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RESUMO

Buscando fontes energéticas menos poluentes foi criada em 2005 no Brasil a lei n°
11097 que estipula a adicdo de biodiesel ao diesel vendido nos postos de combustiveis,
fazendo com que a producdo do biocombustivel aumentasse exponencialmente. Com a
producdo do biodiesel existe a geracdo de 10% de glicerol durante o processo, que ja
esta se tornando problematico para os produtores e podendo se tornar um passivo
ambiental. Utilizando da biotecnologia pode-se utilizar micro-organismos para
transformar o glicerol em biomoléculas de maior valor agregado sanando o problema e
até aumentando a rentabilidade da producdo do biodiesel. O presente trabalho teve
como objetivo isolar um micro-organismo, observar e quantificar a degradacdo do
glicerol e os produtos de seu metabolismo. Utilizando o rumen bovino como fonte de
micro-organismos foi possivel isolar e identificada, com técnicas de provas bioquimicas,
a bactéria, degradadora de glicerol, Klebsiella pneumoniae. A bactéria foi cultivada em
meios contendo glicerol como Unica fonte de carbono, um deles contendo glicerol P.A. e
adicionado de tioglicolato de sodio, outro contendo glicerina proveniente da producéo de
biodiesel e adicionada de tioglicolato de s6dio e um terceiro com 0 mesmo glicerina sé
que sem a adicdo de tioglicolato de sédio. Os experimentemos de fermentacdo foram
conduzidos em erlenmeyer de 250 mL por 120 horas a 37 °C, foram retiradas a cada 24
horas, de forma asséptica, aliquotas que foram filtradas, centrifugadas e analisadas com
o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia. No meio com glicerol P.A., apés
120 horas, houve a producéo de 12,53 g/L de 1,3-propanodiol (20,76% de converséo) e
1,50 g/L de etanol (2% de conversao); no meio contendo a glicerina e o tioglicolato de
sédio houve a producédo de 22,53 g/L de 1,3-propanodiol (27,44% de conversao), 1,42
g/L de etanol (1,73% de conversao) e 1,13 g/L de 2,3-butanodiol (1,37 % de conversao);
no meio contendo glicerina do processo sem a adi¢do do tioglicolato de sédio houve a
producdo de 29,41 g/L de 1,3-propanodiol (30,06% de conversao), 1,03 g/L de etanol
(1,31% de conversao) e 2,32 g/L de 2,3-butanodiol (2,76% de converséo). Ao final do
trabalho Foi possivel isolar e identificar a bactéria Klebsiella pneumoniae. O meio
contendo apenas a glicerina foi o mais eficiente na conversdo do glicerol em 1,3-
propanodiol e em 2,3-butanodiol e 0 meio contendo glicerina P.A. com tioglicolato de
sédio foi mais eficiente na transformacéo do glicerol em etanol.

Palavras-chave: glicerol, Klebsiella pneumoniae, 1,3-propanodiol, 2,3-butanodiol
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ABSTRACT

Seeking for cleaner energy sources Brazil established in 2005 in the law n° 11097
that stipulates the addition of biodiesel to diesel sold at gas stations, making the
biofuel production increase exponentially. In addition to the biodiesel production is
generated de amount of 10% glycerol during the process, which is already becoming
problematic for manufacturers and can become an environmental liability.
Biotechnology can be used to transform glycerol into biomolecules with higher value
remedying the problem and to increase the profitability of production of biodiesel.
This paper aims to isolate a microorganism, observe and quantify the degradation of
glycerol and the products of their metabolism. Using the bovine rumen as a source of
microorganisms, it was possible to isolated and identify using techniques of
biochemical tests, the glycerol degrading bacteria, Klebsiella pneumoniae. The
bacteria was grown in culture media containing glycerol as the sole carbon source,
one containing glycerol P.A. added sodium thioglycollate, another containing glycerin
from the biodiesel production added sodium thioglycollate and a third with only
glycerin without the addition of sodium thioglycollate. The fermentation were
conducted in erlenmeyers for 120 h at 37 °C where samples were taken, aseptically,
every 24 hours and they were filtered, centrifuged and analyzed with the method of
high performance liquid chromatography. In the media where there P.A. glycerin was
added at the end of the process the production of 12,53 g/L of 1,3-propanediol (20.76
% conversion) and 1,50 g/L of ethanol (2 % conversion), the media containing
glycerin and sodium thioglycollate production was 22.53 g/L of 1,3-propanodiol
(27,44 % conversion), 1,42 g/L of ethanol (1,73 % conversion) and 1,13 g/L of 2, 3-
butanediol (1,37 % conversion), in the media containing glycerin without the addition
of sodium thioglycolate was 29,41 g/L of 1,3-propanediol (30,06 % conversion), 1.03
g/L of ethanol (1,31 % conversion) and 2,32 g/L of 2,3-butanediol (2,76%
conversion). The Bacteria isolated and identified was Klebsiella pneumoniae. The
media containing only glycerin was the most efficient in the conversion of glycerol to
1,3-propanediol and 2,3-butanediol and the glycerin P.A. with media containing
sodium thioglycollate was more efficient in conversion of glycerol to ethanol.

Keywords: glycerol, Klebsiella pneumonia, 1,3-propanediol, 2,3-butanediol
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1. INTRODUCAO

As fontes de energia utilizadas pela sociedade moderna sdo baseadas
basicamente em recursos finitos, como carvao mineral, gas natural e petréleo. Nas
Ultimas décadas tem-se presenciado o aumento constante do preco dessas fontes,
0s quais geralmente sdo baseados por motiva¢des politicas, ja que as grandes
reservas exploradas estdo em regides de conflito, como o Oriente Médio. Esse
aumento causa repercussdes econémicas mundiais tornando produtos e servicos
mais caros. Os combustiveis fésseis também apresentam alta carga poluidora
produzindo gases de efeito estufa assim como outros gases toxicos.

Com a consciéncia de que os recursos fosseis séo finitos, poluidores e de
preco instavel a busca por alternativas move a pesquisa mundial.

Os biocombustiveis podem ser designados como qualquer combustivel
derivado de biomassa, como o etanol, metano, o carvao vegetal, o biodiesel e outros
mais. A grande quantidade e diversidade de matérias-primas que podem ser
encontradas em qualquer lugar do planeta aliada a tecnologia utilizada pela
agroindustria fazem da biomassa uma 6tima fonte para producdo de energias
renovaveis.

