C18:3).%2 Portanto quanto menos insaturacdo mais estabilidade. A velocidade das reacées de
oxidagdo para estas moléculas depende do niimero e da posicéo das duplas ligacdes.?>?% 144

A composicdo de acidos graxos extraidos da biomassa cultivada em meio alternativo
mostra o percentual individual da concentracdo de &cidos saturados, totalizando em 30,78 % e
acidos graxos insaturados de 69,2 %. Conforme tabela 4. N&o foi apresentado &cido graxo
monoinsaturado, como o acido oléico, um &cido graxo monoinsaturado, cuja sua presenca em
porcentagem elevadas, apresenta maior estabilidade a oxidacdo, em comparagdo a outros
insaturados.

Esteres de acidos graxos insaturados, especialmente poliinsaturados dificultam o
congelamento, devido aos seus pontos de fusdo mais baixos, que sdo desejaveis, mas também
reduzem o numero de cetano e a estabilidade de oxidacdo, que € indesejavel para o
combustivel,* porem os 4cidos graxos poliinsaturados (PUFASs) sio atualmente atraindo cada

vez mais atencdo devido sua importancia nutricional, utilizagdes industriais ou farmacéuticos.®®

Tabela 4. Composicdo de &cidos graxos identificados no lipideo extraido da biomassa
liofilizada de A. parasiticus cultivado em meio melaco de cana-de-agucar e milhocina por 96h.

Teores %
Acidos graxos A. parasiticus
Palmitico (C16:0) 18,70
Esteéarico (C18:0) 12,08
Linoleico (C18:2) 40,54
Linolénico (C18:3 ®-3) 28,66

A producao de acidos graxos por este micro-organismo em meio composto por melaco e
milhocina, favoreceram a producdo do acido graxo linolénico (C18:3 w-3), com alto percentual
de 28,66%, além do acido graxo linoléico (®»-6), com 40,57%. Portanto seria inviavel a
producdo de biodiesel pelo 6leo produzido por este fungo filamentoso nestas condi¢Ges, uma vez
também, por produzir uma 6tima producdo de 6mega-3, sendo este de alto custo e vidvel para a
industria farmacéutica e alimenticia.

O é&cido linoléico e o acido linolénico sdo acidos graxos essenciais, pois ndo podem ser
sintetizados pelos mamiferos, por ndo possuirem a enzima delta9-dessaturase, devendo estes
serem obtidos obrigatoriamente a partir da dieta.*

Os Omegas-3, a — linolénico e y — linolénico, sdo considerados antiinflamatorios,

antitrombdticos, antireumaticos e reduzem os lipideos sanguineos além de propriedades
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vasodilatadoras, efeitos benéficos na prevencdo de doencas cardiacas, da hipertensdo, do
diabetes tipo 2 e da artrite reumatéide.*

O é&cido linoléico apresenta o potencial rapido de cicatrizacdo de feridas, por abreviar a
fase inflamatoria quando ingerido. O tratamento tdépico estd relacionado a hidratacdo e
elasticidade da pele que impedi a entrada de micro-organismos e a perda de agua para 0 meio
externo.>* Sendo assim, a fonte de &cido linoléico por micro-organismos também parece

promissora para area farmacéutica.

Atividade Antioxidante

A geracdo de radicais livres esta diretamente relacionada a processos oxidativos, porém,
se a producéo destes radicais supera a capacidade antioxidante em um sistema vivo, estes podem
reagir com lipideos, proteinas e com o DNA conduzindo a danos estruturais/ funcionais nas
células, enzimas e material genético levando a inimeras patologias.?®3°°

Os resultados obtidos foram avaliados a partir da capacidade do DPPH em reagir com 0s
doadores de hidrogénio, na presenga de substancias antioxidantes 0 mesmo recebe H+ sendo
entdo reduzido. Pode ser facilmente detectado por espectroscopia devido a sua intensa absor¢ao
na regido visivel.'**"*" O radical DPPH quando estavel possuia coloracdo pdrpura, porém
quando reduzido vai clareando o tom e passa a ter coloracdo amarela no final.'’

Alguns autores recomendam a utilizacdo do método DPPH por ser um recurso facil e

preciso para a avaliacdo da atividade antioxidante de produtos naturais.?’>317:126636764,2943

a
concentracdo do extrato e atividade antioxidadnte do Aspergillus parasiticus € mostrado

conforme Tabela 5.

Tabela 5. Concentracdo do extrato e atividade antioxidante do Aspergillus parasiticus

Concentracdo do extrato (ug/mL) Atividade Antioxidante (%)

20 11,67
40 29,34
50 44,16
60 50,16
70 66,25
80 68,56
100 82,12
150 90,85
200 94,64

250 98,74
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Os radicais livres e outros oxidantes, vem sendo considerados nos Ultimos anos como
grandes causadores de varias doencas como cancer, doencas cardiovasculares, catarata, declinio
do sistema imune, disfuncdes cerebrais e diabetes mellitus tipo 1. ® No entanto, quando em
excesso, podem gerar o estresse oxidativo (EO), que pode ser definido como as circunstancias
nas quais os radicais livres causam danos teciduais. O excesso desses radicais pode ser
combatido por antioxidantes produzidos pelo corpo ou adquiridos de forma exdgena. ®

A Quantificacdo da concentracdo do extrato e atividade antioxidante foi realizada atraves
da calibragdo do extrato. (figura 3), A equacdo da reta obtida (y- 9,5294x+11,237 e R2 0,9674)
foi empregada para determinar a concentracdo ug/mL de extrato lipidico e atividade

antioxidante, onde X corresponde a concentracdo do extrato e Y atividade antioxidante da
amostra (AA%).

120 4
100 +

80

60 -

y=9,5294x+ 11,237

40 R2=0,9674

Atividade Antioxidante (%)

20

O T T T T T T T T 1
20 40 50 60 70 80 100 150 200 250

Concentracdo do extrato (pg/mL)

Figura 3. Grafico da curva de crescimento atividade antioxidante

O DPPH radical é geralmente quantificado em termos de percentagem de inibicdo do pré-
formado de radicais livres pelos antioxidantes, e o valor de EC50 (concentracdo necessaria para
obter um efeito antioxidante 50%) é um parametro normalmente utilizado para expressar a
capacidade antioxidante e de comparar a atividade dos compostos diferentes. 3’

Apos realizar as leituras e com as médias obtidas foi calculada a diferenga de absorbancia
entre a amostra e 0 branco e as atividades antioxidantes percentuais foram obtidas por regressao
linear, para cada extrato, chegando-se assim & concentracdo necessaria para se obter 50% do
efeito antioxidante (EC50), onde obteve-se a concentragéo de x: 4,0677 pug/mL.
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Demonstrando que em 4,0677 pg/mL da concentracdo do extrato lipidico do Aspergillus
parasiticus possui acdo antioxidante. A capacidade da amostra de reduzir o DPPH, ou seja, evitar
sua oxidacdo,é evidenciada pela porcentagem de DPPH restante no sistema. Entdo a

porcentagem de DPPH restante é proporcional a concentragdo de antioxidante.***’

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam o potencial biotecnoldgico do género
Aspergilus parasiticus UCP 1182, como micro-organismo oleaginoso possuindo a capacidade de
produzir e acumular lipideos em percentuais acima de 20%, caracterizando-0s como micro-
organismos oleaginosos. De acordo com a literatura o uso de lipideos fangicos é efetivo para
producdo de biocombustiveis conforme o perfil de acidos graxos apresentados em cultivo no

meio Czapek.

