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APRESENTACAO

A obra “Anélise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora. Com 96 capitulos apresenta uma
viséo holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
producao de conhecimento que permeiam as mais distintas tematicas dessas grandes
areas.

Os 96 capitulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade
académico-cientifica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente
em geral (fisico, biolégico e antrdpico), suprindo lacunas que possam hoje existir e
contribuindo para que os profissionais tenham uma viséo holistica e possam atuar em
diferentes regides do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Analise Critica
das Ciéncias Biologicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciéncias Biolo6gicas
como da Natureza (principalmente quimica, fisica e biologia) e suas tecnologias
séo fundamentais para promocao do desenvolvimento de saberes, competéncias e
habilidades para a investigacdo, observacéo, interpretacdo e divulgacéo/interacéao
social no ensino de ciéncias (bioldgicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes
informacgdes que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
base nos resultados aqui dispostos.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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CAPITULO 6

PRODUCAO DE ACIDOS PROPANOICO E ACETICO
POR PROPIONIBACTERIUM ACIDIPROPIONICI
ADSORVIDA EM MONTMORILONITAK-10

Taciani do Santos Bella de Jesus
Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp,
DEPRO

Campinas - Sao Paulo

Lucidio Cristovao Fardelone
Instituto de Quimica da Unicamp
Campinas — Sao Paulo
Gustavo Paim Valenca

Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp,
DEPRO

Campinas - Sao Paulo
José Roberto Nunhez

Faculdade de Engenharia Quimica da Unicamp,
DEPRO

Campinas - Sao Paulo

José Augusto Rosario Rodrigues

Instituto de Quimica da Unicamp

Campinas - Sao Paulo

Paulo José Samenho Moran

Instituto de Quimica da Unicamp

Campinas - Sao Paulo

* Os autores Taciani dos Santos Bella de Jesus

e Lucidio Cristovao Fardelone contribuiram
igualmente para este trabalho.

RESUMO: A producdo de acido propanoico
via biotecnologia vem se tornando uma
metodologia extremamente importante por
possuir principios de Quimica Verde e neste
trabalho foi obtido um acréscimo de 30% na
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producéo de acido propanoico quando utilizadas
células de Propionibacterium acidipropionici
adsorvidas em montmorilonita K-10. Também
foi desenvolvido um processo de pré-purificacdo
do acido propanoico do caldo fermentativo, de
forma continua, utilizando 1-octanol através do
uso da técnica de perstracao.

PALAVRAS-CHAVE: acido propanoico, acido
acético,

Propionibacterium  acidipropionici,

montmorilonita K-10, perstracao.

ABSTRACT: The production of propanoic acid by
biotechnology process is an extremely important
methodology because it has Green Chemistry
principles and in this work, a 30% increase in
propanoic acid production was obtained when
using Propionibacterium acidipropionici cells
adsorbed in montmorillonite K-10. In addition,
a process was developed of pre-purification of
the propanoic acid from the fermentative broth,
continuously using 1-octanol through the use of
the perstraction technique.
KEYWORDS: propanoic
acid, Propionibacterium
montmorilonita K 10, pertraction.

acid, acetic

acidipropionici,

11 INTRODUCAO

O acido propanoico € um dos principais
produtos utilizados em processos industriais.
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Na industria quimica é utilizado como reagente para a obtencao de plastificantes,
solventes, agentes emulsionantes, monOmeros, resinas, tintas e solugdes de
galvanoplastia; na agricultura é utilizado como componente de herbicidas (DISHISHA
et al., 2012); na area farmacéutica como reagente em producéo de principios ativos
(PARIZZI et al., 2012); na industria alimenticia como conservante, agente antifungico,
na constituicdo de sabores de frutos artificiais e panificagdo; na industria de cosméticos
é utilizado como constituinte de perfumes e demais produtos (CASCAVAL et al., 2013
e CASCAVAL et al., 2009). Também é utilizado como constituinte de produtos de
alimentacao animal (da COSTA et al., 1999).