O Brasil € um dos maiores paises do mundo e apresenta muitas
vantagens agrondmicas para a producdo de biomassa, por se situar em uma regiao
de clima tropical, com grandes taxas de luminosidade e temperaturas médias
durante todo o ano. Nas ultimas décadas com a intensa tecnificacdo da producao de
soja no Brasil houve também o desenvolvimento da industria de producdo 6leos,
principal matéria-prima do biodiesel.

O biodiesel é constituido por ésteres de acidos graxos, que Sao por sua
vez obtidos de lipidios, 6leos ou gorduras, que podem ser de origem animal ou
vegetal, adicionados de um alcool e um catalisador, no caso da transesterificacao.

Foi criada em 2005 a Lei n° 11097 que estipula a adicdo de biodiesel ao
diesel vendido nos postos de combustiveis, a cota atual de adicdo é de 5%. Para
suprir a demanda do biocombustivel foram produzidos no ano de 2011
aproximadamente 2,4 bilhdes de litros de biodiesel segundo dados da ANP (Agencia
Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis).

O aumento da producéo do biodiesel representa menor poluicdo e maior

sustentabilidade ao sistema, porém acarreta um problema. Com a producédo do



biodiesel 10% do seu volume é produzido em glicerol. O glicerol € um componente
muito utilizado na industria, porém na sua forma mais pura, o glicerol produzido em
conjunto com o0 biocombustivel contem contaminantes que o torna dificil de ser
utilizado e caro para ser purificado.

Muitas pesquisas tratam sobre a utilizagdo do glicerol bruto, uma dessas
vertentes é a biotecnologia. Com a utilizacdo de micro-organismos pode-se
transformar o glicerol bruto que esta com valor de mercado muito baixo em
biomoléculas de alto valor agregado.

O presente trabalho teve como objetivo geral a utilizagdo da glicerina,
coproduto da producao de biodiesel, como Unica fonte de carbono em processo de
fermentacdo em batelada, quantificar e qualificar seus produtos.

Os objetivos especificos foram:

¢ O isolamento e identificacdo de bactéria do rimen bovino;

e Fermentacdo de glicerol em batelada utilizando o micro-organismo
isolado;

e Fermentacdo de glicerina, proveniente da producdo do biodiesel, em
batelada utilizando o micro-organismo isolado;

¢ |dentificacdo e quantificacdo dos produtos das fermentacdes.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Biodiesel
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A utlizagdo de fontes alternativas de energia € uma das maiores
prioridades atuais, que vem ajudar significativamente a amenizar 0s graves
problemas ocasionados pelo desenvolvimento tecnoldgico e a diminuicdo das fontes
de matérias-primas. A preocupacdo atual pela reducdo da poluicdo e a crise
energeética tem estimulado o mercado mundial de biocombustiveis. A economia
global mantém-se em crescimento e a demanda por energia limpa e recursos
renovaveis encontra-se em aumento continuo (BILGEN et al., 2006).

Neste sentido, a busca intensiva por combustiveis alternativos ao
petréleo, como o biodiesel, apresenta grande importancia principalmente para os
paises emergentes, uma vez que sua producdo auxilia na conservacdo do meio
ambiente, devido a reducdo da emissdo dos gases responsaveis pelo aquecimento
global, e contribui para o desenvolvimento social mediante a geracao de empregos
(RIVALDI et al., 2008).

O biodiesel € um combustivel alternativo para os motores de combustéo
interna, definido como uma mistura de ésteres de alquil derivados de acidos graxos
de cadeia longa provenientes de uma matéria-prima lipidica renovavel, tais como
Oleo vegetal ou gordura animal (ENCINAR, 2002).

A transesterificacdo (também chamada de alcodlise) € a reacdo de uma
gordura ou 6leo, com um &lcool para a formacao de ésteres e glicerol. A reacdo é
mostrada na Figura 1. Um catalisador é utilizado para melhorar a velocidade de
reacao e o rendimento. Devido a reacdo ser reversivel, 0 excesso de alcool é usado
para deslocar o equilibrio para o lado dos produtos (MA e HANNA, 1999).

O processo de producéo do biodiesel pode ser feito de duas formas: via
guimica e via enzimatica. A producdo do biodiesel pode ser catalisada por bases,
acidos ou enzimas. As reacdes basicas incluem hidroxido de sédio ou de potassio,
carbonatos de sédio ou de potassio e alcdxidos tais como metdxido de sédio,
etoxido de sodio, propéxido de sodio ou butdxido de sédio. Acido sulfurico, acido
sulfénico e &cido cloridrico sdo geralmente utilizados como catalisadores acidos. As
lipases também podem ser utilizadas como biocatalisadores nas reacgfes
enzimaticas (MA e HANNA, 1999; BILGEN et al., 2006).



H=00CR; R1O0CR4 H=0H

Catalisador

H:O00CRz +  3R«CH < R:00CRs + HOH

H200CR3 R:00CRs H=0H
Triacilglicerol Alcool Esteres Glicerol

Figura 1 - Reagéo de transesterificagdo de 6leos ou gorduras para a formacao de ésteres e glicerol.

O processo quimico de transesterificacdo utiliza catalisadores, e
geralmente o processo acontece em reatores batelada com excesso de alcool. Ao
final da reacdo a massa final é constituida de duas fases, que sdo separadas por
decantacédo ou por centrifugacdo, sendo que a fase pesada contém o glicerol bruto e
a fase leve o biodiesel.

O alcool em excesso é retirado do biodiesel e do glicerol bruto por
evaporacdo, em seguida o biodiesel €& lavado com agua, centrifugado e
desumidificado. O excesso de éalcool reconstituido € entdo destilado e reutilizado no
processo. O glicerol bruto obtido (80-88% de pureza) € vendido para outras
industrias (MA e HANNA, 1999; FUKUDA et al., 2001). O diagrama da producao de

biodiesel esta representado na Figura 2.



Oleo ou Gordura

l

Catalisador — Reacéo de Transesterificacio +—— Alcool +——M

|

Separacio de fases

Recuperacdo do Alcool —  Alcool recuperado +—— Recuperacéo do Alcool

l l

Glicerina Bruta Purificacdo dos Esteres

|

Biodiesel

¥

Destilacéio do Alcool

Figura 2 — Esquema do processo produtivo de Biodiesel

No Brasil, a produgcdo e comercializacdo de biodiesel possuem
importantes vantagens devido a grande disponibilidade de matéria-prima para sua
producdo e ao crescimento continuo da industria de 6leos vegetais. Segundo dados
da ANP mais de 78% do biodiesel produzido no Brasil ttm como base 6leo de soja e
outros 15% feitos de gordura bovina (OLIVEIRA et al., 2006; ANP 2012).