O cultivo com residuos agroindustriais milhocina e melago de cana-de-acucar, utilizado
nos experimentos, mostraram-se um perfil de acidos graxos, promissor e viavel na formulacéo de

meio de cultivo para obtencao de bioprodutos na area farmacéutica e alimenticia.

O Aspergilus parasiticus UCP 1182 mostrou-se com capacidade antioxidante e
comparadas ao substrato oxidavel retardam significativamente ou inibem a oxidacdo do substrato
quando aumentadas as concentracbes do extrato. Os resultados demostraram que o A.

parasiticus, torna-se viavel em estudos posteriores.
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CONCLUSOES GERAIS

A partir dos dados obtidos durante a realizacdo dos experimentos neste estudo,

pode se concluir que:

Através da citoquimica realizada pela coloracdo Sudan Black foi possivel verificar
0 potencial de acumulacao lipidica nas estruturas intracelulares das amostras de

Aspergillus;

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam o potencial biotecnoldgico do
género Aspergilus parasiticus UCP 1182 como micro-organismo oleaginoso
demonstrando adaptacédo fisiolégica ao meio de cultivo Czapek, evidenciando
rendimento satisfatério na producdo de biomassa e lipideos totais superior as
demais amostras do género, possuindo a capacidade de produzir e acumular

lipideos em percentuais acima de 20%;

O meio de producgdo alternativo elaborado com residuos agroindustriais com a
introducdo de melaco de cana-de-acucar e milhocina proporcionaram um bom
crescimento e uma fonte de reaproveitamento dos residuos de forma sustentavel,
apresentando-se como fonte de inovacdo biotecnoldgica para a producao de
lipideos totais;

Durante a curva de crescimento do A. parasiticus UCP 1182 foi possivel verificar
durante a producédo de lipideos, fase log até 72h e posteriormente fenbmeno
diauxia entre 96h a 120h voltando a fase exponencial até 144h. N&o sendo
constatada a fase de declinio e grandes variacdes no pH na producéo tanto de

biomassa quanto de lipideos;

Os substratos agroindustriais possibilitaram crescimento da amostra conforme o
planejamento fatorial tendo uma boa producéo de lipideos totais acima de 20% da
sua biomassa para todas amostras destacando o ensaio (8) com 48,9% de

lipideos totais.
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v A caracterizacdo dos acidos graxos em meio Czapeck proporcionou a
concentracdo de acidos graxos insaturados com a presenca do linoleico e oleico,

sugerindo um bom resultado para estudos posteriores na producao de biodiesel.

v" A producgdo em meio alternativo melaco de cana-de-acucar e milhocina, favoreceu
0 aparecimento de acidos graxos como o linonénico C:18:3 a-3, mostrando viavel

para a industria farmacéutica e alimenticia.

v O A. parasiticus UCP 1182 , mostrou-se com capacidade antioxidante inibindo a
oxidacdo do substrato quando aumentadas as concentracbes do extrato;
demonstrando que em 4,0677 pug/ mL da concentracdo do extrato lipidico, possui

acao antioxidante, podendo ser melhor estudada em estudos posteriores.
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realizados em universidades, centros de pesquisa e
organizagcfes nacionais ou internacionais, a partir de

atividades de ensino, pesquisa ou extensao.

Os interessados em enviar contribuicdes a revista

devem acessar o site www.unibh.br/revistas/exacta/ e

seguir as instru¢Bes contidas nas Normas Editoriais
disponiveis na aba Sobre. As submiss@es sao online e
além do envio do artigo, seguindo o modelo
apresentado na edicdo Atual da revista, os autores
devem preencher os metadados. Tratam-se de
informacdes importantes sobre cada um dos autores e
da &rea tematica abordada no contetdo do trabalho
cientifico. Esclarecimentos de dividas e informacdes
adicionais e-mail:

podem ser obtidos pelo

exacta@unibh.br.

As secBes subsequentes deste documento se
compdem das normas de formatacdo a serem
adotadas, bem como a estruturacdo basica de um
artigo cientifico. S&o estabelecidas as formas de
inclusdo de objetos ilustrativos, necessarios para
enriquecer e facilitar o entendimento do texto, e
esclarecem a necessidade da insercao das citacdes,
bem como a forma em que as mesmas devem ser
apresentadas. Além disso, o texto explicita, conforme
as normas da ABNT (Associacdo Brasileiras de
Normas Técnicas), o formato das referéncias de
documentos frequentemente consultados, cujas
informacdes podem ser complementadas por Franca e

Vasconcellos (2011). As Ultimas se¢des descrevem 0s

procedimentos utilizados para a avaliagdo dos artigos

e para a publicacdo da revista.
2 NORMAS PARA FORMATACAO

A formatagé@o dos artigos submetidos deve obedecer
as diretrizes estabelecidas neste documento, que
seguem a padronizacdo da ABNT — NBR 6022 (2003)
e NBR 14724 (2005). Aconselha-se ao autor a
utilizacdo deste modelo para editar o artigo. As
informacdes sobre a autoria (Nome do autor, Titulag&do
méaxima. Instituicdo de formagdo, Ano. Funcdo e
Afiliacdo Institucional. Cidade, Unidade Federativa. E-
mail) ser8o excluidas, pela Comissdo Editorial,

durante o processo de avaliacao.

O artigo deve estar salvo no formato Microsoft Word
(.doc) contendo de 6 a 20 paginas. A linguagem deve
ser clara, gramaticalmente correta e na terceira

pessoa do singular.

O alinhamento do texto deve ter formatacéo
justificada, sem cabecalho, rodapé, notas de pé de
pagina, nem numero da péagina. O formato do papel
deve ser A4, com margens superior e inferior de 2,5
cm e margens laterais de 1,5 cm. A fonte do
documento é Arial, o tamanho e estilo da fonte
dependem da secdo em que o texto se insere. Os
paragrafos ndo possuem recuo, tém espacamento
anterior de O pt. e, posterior, de 6 pt.. O espacamento
entre linhas é de 1,5, salvo em casos particulares,

explicitados na sequéncia do texto.
Em um artigo cientifico destacam-se trés elementos:

1. Pré-textuais;
2. Textuais;

3. Pés-textuais.

Optou-se por apresentar esses elementos com
enumeracdo de tépicos para que se esclareca tal
formatacao. Observe-se que os topicos sao separados

por ponto-e-virgula e o ultimo finalizado com ponto. O
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afastamento dos marcadores é de 0,75 e o texto de
1,25.

2.1 ELEMENTOS PRE-TEXTUAIS

O primeiro elemento do artigo € o titulo. E expresso
em Portugués e em Inglés, deve ser breve e inspirado
no objetivo geral do trabalho, refletindo o contetdo do
texto. Em titulos ndo se coloca ponto final. Se houver
subtitulo, este deve ser separado do titulo por dois
pontos (:). Essas informacdes ocupam as linhas
iniciais do documento, ao lado da logomarca da
revista. Devem estar centralizadas, em negrito e efeito
Versalete. O titulo em portugués possui tamanho da

fonte 16 e, 0o em inglés, 14.