O mercado mundial de acido propanoico foi de 399,4 quilotoneladas em 2014
e ha expectativas de que em 2020 supere 470 quilotoneladas, com um crescimento
2,7% aa no periodo de 2014 a 2020 e em valores deste acido e de seus derivados
atingiu a marca de aproximadamente U$ 1,6 bilhdes em 2018 (BUSISNES WIRE,
2016; MARKETS AND MARKETS, 2018).

Comercialmente o acido propanoico € produzido utilizando-se gas de petrdleo
liquefeito e propanol; por sintese quimica utilizando-se propionaldeido ou hidrélise de
ésteres (ZHU et al., 2012).

No entanto, processos biotecnolégicos vém sendo desenvolvidos com o objetivo
de diminuir os custos de produg¢ao, bem como de utilizar matérias primas renovaveis,
por serem processos ambientalmente corretos.

Na separacao do acido propanoico em escala industrial requer um alto consumo
de cal e de &cido sulfurico, produzindo assim grandes quantidades de efluentes
acidos e residuos soélidos de sulfato de célcio (CASCAVAL et al., 2013; WASEWAR e
PANGAKAR, 2006).

Os processos biotecnolégicos para a produc¢do de acido propanoico utilizando
Propionibacterium acidipropionici sao descritos na literatura, no entanto, ocorrem a
producdo de subprodutos, como os &cidos acético, succinico, piravico, bem como
dioxido de carbono e acetato. Quando se utiliza glicose, como fonte de carbono, sdo
obtidos além dos acidos propanoico e acético o didxido de carbono.

Com glicerol, ocorre a producao dos acidos acético, fébrmico e succinico, além
de propanol (DUARTE et al., 2015; COELHO, 2011; ZHANG e YANG, 2009). Sob
condicoes de estres celular, poraumento datemperatura e/ou pela propria concentracéo
do &cido propanoico produzido, a propionibactéria desvia a sua rota de producéo do
acido propanoico para o acido acético (LIU et al., 2011; SUWANNAKHAM, 2005; GU
etal.,, 1999; GU et al., 1998).

Dentre os processos biotecnoldgicos em desenvolvimento encontram-se a
reciclagem de células, reatores de leito fibroso, adsorcdo em argilas, sistemas de
extracdo com aminas terciarias ou com carvao ativado (da COSTA et al., 1999) e
extracédo a base de membranas, com o intuito de produtividade.

Neste trabalho desenvolvemos um processo de perstracdo, pré-purificacao,
do acido propanoico, com excelentes resultados de produgcdo via biotecnologia
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empregando células de Propionibacterium acidipropioniciadsorvidas em montmorilonita
K-10, seguido de separagao com o uso de membranas.

No processo de perstracéo utiliza-se de membranas com o auxilio de aminas
terciarias, pequena quantidade de solvente, tanto a amina quanto o solvente sao
reciclados durante o processo (BOYADZHIEV e LAZAROVA, 1995; WINDMOLLER,
1995).

Dessa maneira, a perstracéo consiste em uma extragdo com solventes orgénicos
que utiliza uma membrana liquida como barreira, a qual funciona por diferenca de
gradiente de pH, acido-base, formando um complexo. (CASCAVAL et al., 2013;
CASCAVAL et al., 2009).

A perstracao atua num sistema de trés fases, onde o produto é extraido do meio
(fase doadora), normalmente aquoso, através de um solvente organico imiscivel em
agua (fase extratora) imobilizado nos poros da membrana, passando para uma solugéao
aquosa, fase aceptora, presente no lumen da membrana (CASCAVAL et al., 2013).

Afase orgénica atua como uma barreira entre as fases aquosas, as fases aceptora
e doadora, impedindo o contato entre elas (de OLIVEIRA et al., 2008).

A nao estabilidade do sistema pode ocasionar uma mistura das fases, organica
e aquosa (WINDMOLLER, 1995), dificultado todo o processo de producao, pois pode
ocasionar o contato direto do solvente com o microrganismo, ocorrendo inibicéo e a
estagnacéao do processo.

Para contornar este problema se faz o uso de adsorcao de células da bactéria
Propionibacterium acidipropionici em montmorilonita K-10 (DUARTE et al., 2015;
MORAN et al., 1999).