A producéo de biodiesel esta significativamente acelerada, uma vez que o
governo brasileiro estabeleceu a obrigatoriedade da adicdo de biodiesel ao
combustivel de petr6leo mediante a Lei 11097/2005 (RIVALDI et al., 2008).

De acordo com dados extraidos da ANP o Brasil desde o inicio do
Programa Nacional de Producéo e Uso do Biodiesel (PNPB), em dezembro de 2004,

até o final do ano de 2011 teve a producéo de 8,3 bilhdes de litros de biodiesel.

2.2. Glicerol
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Glicerol € o nome comum do composto organico 1,2,3-propanotriol,
descoberto por Carl W. Scheele em 1779 durante a separagdo de uma mistura
aguecida de PbO preparada com 06leo de oliva. Os seus sindnimos sdo glicerina,
trinidroxipropano, glicil alcool, gliceril e 1,2,3-trihidroxipropano (OECD-SIDS, 2002).

Na natureza, o glicerol existe em vegetais (soja, mamona, babacu,
girassol, palma, algodédo, coco, dendé) e animais em formas combinadas de
glicerina com acidos graxos (THOMPSON; HE, 2006). Em micro-organismos
eucarioticos, o glicerol constitui o principal composto formado para regular as
variacdes de atividade de 4gua em ambientes altamente osmofilicos. O glicerol na
sua forma pura apresenta-se como um liquido viscoso, incolor, inodoro e
higroscopico, com sabor doce, solivel em agua e alcool, insolavel em éter e em
cloroférmio (WANG et al., 2001).

O glicerol € o principal subproduto gerado na producdo de biodiesel,
sendo que aproximadamente 10% do volume total de biodiesel produzido
correspondem a glicerol (DASARI et al., 2005). Foi estimado o incremento do volume
de biodiesel, e o glicerol coproduzido aumentaria de 83 para 330 milhdes L/ano até o
ano 2010 (RIVALDI et al., 2008). Com o intuito de evitar futuros problemas derivados
do acumulo de glicerol e para tornar a producdo de biodiesel mais competitiva,
torna-se necessario a busca de alternativas para o uso do glicerol bruto gerado
nesta producao.

A rentabilidade de varios processos quimicos depende em parte, da
venda dos subprodutos, permitindo a reducdo dos custos de producdo e
consequentemente, do preco final do produto. Em alguns paises europeus, a
producdo de glicerol aumentou significativamente devido a producdo de biodiesel.
Como consequéncia, 0s precos cairam e a maioria das empresas que produziam
quimicamente o glicerol tiveram de fechar (DHARMADI et al., 2006).

O glicerol esta presente em muitas aplicagdes como: tintas, cosmeéticos,
indUstria automotiva, tabaco, alimentos, farmacéutica, papel e celulose, couro e
industrias téxteis. Também é utilizado como matéria-prima para a producéo de varios
produtos quimicos. Novas aplicacdes estdo sendo avaliadas na industria alimentar, o
poliglicerol e poliuretano industrial, estabilizadores de madeira e produgédo de
pequenas moléculas, tais como a dihidroxiacetona, acidos glicérico e hidréxi-piravico
e carbonato de glicerol (WANG et al., 2001).



Dessa forma, existe um grande interesse na purificacdo do glicerol ou no
seu reaproveitamento direto, sem tratamento, 0 que proporcionard a viabilizacdo do
processo de producdo de biodiesel, permitindo que este se torne competitivo no
crescente mercado de biocombustiveis. Os processos para sua purificacdo incluem
filtracdo, destilacdo a vacuo, descoloracdo e troca de ions para a remocao
principalmente de K+ e Na+t utilizados como catalisadores (YONG et al., 2001). A
aplicacao do glicerol na industria esta condicionada ao grau de pureza, que deve ser
igual ou superior a 95% (grau alimenticio e farmacéutico). No entanto, 0s
tratamentos de purificacdo sédo de custo excessivamente elevados para pequenos e
médios produtores nacionais de biodiesel (DHARMADI et al., 2006).

Na Unido Européia, algumas empresas de biodiesel tém graves
problemas com o excesso de glicerol e descarte desse material que € muito caro. O
colapso dos precos de glicerol causa grandes problemas para estas empresas
(WILKE e VORLOP, 2004; DHARMADI et al., 2006.).

Devido a este fato, uma maior quantidade de efluentes contendo glicerol
poderd ser descartada no meio ambiente sem nenhum tratamento, aumentando
consequentemente, os problemas e riscos ambientais. A conversdo microbiana de
glicerol por processos biotecnoldgicos em produtos de maior valor agregado como
biomassa e biomoléculas, € uma alternativa relevante para a maior valorizacdo da
producao de biodiesel (ITO et al., 2005).

As caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais do glicerol bruto
dependem do tipo de acido graxo (gordura animal ou 6leo vegetal) e do tipo de
catalise empregada na producdo de biodiesel. Nele contém elementos nutricionais,
como, fosforo, enxofre, magnésio, calcio, nitrogénio e sédio, e que sao factiveis de
serem utilizados por micro-organismos para 0 seu crescimento durante processos
fermentativos (PAPANIKOLAOU et al., 2002).

O glicerol é considerado uma fonte de carbono altamente assimilavel por
bactérias e leveduras sob condi¢cdes aerdbicas e anaerdbicas para a obtencao de
energia metabdlica, como regulador do potencial redox e para a reciclagem de
fosfato inorganico dentro da célula. Véarios estudos foram desenvolvidos visando a
utilizacado de glicerol como fonte de carbono por micro-organismos, especialmente
por bactérias. Neste sentido, a biotecnologia moderna, com todo seu avancgo trara
grandes contribuicdes e permitira a obtencdo de biomoléculas e produtos com

importantes propriedades (ITO et al., 2005).



2.3. Fermentacdo de glicerol e rotas metabdlicas

O (glicerol € uma fonte de carbono altamente reduzida e assimilavel por
bactérias e leveduras sob condi¢cdes aerdbicas e anaerdbicas para a obtencdo de
energia metabdlica, como regulador do potencial redox e para a reciclagem de
fosfato inorganico dentro da célula (GANCEDO; GANCEDO, 1968; ITO et al., 2005)

Muitos estudos, jA foram e estdo sendo, desenvolvidos visando a
utilizacado de glicerol como fonte de carbono por micro-organismos, especialmente
por bactérias. Muitos destes apontam, principalmente, 0s mecanismos de
assimilacao do glicerol por estes micro-organismos para a producao de compostos
intermediarios de polimeros, resinas e aditivos para combustiveis (PAPANIKOLOAU
et al., 2002; ITO et al., 2005; CHENG et al., 2007).