Ha uma linha em branco de 12 pontos entre o titulo e
as informacgfes sobre os autores, com espacamento
entre linhas de 1,5. Os nomes em negrito,
centralizados e fonte 12, separados por ponto-e-
virgula e identificados, posteriormente, por
sobrescritos em algarismos ardbicos. Na sequéncia,
para cada autor, devem-se apresentar as seguintes
informacdes em fonte de tamanho 8: Titulagdo
maxima. Instituicdo de formacdo, Ano. Funcdo e
Afiliacéo Institucional. Cidade, Unidade Federativa. E-

mail.

Observe-se que uma linha em branco deve separar 0s

dados supracitados da secéo seguinte.

O Resumo e as Palavras-chave, editados na margem
esquerda, seguidos de dois pontos, sdo formatados
em italico, fonte de tamanho 10 e espagcamento
simples entre linhas. Nos titulos destas se¢fes usa-se
o efeito Versalete. Conforme esclarece a ABNT NBR
6028 (2003), é aconselhavel que o resumo contenha
no maximo 250 palavras e seja editado em um (nico
paragrafo, no qual se ressaltem o objetivo, 0 método,
0s resultados e a conclusao do artigo. Ele deve ser
expresso na voz ativa, na terceira pessoa do singular.

Composto por frases concisas e afirmativas. Devem-

se evitar a enumeracgdo de tépicos e a insercdo de
simbolos e ilustracdes. Na linha posterior séo
discriminadas de trés a seis palavras-chave, que
representam o contelGdo do documento, sendo
utilizadas como chave de busca. S&o separadas entre

si e finalizadas por ponto.

Apés uma linha em branco, inserem-se o Abstract e
Keywords, que sao a versdo em inglés das duas

secgOes anteriores, com a mesma formatacao.

2.2 ELEMENTOS TEXTUAIS

Sao compostos pela Introducéo, Desenvolvimento e
Concluséo.

Como pode ser observado, existem linhas em branco
e um traco separando a Ultima secdo dos elementos
pré-textuais para a Introdugéo, que é a primeira se¢ao
dos elementos textuais. A partir desse ponto o texto é
formatado em duas colunas de 8,6 cm de largura e

espagamento entre colunas de 0,8 cm.

Na Introducdo expbde-se o tema tratado, sua
delimitacdo e foco de abordagem, contextualizando-o
na literatura consultada. Apresentam-se o objetivo
geral e, os especificos, conceituagdes, justificativa e
motivacdo do estudo, um breve relato sobre o plano
de desenvolvimento, enfim, o0s pressupostos
necesséarios a sua compreensdo. No ultimo paragrafo
da Introdug&o deve constar uma descrigdo sintética,
ou seja, a sinopse do contelido abordado nas secdes

subsequentes do artigo.

O Desenvolvimento é o elemento textual central, a
parte principal do artigo. E ele que da a visdo
pormenorizada do tema estudado. Pode ser exposto
em vérias secdes tais como: a revisdo bibliografica, o
marco tedrico que fundamenta a metodologia utilizada,
0 conjunto de técnicas e processos da pesquisa, a
coleta de dados e sua quantificacdo, se for o caso,

além da apresentacgédo e discusséo dos resultados.
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Apresenta-se na Ultima sec¢éo, a Concluséo, a sintese
do que foi estudado, onde se devem evidenciar os
aspectos essenciais da pesquisa, relacionar os
resultados obtidos com os objetivos propostos, expor
as dificuldades encontradas, recomendar, se
conveniente, novas abordagens para o0 tema e sua

extensao em estudos futuros.

Quanto a formatacdo, os titulos das secbes e
subsecbes, com alinhamento a esquerda, sao
destacados do texto por uma linha em branco,
anterior. Devem ser numerados com algarismos
arabicos e com apenas um espaco entre o algarismo e
o titulo, conforme a norma ABNT NBR 6024 (2003).
Todos os titulos possuem fonte 12, com efeito
Versalete e em negrito. Para facilitar, cada vez que se
abrir uma nova secéo, copie e cole o titulo da anterior

para depois edita-lo.

As secdes podem ter subsecbes e estas ainda

comportam mais trés niveis de subdivises. Como
exemplo: 4.2.3 METODOLOGIA designa a terceira

subdivisdo da segunda subsecéo da sec¢éo 4.

O autor deve estar atento ao uso de siglas. Na
primeira utilizacdo de uma sigla, deve-se informar o
seu significado. Na primeira secdo deste documento
foi mencionada a Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas — ABNT - e, posteriormente foi usada
simplesmente a sigla ABNT, j& que era conhecido o
seu significado. Outra observacdo importante € que

palavras em outros idiomas devem vir em italico.

Em relacdo a formatacdo do artigo, deve-se cuidar
para que o titulo de uma se¢do ou subsec¢do nao
ocupe a Uultima linha de uma coluna. Neste caso,
linhas em branco sao providenciais para que 0 mesmo

ocupe a primeira linha da coluna seguinte.

2.3ELEMENTOS POS-TEXTUAIS

Os Elementos Pos-Textuais ndo sdo numerados e se
compdem de: Agradecimentos (opcional), Referéncias,

Apéndices (opcional) e Anexos (opcional).

As referéncias sao obrigatérias em um texto cientifico.
A secdo 5 deste modelo contém informacdes mais

detalhadas sobre as referéncias.

Os apéndices e anexos, conforme consta na ABNT
NBR 6022 (2003), sdo textos ou documentos que
ilustram, comprovam, fundamentam ou completam a
argumentacdo do trabalho desenvolvido. A diferenca
entre eles é que os apéndices sdo de autoria do
préprio autor do artigo e, os anexos, de autoria de
terceiros. Para identifica-los, utilizam-se letras
mailsculas consecutivas, seguidas de travesséo e do
titulo. Somente as palavras Apéndice e Anexo em
caixa alta. As letras de identificacdo e os titulos devem

estar em fonte tamanho 12, em negrito e efeito

Versalete, como nos exemplos: APENDICE A -
QUESTIONARIO DE AVALIACAO ou ANEXO D -
MAPA DA REGIAO METROPOLITANA DE BELO

HORIZONTE.

3 COMO TRATAR AS ILUSTRACOES

As ilustracBes (desenhos, esquemas, figuras,

fluxogramas, fotografias, graficos, mapas,
organogramas, plantas arquitetdnicas, quadros, entre
outras), as equacdes, as férmulas, as tabelas e os
algoritmos séo utilizados com o objetivo de explicar e

facilitar o entendimento do texto.

Tais elementos devem ser referenciados no texto e,
conforme ensinam Franca e Vasconcellos (2011), eles
devem estar tdo préximos quanto possivel da primeira
vez que forem mencionados. Devem ter numeracao
sequencial, em separado para cada categoria,
seguidos do titulo e espagamento simples entre linhas.
Devem-se evitar dividir tabelas, algoritmos, quadros,

etc. Caso tenham sido extraidos de um documento, ja
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publicado, € obrigatéria a indicagdo do mesmo, logo

abaixo do titulo, deve-se inserir: Fonte —

SOBRENOME-DO-AUTOR, ano, p.

pagina. Antes e ap6és a ilustracdo deve-se deixar uma

ndmero-da-

linha em branco para destaca-la do texto.

3.1 FIGURAS

As figuras devem ser incluidas e referenciadas como a
FIG. 1.

raa

Figura 1 — Logo da Revista e-xacta do Centro
Universitario de Belo Horizonte
Fonte - GUIMARAES, 2008, p.3.

Observe-se que o titulo da figura e, se for o caso, a
fonte bibliografica de onde foi extraida sé&o
centralizados e estdo inseridos posteriormente a

mesma.