A montmorilonita € uma a argila utilizada em processos cataliticos heterogéneos,
composta essencialmente por minerais do grupo das esmectitas, apresentando férmula
quimica geral M (Al, Mg )Si,O,,(OH),, possui particulas de tamanhos que podem
variar de 0,1-2 ym, com tamanho médio de aproximadamente 0,5 ym e formato de
placas ou laminas (PAIVA et al., 2008). Apresenta acidez superficial que é decorrente
dos grupos hidroxilas terminais e da interacao entre oxigénios.

Em sua cavidade residem cations trocaveis como Na*, Ca?", Li*, fixos
eletrostaticamente e com a funcdo de compensar cargas negativas (potencial zeta
negativo) geradas por substituices isomorficas que ocorrem no reticulado. Cerca de
80% dos cations trocaveis na montmorilonita estdo presentes nas galerias e 20% se
encontram nas superficies laterais (BRAIBANTE e BRAIBANTE, 2014; PAIVA et al.,
2008).

A agua e outras moléculas polares, como acidos orgénicos entre outras, podem
penetrar entre as camadas, causando a expansao da montmorilonita K 10, aumentando
sua area superficial, 500 a 760 m-/g, sendo essa propriedade a mais interessante para
a sua aplicacao, como suporte celular.

Essa propriedade de expanséo é reversivel, ao menos que a estrutura seja
completamente colapsada pela remocao de todas as moléculas polares interlamelares,
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as quais podem dificultar ou impossibilitar a expanséo da estrutura (BRAIBANTE e
BRAIBANTE, 2014).

2| METODOLOGIA

Foi utilizada a bactéria Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875, que se
encontra em nosso laboratério e armazenada na forma de BCM (Banco de Células
Mestre) e BCT (Banco de Células de Trabalho) e, estes bancos foram preparados de
acordo com os preceitos internacionais para boas praticas de producéao e de laboratério
(COECKE et al., 2005; STACEY, 2004; HEALTH PRODUCTS AND FOOD BRANCH
INSPECTORATE, 2002).

Os reagentes fosfato monobasico de potassio (KH,PO,), fosfato de amdnio
dibasico ((NH,),HPO,), sulfato ferroso heptahidratado (FeSO,7H,O), sulfato de
magnésio heptahidratado (MgSO,-7H,0), sulfato de manganés heptahidratado
(MnSO,-7H,0), sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO,-7H,0), sulfato de calcio
hexahidratado (CaSO,:6H,0), sulfato de cobalto hexahidratado (CoSO,-6H,0) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich Co, glicose da Synth, extrato de levedura industrial da
Kerry, 1-octanol e montmorilonita K-10 da Merck.

Para a expansao celular da Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 foi
utilizado meio de cultura, pH 6,8, com composicdo de 1 g/L de KH,PO,, 2 g/L de
(NH,),HPO,,5mg/Lde FeSO,-7H,0,10mg/Lde MgSO,-7H,0, 2,5mg/Lde MnSO,-7H,0,
5 mg/L de ZnSO,-7H,O, 10 mg/L de CaSO,:6H,0, 10 mg/L de CoSO,:6H,0, 10 g/L de
extrato de levedura, e 10 g/L para o in6culo e 80 g/L para os processos em biorreator.
As expansbes celulares, pré-in6culo e inbculo, foram mantidos em shaker, sob
anaerobiosidade, por 24 h e 48h respectivamente, a temperatura de 30 °C e 120 rpm
(CORAL al., 2008).

No processo de pré-purificacéo se utiliza 1-octanol, assim foi necessario verificar
a toxicidade deste alcool, pois este poderia entrar em contato com as células da
Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 dificultando o processo de producéo.

Assim, foram realizados cultivos da Propionibacterium acidipropioniciATCC 4875,
tanto na auséncia como presenca do 1-octanol, bem como o uso de montmorilonita
K-10 como suporte celular.

2.1 Processo de producao de acidos propanoico e acético utilizando células

livres, na auséncia e presenca de 1-octanol

ApOs as expansoes celulares, pré-inodculo e indculo, o contetudo de 8,0 g de células
foram ressuspendidas em 400 mL de novo meio de cultura, contendo 80 g/L de glicose
como fonte de carbono, e distribuidos em 8 frascos de 50 mL cada, hermeticamente
fechados, para ocasionar anaerobiosidade. Em 4 frascos foram adicionados 540 mg/L
de 1-octanol.
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Todos os frascos foram colocados em estufa microbiolégica por 96 horas a
temperatura de 30 °C. Amostras foram retiras a cada 24 horas para analise de producao
de acido propanoico e acético, glicose residual e pH.