Alguns micro-organismos séo, comprovadamente, capazes de crescer em
anaerobiose utilizando glicerol como fonte Unica de carbono e de energia, tais como:
Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Clostridium pasteurianum, Clostridium
butyricum, Enterobacter agglomerans, Enterobacter aerogenes e Lactobacillus
reuteri.

Em bactérias como Klebsiella, Citrobacter, Clostridium e Enterobacter, o
glicerol é metabolizado tanto pela via oxidativa quanto pela redutiva. Na via
oxidativa, a enzima NAD+ dependente da glicerol-desidrogenase (EC 1.1.1.6)
catalisa a conversdo de glicerol em dihidroxiacetona e a enzima glicolitica
dihidroxiacetona-quinase (EC 2,7.1.29) fosforila este ultimo produto, o qual é entédo
enviado para a glicélise. Na via redutiva € catalisada pela coenzima dependente de
vitamina B;, glicerol-desidratase (EC 4.2.1.30) e diol-desidratases (EC 4.2.1.28),
convertendo de glicerol a 3-hidroxipropionaldeido, e pela enzima dependente de
NADH+H + 1,3-propanodiol-desidrogenase (1,3-propanodiol-oxidoredutase, EC
1.1.1.202), reduzindo o 3-hidroxipropionaldeido em 1,3-propanodiol e regenerando
NAD+ (Figura 3) (DA SILVA et al., 2009).
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Figura 3 - Esquema do catabolismo do glicerol

No final, 1,3-propanodiol é um produto altamente especifico para a
fermentacao de glicerol e ndo pode ser obtido a partir de qualquer outra conversao

anaeroébica.

2.4. Klebsiella pneumoniae

As bactérias do género Klebsiella sdo bacilos de hastes retas medindo de
0,3 a 1,0 um de diametro e apresentando 0,6 a 6,0 um de comprimento. Dispdem-se
isoladas, em pares ou em pequenas correntes de bacilos. As células séo
capsuladas, Gram negativas e ndo moveis. Elas sdo anaerObias facultativas,
guimiorganotréficas e apresentam tanto metabolismo respiratério, quanto
fermentativo. Sua temperatura 6tima de crescimento estd em 37 °C. Ocorrem em
fezes animais, solo, agua, frutas e vegetais (KRIEG et al. 1994).

K. pneumoniae e K. oxytoca sdo patogénicos oportunistas que podem
causar bacteremia (presenca de bactérias no sangue), pneumonia e infecgédo

urinaria em humanos. Frequentemente causam infecbes nosocomiais em pacientes



com problemas urinarios, neonatal, em tratamento intensivo e pacientes geriatricos
(KRIEG et al. 1994).

3. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Departamento de Engenharia
Quimica e no Departamento de Ciéncias Basicas da Saude ambos da Universidade

Estadual de Maringa.



3.1 Coleta do liquido ruminal bovino

No dia 18 do més de Outubro de 2011, proximo as 8 horas, na fazenda
escola da UEM, foram coletadas amostras de liquido ruminal de uma vaca em jejum.
A temperatura do material recém-coletado foi de 31,5 °C e o pH de 6,7. Amostras no
volume de 100 mL foram transferidas para frascos de schott previamente
esterilizados, contendo 250 mg de tioglicolato de sodio e as amostras foram

congeladas.

3.2 Metodologia para isolamento e identificacdo de enterobactéria com

potencial fermentativo de glicerol
3.2.1 Meio de cultivo para isolamento
Para o isolamento de cepas fermentativas do rumen foi utilizado um meio

de cultivo baseado na metodologia de APARICIO-RODRIGUEZ (2010) apresentado

nas Tabelas 1 e 2:

Tabela 1 — Composicédo do meio usado nos processos fermentativos

Componentes Concentracao
Uréia 2,50 g/L
KH,PO,4 0,65 g/L
MgCl,.6H,0 0,40 g/L

KCl 4,30 g/L




K>SO, 0,40 g/L

Glicerol 40 mL/L
Tioglicolato de sadio 0,60 g/L
Solucéo mineral (tabela 2) 4 mL/L

Tabela 2 — Composicéo da solucdo mineral usada no meio de cultivo

Componentes Concentragao
FeS0O,4.7H,0 2,085 g/L
Acido citrico monohidratado 10,00 g/L
CaCl,.2H,0 0,735 g/L
MnSO4.H,0 0,422 g/L
ZnCl, 1,363 g/L
Na;Mo004.2H,0 0,242 g/L
Na,SeO3; 0,174 g/L
CoCl,.6H,0 1,190 g/L

O meio foi autoclavado a 121 °C durante 15 minutos sem a adicdo da
uréia, que foi esterilizada por filtragdo (0,22 um). Tal procedimento € necessario a
fim de impedir a ocorréncia de reacfes indesejaveis e também para evitar a
precipitacdo de sais. Apdés este procedimento, as duas partes do meio foram
misturadas em frascos de Erlenmeyers estéreis, e o pH inicial foi ajustado para 7,0
com hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 mol/L.

3.3 Metodologia para isolamento de enterobactérias selvagens

Para o isolamento foi adaptado o método utilizado por APARICIO-
RODRIGUEZ (2010), onde foram diluidos 50 g de liquido ruminal em 500 mL de
agua esteril, mantido em repouso por aproximadamente 1 hora e filtrado em papel
qualitativo.

Do filtrado foram utilizados 100 puL como inéculo e adicionados a tubos de

ensaio de 10 mL contendo 4 mL de meio de cultivo contendo apenas glicerol como



fonte de carbono (descrito no item 3.2.1), além de uma fina camada de 6leo mineral
(gsp) adicionada como barreira ao oxigénio. Os tubos foram incubados a 37 °C por
24 horas.

A partir dos tubos recém-cultivados foram semeadas utilizando a técnica
de estrias em placas contendo meio de cultivo MacConkey. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas.

Das placas de meio MacConkey cultivadas posteriormente foram
selecionadas colénias uniformes e coradas, que foram transferidas para tubos de
ensaio individuais de 10 mL contendo 4 mL de meio de cultivo TSB (Caldo triptona
de soja) e incubadas a 37 °C por 24 horas.

Apoés o periodo de incubacéo foram feitos repiques em placas contendo
meio de cultivo TSA (Agar triptona de soja) e incubadas por 24 horas & 37 °C.

Foram escolhidas col6nias uniformes de cada placa e feitos os testes de
coloracdo de Gram para comprovar a pureza dos isolados.

Apds o isolamento das colénias em cultura pura, os isolados foram
estocados em caldo nutriente com glicerol a 20% a -20 °C.