3.2 ALGORITMOS

Devem ser formatados como o Algoritmo 1, dado a
seguir, com titulo e espagamento simples entre linhas.

Algoritmo 1 — Determina e imprime o menor
entre dois numeros distintos.

Algoritmo
declare A,B,Menor numérico
leia A,B
seA<B
entdo Menor < A
sendo Menor < B
fim se
imprima Menor
fim algoritmo.

3.3 EQUACOES E FORMULAS

Equacdes e férmulas devem ser numeradas e citadas

no texto conforme a Eq. 1:

/== @)

onde: f = frequéncia [Hz], ¢ = velocidade da luz no

vacuo = 3.10° [m/s], A = comprimento de onda [m].

3.4 TABELAS

As tabelas sdo formatadas segundo a TAB. 1.
Observe-se que a numeragdo e os titulos das tabelas
séo centralizados e colocados antes das mesmas.

Tabela 1

Parametros montagem das Medicdes

Medicéo f h,
1 200MHz 75cm
2 400MHz | 33,33 cm
3 900MHz | 16,67 cm
4 1800MHz | 8,33 cm

Fonte - GUIMARAES, 2008, p.2.

4 A IMPRESCINDIBILIDADE DAS CITACOES

Como esclarecem Franga e Vasconcellos (2011): “A
fonte de onde foi extraida a informacdo deve ser
citada obrigatoriamente, respeitando desta forma os
direitos autorais.” E, portanto, imprescindivel que o
autor cite as fontes bibliograficas que nortearam suas
ideias no desenvolvimento do trabalho. S&o elas que
dao credibilidade & argumentacdo, ao emprego da
metodologia utilizada para a obtencé@o dos resultados

da pesquisa.

As citagBes podem ser diretas ou indiretas, como
determina a norma ABNT NBR 10520 (2002). As
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citacbes diretas sdo transcritas como aparecem nho
texto original. Se possuirem até trés linhas séo
editadas no corpo do texto, entre aspas. Observe-se a
citacdo apresentada na parte inicial desta secéo.
Aquelas que excedem este valor sdo destacadas

COmo a que se encontra a seguir.

As citagBes longas, com mais de trés linhas, devem
constituir um paragrafo independente, com recuo
de 1,25, fonte de tamanho 9 e espagamento
simples entre linhas. As aspas sédo desnecessarias,
ja que a formatacgéo diferenciada induz tratar-se de
uma citac@o direta. Ao final deve-se colocar entre
parénteses o sobrenome do autor em caixa alta,
seguido de virgula, o ano de publicacdo e, se
possivel, o0 nimero da pagina. (SOBRENOME-DO-
AUTOR, ano, p. X).

As citagOes indiretas sao livres, isto é, reproduzem as

ideias do autor consultado com outras palavras, como

consta em (MICHEL, 2005, p.127).

As normas da ABNT estabelecem formas diferentes
para a indicacdo dos autores nas citacdes, como
podem ser vistas em Franca e Vasconcellos (2011) ou
(FRANCA; VASCONCELLOS, 2011).

Observe-se que as duas citacbes do paragrafo
anterior sdo apresentadas de maneiras diferentes. A
primeira com apenas 0 ano entre parénteses e, nesse
caso, os sobrenomes dos autores, com as letras
iniciais mailsculas, sdo separados por virgulas e a

conjungao aditiva “e”. Na segunda, todos os
sobrenomes dos autores sdo editados em caixa alta,
separados por ponto-e-virgula, sendo o ultimo seguido
de virgula e o ano de publicagéo. Pode-se inserir apos
0 ano, a pagina de onde foi extraida a informagéo
citada. Caso o documento possua mais de trés
autores, deve-se indicar na citacdo, como também em
seu registro nas Referéncias, o sobrenome do
primeiro autor acompanhado da expressao latina et
al., em itdlico, seguida de virgula e o ano de
publicacdo. Como o exemplo a seguir: Sobrenome-do-
primeiro-autor et al. (ano) ou (SOBRENOME-DO-

PRIMEIRO-AUTOR et al., ano).

5 NORMAS PARA AS REFERENCIAS

As referéncias, separadas por um traco das sec¢les
anteriores, sdo apresentadas ao final do artigo. Elas
sdo obrigatérias em um artigo cientifico e devem ser
composta pelas fontes efetivamente consultadas.
Além disso, todo documento pertencente as
referéncias deve ser citado no texto e vice-versa, toda
citacdo deve ter seu documento fonte presente nas

referéncias.

A lista dos titulos bibliograficos deve estar em ordem
alfabética usando o sobrenome dos autores como
primeiro pardmetro e, como segundo, o titulo da
publicacdo. A transcricAo dos elementos que
compdem as referéncias deve estar de acordo com as
normas da ABNT, especificadas em (FRANCA,;

VASCONCELLOS, 2011).

A norma ABNT NBR 6023 (2002) define que as
referéncias devem ser alinhadas a margem esquerda
do texto, editadas com espagamento simples entre
linhas, sem afastamento anterior e posterior entre
paragrafos. Para destaca-las, elas sdo separadas por

uma linha em branco.

O formato das referéncias depende do tipo de

documento  consultado, sendo o0s principais
apresentados nas subsecfes dadas a seguir, cujas
informacdes, em sua maioria, foram extraidas de
(FRANCA; VASCONCELLOS, 2011). Alguns codigos

devem ser observados. Quando estiver escrito:

e AUTOR - Deve-se escrever o Sobrenome do
primeiro autor em caixa alta, seguido de virgula, e
demais nomes deste autor, apenas com as
primeiras letras em caixa alta ou as iniciais
seguidas de ponto e um espaco entre elas. Caso
haja de dois a trés autores, coloca-se entre eles
um ponto e virgula e repete-se a formatacéo
apresentada para cada um deles. Se houver mais

de trés autores coloca-se apenas as informacdes
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sobre o primeiro e em seguida, em itélico, a
expressao latina et al.

e Informacdo — deve-se colocar a informagdo em
italico.

e Informagdo — Deve-se colocar a informag&o com a
fonte em estilo normal.

¢ (Informacao) — Deve-se colocar a informacéo entre
parénteses.

e <Informacdo> - Deve-se apresentar a informacéo
entre os simbolos <>.

¢ Informacdo. — Deve-se colocar apés a informacao
um ponto final.

e Cidade: Editora, Ano. — Deve-se colocar a cidade
na qual o documento foi publicado, seguida de dois
pontos, a editora, seguida de virgula e o ano de
publicacéo, seguido de ponto final.

e Edicdo — Deve-se indicar o nimero da edicdo do
livro, seguida de ponto e depois de um espaco
coloca-se ed,, a abreviatura de edicao.

e Acesso em: 25 dez. 2000. Indica a data em que um
documento online foi acessado. A expressao
Acesso em, seguida de dois pontos, um espaco. o
dia da consulta, mais um espago, seguido da
abreviatura do més e depois de um espaco o ano,
seguido de ponto. As abreviaturas dos meses séo:
jan., fev., mar., abr., maio, jun., jul., ago., set., out.,

nov. e dez.

5.1 LIvROS

Impresso

AUTOR. Titulo: subtitulo. Edicdo. Cidade: Editora,
Ano. Nimero de paginas p. ISBN nimero do ISBN.

Eletrénico
AUTOR. Titulo: subtitulo. Edicdo. Cidade: Editora,
Ano. (disquete, ou CD-ROM) ou Disponivel em

<endereco eletrdnico do site>. Acesso em: dia
abreviatura do més Ano. ISBN nimero do ISBN.

5.2 CAPITULO DE LIVRO

Impresso

AUTOR DO CAPITULO. Titulo do capitulo. In: AUTOR
DO LIVRO. Titulo: subtitulo do livro. Edi¢do. Cidade:
Editora, Ano. Capitulo n.° do capitulo. pagina inicial —
pagina final do capitulo. ISBN namero do ISBN.

Eletronico

AUTOR DO CAPITULO. Titulo do capitulo. In: AUTOR
DO LIVRO. Titulo: subtitulo do livro. Edicdo. Cidade:
Editora, Ano. (disquete, ou CD-ROM) ou Disponivel
em <endereco eletrbnico do site>. Acesso em: dia
abreviatura do més Ano. ISBN ndmero do ISBN.

5.3 ARTIGO DE PERIODICO
Impresso

AUTOR DO ARTIGO. Titulo do artigo. Titulo do
periédico, Cidade, v. nimero do volume, n. nUmero do
fasciculo, pagina inicial — pagina final, abreviatura do
més Ano. ISSN ndmero do ISSN do periddico.

Eletrénico

AUTOR DO ARTIGO. Titulo do artigo. Titulo do
periédico, Cidade, v. nUmero do volume, n. nUmero do
fasciculo, pagina inicial — pagina final, abreviatura do
més Ano. Disponivel em <endereco eletrdnico do
site>. Acesso em: dia abreviatura do més Ano. ISSN
numero do ISSN do periddico.

5.4 ARTIGO DE JORNAL
Impresso

AUTOR DO ARTIGO. Titulo do artigo. Titulo do jornal,
Cidade, dia, abreviatura do més Ano. Nimero ou
Titulo do caderno, secdo ou suplemento, pagina inicial
— pagina final.

Eletrénico
AUTOR DO ARTIGO. Titulo do artigo. Titulo do jornal,
Cidade, dia, abreviatura do més Ano. Disponivel em

<endereco eletrdnico do site>. Acesso em: dia
abreviatura do més Ano.

5.5 TRABALHOS ACADEMICOS — MONOGRAFIAS,
DISSERTACOES E TESES

Impresso

AUTOR. Titulo: subtitulo. Ano de apresentacao.
Numero de folhas f. Categoria do Trabalho Académico



Rosa- Ledo N. S. Avaliacdo do potencial biotecnoldgico do Aspergillus spp. para producéo... 94

(Area de Concentragdo) — Nome da Escola ou
Instituto, Nome da Instituicdo Universitaria, Cidade,
Ano da defesa.

Eletronico

AUTOR. Titulo: subtitulo. Ano de apresentagéo.
Numero de folhas f. Categoria do Trabalho Académico
(Area de Concentracdo) — Nome da Escola ou
Instituto, Nome da Instituicdo Universitaria, Cidade,
Ano da defesa. (CD-ROM ou disquete) ou Disponivel
em <endereco eletrbnico do site>. Acesso em: dia
abreviatura do més Ano.

5.6 TRABALHOS APRESENTADOS EM EVENTOS
Impresso

AUTOR DO TRABALHO. Titulo: subtitulo. In: NOME
DO EVENTO, numero, ano, cidade de realizacao.
Titulo da publicagdo: subtitulo. Ano de apresentacgéo.
Cidade da publicacdo: Editora, Ano. Pagina inicial —
pagina final do trabalho.

Eletrénico

AUTOR DO TRABALHO. Titulo: subtitulo. In: NOME
DO EVENTO, ndmero, ano, cidade de realizacao.
Titulo da publicagdo: subtitulo. Ano de apresentacao.
Cidade da publicacédo: Editora, Ano. Pagina inicial —
pagina final do trabalho. (CR-ROM ou disquete) ou
Disponivel em <endereco eletrdnico do site>. Acesso
em: dia abreviatura do més Ano.

5.7 SITES

NOME DO SITE. Titulo do servi¢co ou produto. Cidade:
Entidade, Ano. Disponivel em <endereco eletrénico do
site>. Acesso em: dia abreviatura do més Ano.

5.8 LEIS E RESOLUCOES

NOME DO PAI[S, ESTADO MUNICIPIO OU NOME DA
ENTIDADE. Orgdo. Titulo. Tipo de documento,
Numeracdo. Dia de més de ano. Elementos
Complementares que identificam o documento. Dados
de publicacdo do documento. Cidade, data.

6 PROCESSO DE AVALIACAO DO ARTIGO

ApOs a submissdo do artigo, inicia-se o processo de

avaliacdo, que utiliza o sistema de revisdo anbnima

por pelo menos dois pareceristas ou double blind
review. E criada uma versdo do arquivo em formato
PDF (Portable Document Format), do qual se extraem
as informacfes que identificam sua autoria. Em
seguida o artigo é enviado a dois pareceristas. Caso
0s pareceres sejam conflitantes, um terceiro revisor é
acionado para que a Comisséo Editorial tenha o aval
duplo de aceitagc&o ou rejeicdo. Os pareceres quando
recebidos sdo, também, formatados em PDF e
enviados aos autores, sem a identificacdo de quem

emitiu o parecer.

Sendo o artigo aceito para a publicacdo com restricdo,
0s autores devem acatar as recomendacdes dos
pareceristas e providenciarem o envio da nova versao

do artigo.

Apés a correcdo, a Comissdo Editorial insere 0 nome
do autor, enumera as paginas e demais dados
pertinentes ao periddico, contendo informacdes sobre

a edicao da revista (volume, niUmero, paginas etc.).

Deve-se ressaltar que o artigo (originalidade, autoria,
contelido abordado etc.) é de inteira responsabilidade
do autor, assim como a apresentacdo do texto no
padrdo culto da lingua. A Comissdo Editorial se da o
direito de alterar a formatacdo e a linguagem do texto

para ajusté-las ao padrdo da revista.

7 PUBLICACAO

A Ultima etapa do processo editorial € a publicacdo da
revista. A nova edicdo € disponibilizada com o
Sumario, que elenca os titulos dos artigos, os
respectivos autores e o link para o Resumo. Ao
acessar 0 Resumo, o usudrio pode baixar o artigo

completo no formato PDF.
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INSTRUCOES AO S AUTORES- REVISTA QUIMICA NOVA

1. GERAL

Serdo considerados para publicacdo na Revista Quimica Nova manuscritos em Portugués, Inglés
e Espanhol, que cubram as éareas tradicionais da Quimica bem como artigos sobre Ensino de
Quimica, Histdria da Quimica, Politica Cientifica, etc, além de artigos de areas afins, desde que
tenham acentuado conteldo quimico. Os trabalhos devem se encaixar dentro de uma das modalidades
abaixo:

Artigos Originais: refere-se a trabalhos inéditos de pesquisa. Devem seguir a forma usual de apresentagao,
contendo as secOeslntroducédo, Parte Experimental, Resultados e Discussdo, Conclusdo e Referéncias, de acordo
com as peculiaridades de cada trabalho. Deverdo ter no maximo 25 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas e
outros elementos.

Artigos sobre Educacao: trabalhos de pesquisas relacionadas ao ensino de graduagdo em Quimica e divulgacédo de
experiéncias inovadoras no ensino de graduagdo e pds-graduacdo. Deverdo ter no maximo 25 paginas, incluindo
figuras, tabelas, esquemas, e outros elementos.