Na Figura 4 mostra-se um esquema da técnica empregada para o

isolamento dos micro-organismos.
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Figura 4 — Esquema do isolamento de micro-organismo degradador de glicerol da flora ruminal de
bovino. O cultivo de todos os ensaios foi feito a 37 °C e 24 horas.

3.4 Metodologia para identificacdo de enterobactérias selvagens

Ap6s o isolamento foram realizadas provas bioquimicas de um kit Probac®
para identificacdo das bactérias: Prova fermentativa (lactose), prova do TSI (triple
sugar iron), prova do indol, prova da utilizagdo do citrato, descarboxilacdo da lisina,
prova da reducédo dos nitratos, prova da uréase, prova de degradacao do triptofano e

motilidade.



Uma segunda identificagdo da espécie bacteriana foi realizada por meio
de testes bioquimicos e ensaios de degradacéo de diversos substratos executados e
avaliados automaticamente pelo equipamento BD Phoenix 100 (Figura 5), utilizado

para a identificacdo rapida de bactérias em ambiente hospitalar.

Figura 5 - Aparelho de identificacdo rapida de cepas bacterianas modelo Phoenix 100 (Becton
Dickinson Diagnostics) e placas nas quais sdo adicionadas as amostras a serem analisadas.

3.5 Avaliacéo de fermentacao de glicerol por Klebsiella pneumoniae

Os ensaios de fermentagcdo foram feitos em triplicata, eles foram
preparados com a adicdo de 150 mL de meio de cultivo (descrito no item 3.2.1) em
erlenmeyers de 250 mL previamente esterilizados. O volume de inéculo adicionado
em cada frasco foi de 7,5 mL, com concentracéo bacteriana aproximada de 1,5 x 10°
UFC/mL, que corresponde ao tubo 0,5 da escala de McFarland uma fina camada de
6leo mineral (gsp) foi adicionada em todos os frascos como barreira ao oxigénio.

Os frascos com o meio inoculado foram entéo transferidos para estufa a
37 °C. Foram coletadas aliquotas de 5 mL de forma asséptica, em fluxo laminar, dos

frascos de fermentacdo nos tempo de: 24, 48, 72, 96 e 120 horas.



As amostras foram centrifugadas por 15 minutos, a 9000 rpm e 4 °C
(JOUAN - Modelo GR 2022), em seguida foram filtradas (porosidade 0,22 um) e
estocadas no congelador para posterior estudo dos metabdlitos formados.

Os perfis de fermentacdo foram analisados em CLAE (Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia), utilizando coluna HPX 87H (BioRad) com dimensdes de
300 x 7,8 mm, fase movel acetonitrila/agua (35/65, v/v) acidulada (pH 3,3),
temperatura de 30 °C e vazdo de 0,50 mL/min, segue no anexo Il um
cromatograma.

Foram utilizados padrbes para a comparagcdo com 0S compostos
produzidos sendo eles: Glicerol P.A. 99,5% (J.T. BAKER®), 1,3-Propanodiol 98%
(SIGMA-ALDRICH®), 2,3-Butanodiol 97% (SIGMA-ALDRICH®) e Etanol 99,5%
(MERCK®).

A converséo foi calculada pela equacao abaixo, onde a variavel P sdo os
produtos da fermentacéo (1,3-Propanodiol, 2,3-Butanodiol ou etanol), a variavel iG é

a concentracao inicial de glicerol e fG a concentracao final.

P x 100
fG-iG

3.6 Avaliacao de fermentacéo de glicerina bruta por Klebsiella pneumoniae

No ensaio preliminar (item 3.5) foi utilizado glicerol padrédo P.A. (Para
Andlise), para avaliar o potencial do micro-organismo, nesse ensaio o substrato foi
substituido por glicerina obtida da producéo industrial de biodiesel, fornecida pela
unidade industrial de Sado Siméo (GO) da empresa Caramuru.

Este produto foi obtido a partir da fase pesada gerada na producao de
biodiesel, pela rota metilica. A fase pesada foi submetida a evaporacéo simples para
recuperacdo do metanol e o produto resultante € a glicerina bruta que devido a sua
cor é também denominada de glicerina loira.

Este coproduto do biodiesel tem o teor intermediario de sais (6,51%),
tracos de metanol (<0,10%) e um elevado teor de sabdes 43.615 ppm. A
concentracéo de glicerol na amostra foi de 81,75% e a umidade de 8,58% conforme
pode ser observado no Anexo I.

A conversao foi calculada pela mesma equacéo do item 3.5.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificac&o de enterobactéria selvagem

Amostras foram retiradas dos tubos de ensaio e semeadas
assepticamente em placas de meio MacConkey e incubadas por 24 horas a 36 °C.
Na Figura 6, pode-se observar uma cultura mista. Dessa cultura foram selecionadas

colbnias diferentes e usadas para chegar a um indculo puro.

Figura 6 — Meio MacConkey inoculado com liquido ruminal diluido.

Da placa de meio MacConkey foram escolhidas col6nias isoladas e feita a
coloracdo de GRAM (Figura 7) para a certificacdo de coldnias puras. Observou-se
em microscopia 6tica comum (MOC) em 6leo de imerséo (100x) como sendo bacilos

GRAM negarivos.



Figura 7 — Bactérias coradas utilizando a técnica de GRAM, onde pode-se observar que séo bacilos

GRAM negativos, visualizacdo em 100x MOC.

As colbnias puras isoladas foram, entdo, submetidas a diferentes provas
bioguimicas, como mostrado nas Figuras 8 e 9.



Figura 8 — Prova da uréia dos isolados de rimen bovino, onde a coloragdo rosa € positivo.

Figura 9 — Provas do TSI, citrato, EPM (prova de degradac¢éo do triptofano, hidrésilse da uréia) e MILI
(descarboxilagédo da lisina e motilidade) PROBAC®. Ao lado esquerdo as provas sem inoculagdo, a

direita os resultados ap6s 24h de cultivo.

Com os resultados obtidos das provas bioquimicas e a observagéo tanto
da morfologia quanto da coloracdo de GRAM foi possivel elaborar a Tabela 3.

Tabela 3 — Testes bioquimicos para identificacdo de enterobactérias

Teste Resultado




Morfologia Colbnias circulares, convexas, margens lisas, brancas e mucoides

Coloracéo de GRAM Negativo
Prova fermentativa Positivo
Prova do TSI A/A com formacéo de gas e negativo para H,S
Prova do indol Negativo
Prova daéitjr;ilgéagéo do POsitivo
Descarboxilacdo da lisina Positivo
Prova do nitrato Positivo
Prova da urease Positivo
Prova de_degradagéo do Negativo
triptofano
Motilidade Negativo

Com os dados obtidos foram feitas comparacbes que indicaram que o
isolado se trata de uma Klebsiella pneumoniae.