Notas Técnicas: trabalhos de comunicacdo de métodos, técnicas, aparelhagens ou acessorios desenvolvidos no
laboratorio de origem do autor do manuscrito, desde que apresentem acentuado conte(ido quimico. Devem seguir a
forma usual de apresentacdo, contendo as  seg¢Bes Introdugdo, Parte  Experimental, Resultados
e Discussdo, Conclusdo e Referéncias, de acordo com as peculiaridades de cada trabalho. Deverdo ter no maximo 25
paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc.

Assuntos Gerais: abordagem de assuntos de interesse geral dos quimicos, tais como politica cientifica, programas
de graduacdo e pds-graduacdo, histéria da quimica, etc. Deverdo ter no maximo 40 péginas, incluindo figuras,
tabelas, esquemas e outros elementos.

Artigos de Revisdo: destinados a apresentagdo do progresso em uma area especifica de Quimica, com o objetivo de
dar uma visdo critica do estado da arte do ponto de vista do especialista altamente qualificado e experiente. Deverdo
ter no maximo 40 paginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas e outros elementos.
Para submeter um artigo de Revisdo, é imprescindivel que o autor tenha publicagcbes que comprovem a sua
experiéncia e qualificacdo na referida &rea. Antes do envio do manuscrito, o autor devera submeter & editoria,
para quimicanova@sbg.org.br, um resumo da revisdo pretendida, acompanhado de uma carta explicativa da
pertinéncia do trabalho e lista de publicacdes do autor na area em que pretende publicar. O material serd analisado
pelos Editores e, uma vez aprovado, serd solicitado ao autor o envio do manuscrito completo, dentro das normas de
QN, e s6 entdo sera dado inicio ao processo de avaliacdo pelos assessores. O aceite da submissdo ndo garante a
publicacdo do manuscrito, que passara pelo processo formal de avaliacdo equivalente ao das outras modalidades.

2. ANTES DA SUBMISSAO
1.1 Direitos autorais

Ao submeter um manuscrito a revista Quimica Nova, assume-se que ele ndo foi
publicado previamente, que ndo esta sob processo de avaliacdo por outra entidade e que ndo sera
publicado simultaneamente em outro veiculo de divulgacdo, no mesmo formato, sem a
permissdo por escrito dos Editores. Além disso, subentende-se que o autor responsavel pela
submissdo tem o consentimento de todos os outros autores. Os autores também concordam que
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os direitos autorais do manuscrito serdo transferidos para a Sociedade Brasileira de Quimica
(SBQ), caso 0 manuscrito seja aceito para publicagdo. Manuscritos aceitos e ilustrages se
tornardo propriedades da SBQ.

1.2 Organizagdo do manuscrito

Os manuscritos deverdo apresentar clareza e concisdo. A se¢do Introducdo devera
identificar de forma clara e breve, utilizando-se de referéncias relevantes, a natureza do problema
sob investigacdo e o conhecimento prévio a respeito dele. Revisdes extensas da literatura ndo
serdo aceitas. A secdo Parte Experimental pode preceder ou vir apos a secdo Resultados e
Discussdo, mas devem ser necessariamente separadas. A secdo Conclusdes, que resumird
brevemente as principais conclusdes do trabalho, deverd ser disposta logo apds a
secdo Resultados e Discussdo. A parte experimental do manuscrito deve descrever 0s
experimentos de maneira suficientemente detalhada para que outros pesquisadores possam
reproduzi-los. O grau de pureza dos materiais utilizados deve ser fornecido, bem como todas as
quantidades utilizadas. A descricdo de procedimentos ja estabelecidos ndo é necessaria.

A instrumentacdo utilizada s6 deve ser descrita caso ndo seja padrdo. Deve-se referir a
instrumentos disponiveis comercialmente a partir de suas marcas e modelos. Todos 0s compostos
novos devem ser completamente caracterizados, incluindo dados espectroscopicos e andlises
elementares. Espectros de massas de alta resolucdo poderdo substituir analises elementares caso
sejam acompanhados de provas inquestionaveis da pureza da amostra (pontos de fusdo, cépias
dos espectros RMN, etc.). Para compostos sintetizados em formas enantiomericamente puras ou
enantiomericamente enriquecidas, sua rotacdo especifica devera ser fornecida. Nos casos em que
0 excesso enantiomérico for determinado por técnicas cromatograficas e/ou espectroscopicas, as
copias dos cromatogramas e/ou espectros devem ser inclusas no Material Suplementar (ver
secdo Material Suplementar).

Muitas publicacGes de Quimica Tedrica e/ou Computacional utilizam rotinas baseadas
em métodos bem documentados, sejam semi-empiricos ou ab initio. Neste caso é suficiente citar
a variante utilizada, referindo-se a publicacbes importantes nas quais 0s métodos foram
desenvolvidos, e o programa de computador utilizado, indicando brevemente as modificacfes
realizadas pelo autor.

E de responsabilidade dos autores a obtencdo de permissdes para reproducéo de graficos
e imagens retiradas de outros periddicos. Essas permissdes para reproducdao devem ser enviadas
no momento da submissdo, juntamente com 0s outros arquivos do manuscrito. A reproducéo
deve também ser informada nas respectivas legendas. Os manuscritos em lingua inglesa que
forem considerados para avaliacdo deverdo portar certificado de correcdo de idioma emitido por
empresa especializada. O certificado deve ser enviado através da plataforma ScholarOne no
momento da submissdo da versédo revisada do manuscrito.

Geral

Deve-se utilizar a fonte Times New Roman, tamanho de 12 pt e cor preta. O espagamento entre
linhas deve ser de 1,5%. As paginas devem ser numeradas consecutivamente, no canto inferior
direito. As linhas e os titulos e subtitulos das se¢des ndo devem ser enumerados. Os titulos das
secOes devem ser escritos em negrito e caixa alta, os subtitulos apenas em negrito e 0s
subsubtitulos apenas em italico.
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A segunda pagina devera conter o titulo e o resumo do trabalho, ambos em inglés, com no
méaximo 200 (duzentas) palavras, e a indicacdo de 3 a 5 palavras-chave (keywords), também em
inglés. O texto deve se iniciar a partir da terceira pagina do manuscrito.

Ao longo do texto, o autor deve se atentar as seguintes regras:

o Palavras em lingua estrangeira (inglés, francés, latim, etc.) deverdo ser escritas em italico.
o Nomes cientificos de espécies devem ser escritos em italico, com a primeira letra do nome
em caixa alta.

Alguns exemplos:

... 0S experimentos foram realizados in situ;

A bactéria Escherichia coli...;

O tratamento dos dados foi realizado a partir do software Origin;

o Todas as unidades devem ser separadas dos valores por um espago simples (inclusive o grau
Celsius). A mesma regra € valida para o caso de unidades em sequéncia.

Alguns exemplos:

10 °C;
15 mg L-1 (evitar mg/L);
10 m s-2 (evitar m/s2);

Atencdo: Toda a nomenclatura utilizada devera ser consistente, clara e de acordo com as regras
estabelecidas por entidades apropriadas, como IUPAC, International Union  of
Biochemistry, Abstracts Service, Nomenclature Commitee of the American Chemical Society,
entre outras. Simbolos e unidades deverdo seguir as recomendagdes da IUPAC. Os autores
devem evitar o uso de unidades que ndo fazem parte do SI.