A amostra avaliada pelo equipamento Phoenix 100 também indicou que o
micro-organismo isolado é a Klebsiella pneumoniae (anexo IlI). Os resultados do
antibiograma mostram que a bactéria isolada € susceptivel a maioria dos antibioticos
testados.

A bactéria isolada é considerada como nivel de biosseguranca dois (NB-
2) pela CNTBio (Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga) o que a classifica
como agente de risco moderado, informacdo importante para possivel cultivo em

escala industrial.

4.2 Fermentac&do do glicerol puro por Klebsiella pneumoniae isolada do

ramen bovino

A partir dos resultados obtidos foi construida a Figura 10, que mostra o
consumo de glicerol e a producéao dos metabdlitos 1,3-propanodiol e etanol.
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Figura 10 — Consumo do substrato (glicerol) e perfil dos produtos formados: etanol e 1,3-propanodiol.
Experimento conduzido com glicerol P.A.

Analisando a Figura 10 é possivel notar o consumo quase linear de
glicerol ap6s as primeiras 24 horas do cultivo. A producdo de 1,3-propanodiol
comecou apés as 24 horas do cultivo e continuou aumentando com o decorrer do
tempo. O mesmo ocorreu com o etanol que foi produzido ap6s as 48 horas e
continuou amentando durante o resto do experimento.

Conforme observado por Wu et al. (2011) em seu trabalho utilizando
Klebsiella sp. HE1 sob condi¢Bes parecidas de cultivo, apenas adicionando agitacéo
continua, obtiveram uma producdo maxima de 1,3-propanodiol de 9,0 g/L sendo que
neste trabalho foi atingida a marca de 6,94 g/L, ainda observando o mesmo trabalho
€ possivel notar que a producdo de etanol de 9,8 g/L, superou a do presente
trabalho onde se alcangou 0,67 g/L.

Oh et al. (2012) utilizando uma cepa engenheirada, para a maior
producdo de 1,3-propanodiol, K. pneumoniae a “AK-VOT” foi capaz de produzir
aproximadamente 8 g/L de 1,3-propanodiol apds 24 horas de cultivo e 0 consumo
completo de sua fonte de glicerol que era de 20 g/L com eficiéncia na conversao de
glicerol em 1,3-propanodiol de 40%, resultado superior ao obtido no presente
trabalho, mostrando a eficiéncia da transformacéo feita na bactéria empregada pelos

autores.



Wong et al. (2011) utilizando K. pneumoniae HE2 obtiveram a producéo
de 8,75 g/L de 1,3-propanodiol e eficiéncia de 21,87% de conversao, valor parecido
com o encontrado neste trabalho que foi de 20,76%, sob condicfes semelhantes de
cultivo, quando foi utilizado 80g/L de glicerol, o dobro do usado no presente trabalho,
foi obtido 13,2 g/L de 1,3-propanodiol 16,5% de conversdo o qual comprova a teoria
de que o excesso de substrato inibe as vias enzimaticas. Wong et al. (2011) também
imobilizaram células bacterianas por 6 ciclos de cultivos tendo a producdo de
6,71g/L de 1,3-propanodiol, inferior do que a obtida anteriormente, porém, é
interessante observar que a imobilizacdo de células € um processo que tornaria a
producéo simples e mais segura.

Um fator que parece variar bastante entre 0s micro-organismos € o
consumo do glicerol, Oh et al. (2012) tiveram todas as 20 g/L de glicerol consumidas
em menos de 24 horas de cultivo, Wu et al. (2011) conseguiram a exaustdo de
glicerol (50 g/L) em menos de 36 horas de cultivo porém Wong et al. (2011) notaram
o consumo da mesma quantidade em menos de 30 horas. Entretanto quando no
presente trabalho os primeiros 30 g/L de glicerol sdo consumidos em até 24 horas e

o0 restante ainda continua presente no meio de cultivo apds o final do experimento.

4.3 Fermentag&o da glicerina bruta por Klebsiella pneumoniae isolada do

radmen bovino

Nessa parte do trabalho foi utilizada a glicerina bruta vinda do processo
da producéo de biodiesel, sua quantidade foi ajustada para que a concentracédo de
glicerol fosse a mesma do experimento anterior, isto é 40 g/L.

Na Figura 11 sdo mostrados os resultados obtidos.
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Figura 11 — Grafico do experimento utilizando glicerina bruta, onde sdo representados os perfis do
glicerol presente no meio reacional e dos produtos formados: etanol e 1,3-propanodiol e 2,3-
butanodiol.

O consumo do glicerol foi quase linear havendo um grande consumo
imediato do substrato. Houve a producéo de 1,3-propanodiol j& nas primeiras horas
de cultivo, assim, mostrando sua presenca na leitura de 24 horas do cultivo. E
possivel observar a producéo de etanol e de 2,3-butanodiol apés as 48 horas, suas
concentracdes estdo descritas na Figura 12, em uma escala mais conveniente.

APARICIO-RODRIGUEZ (2010) obteve em sua tese utilizando condi¢bes
semelhantes de cultivo e uma K. oxytoca a concentragdo maxima de 11,44 g/L de
1,3-propanodiol tendo utilizado 75 g/L de glicerol no meio de cultivo, tendo uma
eficiéncia de 33% na transformacédo do substrato 0 que se mostrou superior ao
apresentado neste trabalho onde a eficiéncia chegou a 27,43% de conversédo de

glicerol em 1,3-propanodiol.
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Figura 12 — Concentrag8es de etanol e 2,3-butanodiol do experimento onde foi utilizado glicerol bruto.

Ainda observando APARICIO-RODRIGUEZ (2010) é possivel notar que

sua producdo de 2,3-butanodiol foi de 4,24 g/L com a eficiéncia de 12,2% de

conversao, superior a apresentada neste trabalho onde a eficiéncia foi de 1,37%.

4.4 Fermentacdo da glicerina bruta por Klebsiella pneumoniae isolada do

ramen bovino sem a adi¢do de tioglicolato de sodio

O presente experimento foi conduzido com a utilizacao de glicerina bruta

obtida do processo da producdo de biodiesel, como no tratamento anterior, porém

nao foi feita a adicdo do reagente tioglicolato de sodio. Os resultados sdo mostrados

na Figura 13.
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Figura 13 — Gréfico do experimento utilizando glicerina bruta sem a adi¢do de tioglicolato de sédio,
onde séo representados os perfis do glicerol presente no meio reacional e dos produtos formados:
etanol e 1,3-propanodiol e 2,3-butanodiol.