Detalhes

A primeira pégina devera conter o graphical abstract (ver secdo Graphical Abstract), titulo do
trabalho, em negrito e caixa alta, nome dos autores em negrito e endere¢o. Se o endereco onde o
trabalho foi conduzido é diferente do endereco atual de qualquer um dos autores, uma nota de
rodapé indicando a posicao atual pode ser incluida. Havendo autores com diferentes enderecos,
estes deverdo ser listados em sequéncia e indicados utilizando-se letras sequénciais.

entre outras. Simbolos e unidades deverdo seguir as recomendagdes da IUPAC. Os autores
devem evitar o uso de unidades que ndo fazem parte do SI.

Normas para elementos graficos e tabelas

Gréaficos e Figuras: textos, nomes dos eixos e quaisquer outros elementos textuais que
acompanham os elementos graficos devem ser consistentes ao longo de todo o trabalho em
relacdo a fonte, ao tamanho da fonte, ao espacamento e a cor. Para elementos gerados por
computador, deve-se evitar planos de fundo ou sombreamento.

Formulas estruturais e equacgdes quimicas: todas as estruturas quimicas ou equagdes devem
ser escritas utilizando a mesma fonte ao longo do manuscrito.

Equacdes: as equacdes devem ser escritas utilizando-se um editor de equacdes (MathType,
Equation, entre outros) e devem ser numeradas sequencialmente ao longo do manuscrito.
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Fotografias: As fotografias devem apresentar contraste e ndo devem ser montagens. Caso haja
necessidade de uma escala, ela deve ser desenhada sobre a figura e ndo abaixo. N&o serdo aceitas
fotografias de equipamentos comerciais.

Tabelas: as tabelas devem ser formatadas de modo a fornecer informacdes diretas ao leitor.
Sombreamentos e negritos devem ser evitados. Qualquer informacdo extra deve vir abaixo da
tabela, na forma de nota de rodapé, utilizando-se as letras a, b, ¢ e assim por diante.

Graphical abstract (em inglés): O graphical abstract deve resumir o contetdo do trabalho de
forma concisa e dedicada a capturar a atengcdo de um publico amplo. O autor deve apresentar
uma figura nova, usando como pardmetro uma estrutura chave, uma reacdo, uma equagao, um
conceito, um gréfico, um teorema, entre outras possibilidades. Recomenda-se que seja de carater
artistico e possua cores diversas. Ndo serdo aceitas fotos de equipamentos comerciais.
Atencdo: a imagem deve possuir alta resolucdo (em formato .tiff, .jpg ou qualquer outro de
ampla utilizacdo que possa ser editado) e tamanho de 4 cm de altura por 8 cm de largura [os
elementos textuais devem ser legiveis nessas dimensdes]. Junto com o graphical abstract, o autor
deverd enviar um texto explicativo em inglés (em arquivo .txt, .rtf ou .doc) de, no maximo, 3
linhas.

Normas para citacoes e lista de referéncias

Os elementos gréficos e as tabelas devem ser numeradas e citadas no texto, utilizando-se a
primeira letra em caixa alta. N&o se deve abreviar as citacdes.

Alguns exemplos:

... como pode ser verificado na Tabela 1.

A Figura 3 mostra o sistema utilizado...

(Tab. 1, Fig. 1 e quaisquer outras abreviac@es dos titulos dos elementos ndo devem ser
utilizadas)

As citacdes de referéncias devem ser feitas de forma consecutiva, na forma numérica sobrescrita
(sem parénteses ou colchetes), sempre apds a pontuacdo, quando houver. Citagdes de duas ou
mais referéncias devem ser separadas por virgulas. Citacbes de trés ou mais referéncias
consecutivas devem ser agrupadas, utilizando-se o hifen (-). N&o utilizar espacos entre as
citacBGes ou entre a citacdo e o caractere sobre o qual estd posicionada.

Alguns exemplos:

Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura.3,7,8

Existe extensa literatura a respeito do sistema utilizado,9-12 bem como das propriedades dos
materiais empregados.13

salicilato de sodio,1-3

Nishide et al.,4

... pela reducéo do acido cromico,4-8,12

(Trés ou mais referéncias consecutivas devem ser citadas utilizando-se o hifen)

Na secdo Referéncias, as abreviagdes dos titulos de periddicos devem estar de acordo com as
definidas no Chemical Abstracts Service Source Index (ver http://cassi.cas.org). Caso o
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periddico ndo esteja listado no CASSI, o titulo deve ser escrito por extenso.
As normas para 0 ano, 0 volume e as paginas seguem abaixo para diversos tipos de literaturas. A
pontuacdo, 0s espacamentos, 0s negritos e os italicos devem ser verificados com atencéo.
Manuscritos com referéncias fora das normas da revista serdo reenviados ao autor até que 0s
erros sejam verificados e corrigidos.

1. Varma, R. S.; Singh, A. P.; J. Indian Chem. Soc. 1990, 67, 518.

2. No caso especial da revista citada néo ser de facil acesso, é recomendado citar o seu
namero de Chemical Abstract, como segue:

Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. I.; 1zv. Vyssh. Uchebn.
Zadev.; Khim. Khim. Tekhnol. 1976,19, 708. (CA 85:780515).

3. Caso o trabalho tenha doi, mas néo a referéncia completa, citar DOI da seguinte maneira:
Vidotti, M.; Silva, M. R.; Salvador, R. P.; de Torresi, S. I. C.; Dall'Antonia, L.
H.; Electrochimica Acta (2007), doi:10.1016/j.electacta.2007.11.029.

4. E recomendado o uso de referéncias compostas na medida do possivel, em lugar de uma
lista de referéncias individuais. O estilo das referéncias compostas é o seguinte:

Varela, H.; Torresi, R. M.; J. Electrochem. Soc. 2000, 147, 665; Lemos, T. L. G.; Andrade, C. H.
§.; Guimarées, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-Filho, R.; J. Braz. Chem. Soc. 1996, 7, 123;
Angelo, A. C. D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; Sambrano, J. R.;Quim. Nova 2001, 24, 473.
Patentes:

Devem ser identificadas da seguinte forma (na medida do possivel 0 nimero do Chemical
Abstracts deve ser informado entre parénteses).

5. Hashiba, I.; Ando, Y.; Kawakami, |.; Sakota, R.; Nagano, K.; Mori, T.; Jpn. Kokai Tokkyo
Koho 79 73,771 1979.(CA 91:P193174v)

6. Kadin, S.B.; US pat. 4,730,004 1988. (CA 110:P23729y)

7. Eberlin, M. N.; Mendes, M. A.; Sparrapan, R.; Kotiaho, T.; Br P1 9.604.468-3,1999.

Livros:

com editor(es):

8. Regitz, M. Em Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus Chemistry; Regitz, M.;
Scherer, O. J., eds.; Georg Thieme Verlag: Stuttgart, 1990, cap. 2.

sem editor(es):

9. Cotton, F. A.; Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5th ed., Wiley: New York,
1988.

Programas de computacao (Softwares):

10. Sheldrick, G. M.; SHELXL-93; Program for Crystal Structure Refinement; Universidade de
Gottingen, Alemanha, 1993.

Teses:

11. Velandia, J. R.; Tese de Doutorado, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Brasil,
1997.
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Material apresentado em Congressos:

12. Ferreira, A. B; Brito, S. L.; Resumos da 20a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Quimica, Pogos de Caldas, Brasil, 1998.

Paginas Internet:

http://www.sbq.org.br/jbcs, acessada em Junho 2001.

Material nédo publicado:

Para material aceito para publicacdo: Magalhaes, U. H.; J. Braz. Chem. Soc., no prelo.

Para material submetido mas ainda ndo aceito: Magalhées, U. H.; J. Braz. Chem.

Soc., submetido. Para trabalho ndo publicado ou comunicagéo pessoal: Magalh&es, U. H.;
trabalho nédo publicado ou Magalhaes, U. H., comunicacao pessoal. Resultados ndo publicados sé
poderdo ser citados com a permissao explicita das pessoas envolvidas na sua obtencéo.
Manuscritos contendo RMN, IV, espectros de massas, etc.

Sempre que um composto é sintetizado ou identificado (novo ou conhecido previamente), é
obrigatdrio o envio de todos os dados espectrais (dados e espectros) como Material Suplementar
(ver secdo Material Suplementar) no momento da submissdo do manuscrito.

Material Suplementar

Esta modalidade foi criada para que o texto principal seja objetivo e contenha o ndmero
estritamente necessario de Figuras e Tabelas. O conteldo do Material Suplementar (MS) devera
ser colocado no final do trabalho, ap6s a secdo REFERENCIAS. Quando houver MS, deve ser
criada uma secdo MATERIAL SUPLEMENTAR, logo apds a secdo CONCLUSAO, com a
descricdo de seu contetdo. O texto deve também indicar o acesso livre ao MS a partir do website
da revista Quimica Nova (http://quimicanova.sbq.org.br/).

Elementos gréficos e Tabelas do Material Suplementar devem ser numeradas
sequencialmente, com a letra S ap6s a numeracdo. Ex: Figura 1S, Tabela 4S, etc.
Apesar de complementar a informacdo do manuscrito, 0 MS deve ser um documento completo.
Caso sejam usadas referéncias, elas devem ser listadas ao final do préprio MS e numeradas na
forma 1S, 2S,
Os Editores poderdo solicitar aos autores, em qualquer fase da tramitacdo, a separacdo d
Material Suplementar.
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MODELO/ REVISTA QUIMICA NOVA

A REACAO DE METATESE DE OLEFINAS: REORGANIZACAO E CICLIZACAO DE
COMPOSTOS ORGANICOS titulo: todas as letras maitisculas

José A. Benicio®, Maria C. Cavalcante® e Jodo D. de Almeida ®* marcar com asterisco o autor
gue submeteu o artigo

®Aqui vai o endereco. Lembre-se de que a menor unidade usada deve ser o departamento (néo
citar laboratorio, grupo, etc), depois instituto (se houver), depois universidade. Sempre tudo por
extenso. Exemplo: Departamento de Quimica, Universidade Estadual de Maringéa, 87020-900
Maringa — PR, Brasil

®Caso haja autores de outro instituto, separar os autores por endereco, como foi feito aqui. Nesse
caso, aqui entra o endereco de Maria C. Cavalcante

( ) Manuscrito com material suplementar

( ) Manuscrito sem material suplementar

*e-mail: insira aqui o email do autor que submeteu o artigo
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THE OLEFIN METATHESIS REACTION: REORGANIZATION AND CICLIZATION OF
ORGANIC COMPOUNDS titulo em inglés do seu manuscrito, com todas as letras maisculas e sem

negrito

Aqui deve ser escrito o abstract do seu artigo, ndo se esqueca de que ele deve apresentar no

méaximo 200 palavras.

Keywords: keywordl; keyword2; keyword3. insira entre 3 e 5 keywords
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INTRODUCAO

Os titulos da secdo sdo escritos com todas as letras maiusculas e em negrito. Deve haver

espacamento antes e depois do titulo da secéo.

Subtitulol subtitulo— Apenas a 12 letra maitscula, em negrito. Deve haver espagamento antes e depois

do subtitulo

Aqui entra o seu texto. Caso haja alguma citagdo a ser feita, ela deve seguir este padréo.* Caso
queira citar um intervalo de trés ou mais referéncias em sequéncia, use dessa forma.>* Quando
forem apenas duas ou ndo estiverem em sequéncia, usar a virgula.'*® Repare que todas elas
aparecem logo ap6s a pontuacgao e ndo apresentam espacos.

Como pode perceber, os paragrafos ndo apresentam tabulacdes. Favor manter esse padrdo

durante todo o texto. Caso queira inserir uma figura, seguir o padrdo como na Figura 1.

Testosterone (C,4H,,0,)

Figura 1. A descricdo da figura deve ter esse formato. Em italico e sem ponto final

Todas as figuras devem ser incluidas no texto, logo ap6s serem citadas pela primeira vez.

Tabelas também sdo indicadas como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Siga esse padréo. O titulo em negrito e a descri¢do do titulo sem negrito ou italico.

Né&o colocar ponto final

Ao final do rodapé das tabelas: deve ter ponto final
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Deve haver espaco entre numero e unidade (por exemplo, 1 h) e as unidades devem ser
abreviadas.

Termos ou expressdes em inglés ou em latim — em italico

Subtitulo2

Sub-subtitulo Sub-subtitulo de secdo s6 a 1> em mailscula e em italico. Deve haver espacamento apenas
antes do sub-subtitulo.

As figuras (incluindo graficos, esquemas, etc) deverdo ser em nimero maximo de 7 figuras e ter
qualidade grafica adequada (usar somente fundo branco). Para nmero maior, utilizar o Material
Suplementar. A resolucdo minima é de 300 dpi. No caso particular de esquemas contendo

estruturas quimicas, estas deverdo ter sempre a mesma dimensdo, para que possam ser reduzidas

uniformemente, além de boa qualidade grafica

Outro subtitulo do trabalho

Outro sub-subtitulo do trabalho

PARTE EXPERIMENTAL

Primeiro subtitulo da parte experimental

Primeiro sub-subtitulo da parte experimental

RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiro subtitulo dos resultados e discussao

Primeiro sub-subtitulo dos resultados e discusséo

CONCLUSAO

MATERIAL SUPLEMENTAR
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Quando houver material suplementar, ele deve ser indicado aqui, com a descricdo do material,
similar a: Algumas imagens dos sistemas utilizados neste trabalho estdo disponiveis em

http://quimicanova.sbg.org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Caso seu manuscrito contenha material suplementar, escreva aqui, apés as referéncias, o texto e
também insira as figuras, tabelas e esquemas. N&o esqueca que as legendas das figuras e titulos

das tabelas se diferenciam das do texto principal por conter a letra S. Por exemplo:

Tabela 1S. Siga esse padréo. O titulo em negrito e a descri¢do do titulo sem negrito ou italico.

Né&o colocar ponto final

Ao final do rodapé das tabelas: deve ter ponto final.

Exemplo de figura:

Testosterone (C,,H,0,) Progesterone (C,,H;,0,)

Figura 1S. A descricdo da figura deve ter esse formato. Em italico e sem ponto final

Atencdo: As figuras e tabelas devem ser inseridas no texto, como indicado neste template, mas
também devem ser inseridos os arquivos originais separadamente na plataforma ScholarOne.
Todas as figuras devem ter alta resolucdo. Figuras em baixa resolucdo causam atrasos na
publicagdo de seu trabalho. Para mais detalhes, consultar as “Instru¢des para Autores” em nosso

website.