Pode-se observar na Figura 13 o rapido consumo do glicerol do meio de
cultivo, com uma tendéncia de se formar uma curva apos as 24 horas do cultivo.
Nota-se também a producéo do 1,3-propanodiol a partir do primeiro ponto de analise
(24 horas). Houve também a producdo de etanol e 2,3-butanodiol que foram
destacados na Figura 14.

Rossi et al. (2012) realizaram experimentos com K. pneumoniae BLh-1
onde empregaram glicerina bruta da producao de biodiesel, nesse trabalho foi obtida
a producdo maxima de aproximadamente 10 g/L de 1,3-propanodiol utilizando 25 g/L
de glicerol no meio, representando uma eficiéncia de conversédo de 40% enquanto a
do presente trabalho apresentou 35,06%.

Em um trabalho utilizando K. oxytoca FMCC-197, Metsoviti et al. (2012)
obteveram a producdo de 12,6 g/L de 1,3-propanodiol utilizando as mesmas
condicdes do presente trabalho com uma eficiéncia de 36% na conversédo
semelhante ao do presente trabalho.

Casali et al. (2011) utilizaram Citrobacter freundii na fermentacdo de
glicerina bruta obtendo 56% de conversdo para 1,3-propanodiol com 60 g/L de

glicerol no meio de cultivo e utilizando a bactéria Pantoea agglomerans conseguiram



72% de conversdo com 20 g/L de dglicerol adicionado ao meio de cultivo
respectivamente.

Utilizando toda a complexidade bacteriana do lodo Rossi et al. (2012) na
fermentacao de glicerina bruta na concentracéo de 70 g/L alcancaram a producédo de
aproximadamente 23 ¢g/L de 1,3-propanodiol com a eficiéncia de 32,85%,
coincidente alcancada no presente trabalho.
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Figura 14 — Concentragfes de etanol e 2,3-butanodiol do experimento onde foi utilizado glicerol bruto

sem a adi¢cdo de tioglicolato.

No presente tratamento foram produzidos 0,49 g/L de etanol, com
eficiéncia de 1,31% , bem diferente dos resultados obtidos por Metsoviti et al. (2012)
que alcancaram uma eficiéncia de 7,5% na conversdo para etanol utilizando K.
oxytoca FMCC-197, e que Rossi et al. (2012) onde a eficiéncia foi de 18% utilizando
K. pneumoniae BLh-1.

Metsoviti et al. (2012) em experimento com K. oxytoca FMCC-197 onde o
pH né&o foi controlado, conseguiram a producao de 4,8 g/L de 2,3-butanodiol e 12%

de conversdo maior que os 2,76% obtidos no presente trabalho.

4.5 Comparacdao entre os experimentos.



Comparando os dados obtidos para o consumo de glicerol durante a
fermentacao por Klebsiella pneumoniae foi possivel elaborar a Figura 15.

—e—Glicerol
—o—Glicerina bruta

—a— Glicerina bruta sem
tioglicolato

Concentracao de Glicerol (g/L)

Tempo (h)

Figura 15 — Comparacdo entre o consumo de glicerol dos experimentos. Glicerol — meio onde foi
adicionado glicerol P.A.; Glicerina — meio onde foi adicionada a glicerina bruta; Glicerina sem

tioglicolato — meio onde foi adicionada a glicerina bruta e nédo foi adicionado tioglicolato.

Observando a Figura 15, pode-se notar o rapido consumo do substrato ja
nas primeiras horas, cerca de 60 a 70% foi consumido até 24 horas. Ainda observa-
se que o consumo do glicerol foi uniforme nos experimentos utilizando a glicerina
bruta, sendo um pouco mais consumida no meio sem a adi¢édo do tioglicolato.

Na Figura 16 compara-se a producao de 1,3-propanodiol; na Figura 17
mostra-se a producao de etanol e na Figura 18 a producéo de 2,3-butanodiol.

Para o 1,3-propanodiol foi elaborada a Figura 16, em que o substrato
consistia de glicerina bruta sem a adi¢do de tioglicolato. Esse meio foi melhor para
todos os tempos analisados, tendo mais do que o dobro do que o tratamento
utilizando glicerol P.A. apos 120 horas de cultivo, e foi 30% mais eficiente do que o
tratamento com glicerina bruta com adi¢&o do tioglicolato.
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Figura 16 — Comparacéo da producéo de 1,3-propanodiol dos experimentos. Glicerol — meio onde foi
adicionado glicerol P.A.; Glicerina — meio onde foi adicionada a glicerina bruta; Glicerina sem

tioglicolato — meio onde foi adicionada a glicerina bruta e nado foi adicionado tioglicolato.

Observando a Figura 17 onde se mostram os perfis de fermentacéo para
etanol nota-se que os meios onde houve a adicdo de tioglicolato, produto que é
usado para diminuir a concentracdo de O, no meio, houve a producéo uniforme de

etanol e 30% maior do que onde nao foi adicionado do reagente.
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Figura 17 — Comparacdo da producdo de etanol dos experimentos. Glicerol — meio onde foi
adicionado glicerol P.A.; Glicerina — meio onde foi adicionada a glicerina bruta; Glicerina sem
tioglicolato — meio onde foi adicionada a glicerina bruta e ndo foi adicionado tioglicolato.

Na figura 18 compare-se a producdo de 2,3-butanodiol quando se

empregou a glicerina bruta e a glicerina sem a adicdo de tioglicolato de sédio.
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Figura 18 — Comparacéo da producéo de 2,3-butanodiol dos experimentos. Glicerina — meio onde foi
adicionada a glicerina bruta; Glicerina sem tioglicolato — meio onde foi adicionada a glicerina bruta e
nao foi adicionado tioglicolato.

Observa-se na Figura 18 que a producao de 2,3-butanodiol foi maior no
tratamento utilizando a glicerina bruta sem a adicao de tioglicolato, tendo a eficiéncia
de conversédo de 2,76% enquanto o de glicerina com a adicao foi de 1,37%.

Esse fato ocorre devido a falta de oxigénio no meio, 0o que causa a
necessidade de converter o piruvato a etanol de forma fermentativa, ao invés de ser
convertido a acetoina e depois 2,3-butanodiol.

Na Tabela 4 apresenta-se um comparativo dos resultados obtidos no

presente trabalho, com alguns resultados encontrados na literatura.

Tabela 4 — Comparacédo entre consumo e producao de metabdlitos

Concentracgao de Concentracgao de Concentracdo de Concentracédo de

glicerol (g/L) 1,3-propanodiol etanol 2,3-butanodiol

Inicial Final g/L Eficiéncia g/L Eficiéncia g/L  Eficiéncia

Glicerol * 40 6,58 6,94 20,76% 0,67 2,0% - -



Glicerina® 40 3,52 10,01 27,44% 0,63 1,73% 0,5 1,37%

Glicerina sem

o b 40 2,72 13,07 35,06% 0,49 1,31% 1,03 2,76%
tioglicolato
Wu et al. (2011) # 50 - 12,5 25% 12,12 24,2% 3,3 6,8%
Wong et al.
20 ~5 ~8 54% - - - -

(2011)?
Mesoviti et al.

b 60 32,2 10,10 36,3% 5,50 19,8% 4,8 17,3%
(2012)
Rossi et al.

b ~26 ~2 ~9 37,5% ~5 20,1% - -
(2011)

a — trabalhos realizados com glicerina P.A., b — trabalhos realizados com glicerol bruto

Os tratamentos que utilizaram glicerina bruta foram os melhores nesse
trabalho e mostraram-se melhores que alguns encontrados na literatura que utilizam
glicerina P.A. Isto pode ser devido a complexidade do substrato, ja que ele
apresente uma porcentagem de sabdes que sao fontes de carbono, como mono-, di-
, ou triglicerideos, e também ao fato de uma pequena por¢cao de sais que proveem
tanto do substrato, de onde foi extraido o 6leo, quanto do processamento e
transformacao no biocombustivel, sendo esses fatores dificeis de serem avaliados.

Vérios trabalhos estdo sendo produzidos utilizando suplementacdo dos
meios de cultivo. Oh et al.(2012) utilizaram amido e xylose e obtiveram um aumento
na producdo de 1,3-propanodiol na ordem de 30%. Jin et al. (2011) empregaram o
sobrenadante de um hidrolisado de palha de milho em K. pneumoniae e

conseguiram um aumento de 10% na producgéo de 1,3-propanodiol.

5 CONLUSOES E SUGESTOES

Foi possivel isolar a partir do liquido ruminal bovino e identificar, por meio
de cultura, coloracdo de GRAM e provas bioquimicas, a bactéria Klebsiella

pneumoniae.



Os metabdlitos produzidos e identificados no experimento foram; 1,3-
propanodiol, 2,3-butanodiol e etanol.

A K. pneumoniae isolada mostrou-se superior na produgcdo de 1,3-
propanodiol e 2,3-butanodiol com o meio de cultivo onde havia glicerina bruta e ndo
foi adicionado tioglicolato de sédio. A producédo de etanol foi superior no meio onde
havia glicerol puro e adi¢cdo de tioglicolato de sédio.

Com as conclusdes obtidas nesse trabalho os autores sugerem:

e Estudo de melhores condi¢cdes de pH e temperatura para o cultivo da

Klebsiella pneumoniae em funcdo da producdo dos compostos de
interesse.

¢ A continuidade dos estudos com o uso de outras técnicas fermentativas

como por exemplo com o uso de agitacdo e/ou cultivo continuo.

e A escala ampliacédo da escala de cultivo.

e Uso de glicerina bruta de outras fontes e/ou com pureza diferente.
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cliente: UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA

Cidade/Estado: Maringa-PR
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Data de Fabricagic: 09/08/2009 7 validade: 12 meses
Data de Emissao: 14/09/2009

Lote: LFOS0Q09TGLO2

ANALISES FiSICO-QUIMICAS ~ RESULTADOS ESPECIFICAGAO
Glicerol (%} 81,75 Min. 80,00
Umidade (%) 8,58 Max. 13,00
Sais (%) 6,51 Max. 7,00
Metanol (%) <0,10 Max. 0,10
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; LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS HUM - RESULTADO MICROBIOLOGIA -
Hospital Universitdrio de Maringé FINAL Pagina 1/2
13/05/2012 15:23:39
|Nome do Paciente: Pesquisa - UEM ID do Paciente:Pesquisa UEM
Data de Nascimento: Sexo do Paciente:N&o especific.
Médico que fez o Ndo especificado
Pedido:
N° de Acesso: AMOSTRA 3B GOMOSA
Tipo de Amostra: Nd@o Especificado
Servico Hospitalar: Ndo especificado
Data de Colheita: 11/05/2012 18:13:02
Comentéarios scbre a
Amostra:
Nome do Teste N°Isol. Resultado
NMIC/ID-121 1 Concluido
Nome do Microrganismo Comentirios
1 KPNEUMONIAE Klebsiella pneumoniae ssp
pneumoniae

Notas Taxonémicas

1 Anteriormente designado por:
Klebsiella pneumoniae, Aerobacter aerogenes, bacilo de Friedlander
Causa importante de infecgdes nosocomiais e adquiridas na comunidade. Associada a pneumonia lobar, infecgdes
urindrias e da arvore biliar, feridas e bacteriemias. Praticamente limitado a individuos imunocomprometidos.

Farmaco PNEUMONIA
CIM/Conec SIR
Amicacina <=8 S
Amoxicilina-Clavulanato <=4/2 S
Ampicilina >16 R
Cefazolina <= S
Cefepima <=1 S
Cefotaxime <=4 S
Cefoxitina <= S
Ceftriaxona <= S
Ciprofloxacina <=0,5 S
Ertapenem <=0,5 S
Gentamicina <=2 S
Imipenem <=1 S
Levofloxacina <=1 S
Meropenem <=] S
Piperacilina-Tazobactam 4/4 S
Tobramicina <=2 S
Trimetoprim-Sulfamgtoxazol <=0,5/9,5 S

Al
i \ \k\, |
Assinatura: x o . i

o O 1 AN G PRI L - : ;
Teste realizado po.J equipamento ﬁl‘toma}_l‘z'gdgl BD Phoenix atfavés de critérios de interpretagio CLSI 2010 e Nota Técnica ANVISA
0172010. Quando testado tigeciclina sao ufilizados critérios segundo FDA e Jones et al. (2007).
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[Min] | [% Area] [uRIU] | [uRIUMin] [%]

1 [3-HPA 604] 1006] 386 72| 109862

2 [ UNKNOWN 1177 523] 115 34| 5229

3 |GLICEROL 1660] 7630( 1243 408| 76300

4 |13 PROPANODIOL | 1835 606 101 40| 6.064

5 |ETANOL 2027 145] 23 09| 1446

Total 100.00| 186.6 65.2 | 100.000

CHROMATOGRAM METHOD REPORT :

Control method :
Varian 900-L.C Series HPLC

Varian 900-LC Series HPLC Pump(s)