2.2 Processo de producao de acidos propanoico e acético utilizando células

adsorvidas em montmorilonita K-10, na auséncia e presenca de 1-octanol

ApOs as expansdes celulares de pré-indculo e inéculo, 8,0 g de células,
provenientes do indculo, foram ressuspensas em 400 mL em novo meio de cultura,
suplementado com 80 g/L de glicose como fonte de carbono, e este transferido de
forma asséptica para um frasco de 50 mL contendo 0,9 g montmorilonita K-10 (Duarte,
2014), da mesma maneira, em 4 frascos foram adicionados 540 mg/L de 1-octanol.

Todos os frascos foram fechados hermeticamente e colocados em shaker e
mantidos sob agitacdo de 100 rpm para que ocorresse a adsorcao da bactéria ao
suporte, mantendo-se a temperatura em 30 °C. Amostras de 1 mL a cada 24 horas
foram retiradas do caldo fermentativo para analise de glicose residual, producéo dos
acidos propanoico e acético e checagem de pH.

2.3 Método analitico

Para a andlise de concentragbes dos acidos propanoico e acético, bem como o
de glicose residual, foi utilizada a metodologia analitica descrita por Coral et al. (2008)
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE, onde o detector utilizado foi o
de indice de refracdao, com coluna Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm, Bio-rad) e
fase movel de solugdo de H,SO, 5 mmol/L, com fluxo 0,6 mL/min. e temperatura do
forno de 50 °C. As quantificagbes dos produtos foram realizadas a partir de curvas de
calibragoes realizadas com padrdes externos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstram que uma pequena quantidade de 1-octanol provoca
efeitos inibitérios para as células de Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875, a
pequena concentracao de 540 mg/L de 1-octanol ja possui este carater de inibicéao,
como demonstrado na Tabela 1.

1-Octanol . Acido propanoico P "
Glicose (g/L Acido acético (g/L H
(mg/L) (g/L) (g/L) (g/L) P
0 69,96 1,85 0,90 4,21
540 70,37 0,88 0 4,40
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1080 75,69 0,68 0 4,88

1620 80,00 0 0 6,26

Tabela 1 - Produgao de acidos propanoico e acético em processo de batelada em frascos, com
diferentes concentragdes de 1-octanol.

Na Figura 1, estdo descritos os perfis de producdo dos acidos propanoico e

acético, bem como o consumo de glicose, além da variacdo de pH durante todo o
processo de batelada, por 96 horas.
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Figura 1 - Perfis do consumo de glicose (A), produgéo dos acidos propanoico (B) e acético (C),
e variacado de pH (D) durante processo de batelada, por 96 horas.

Praticamente ndo ha consumo de glicose, devido a alta concentragcéo de glicose
residual, 70,37 g/L, indicando que ndo ocorreu crescimento celular e consequentemente,
a producao dos acidos propanoico e acético, uma vez que esses acidos sao produtos
associados ao crescimento celular, sendo obtido somente 0,88 g/L de &cido propanoico
e nao ocorreu a producao de acido acético.

Ja os processos com células livres de Propionibacterium acidipropionici ATCC
4875, na auséncia de 1-octanol, consumiu 8,02 g/L e glicose e produziu 5,82 e 2,57
g/L de acido propanoico e acético, respectivamente.

No entanto, na presenca de 1-octanol, esses valores alteram de forma significativa,
principalmente para a produ¢ao de acido propanoico, com uma producao 40% menor
qguando comparado com a producédo com células na auséncia de 1-octanol (3,83 g/L),
e 6 % menor para a producao do acido acético (2,43 g/L), embora com um consumo
de glicose similar para os processos, 8,16 g/L.

Com as células de Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 suportadas em
montmorilonita K 10, na auséncia de 1-octanol, forneceram 6,27 e 1,85 g/L de acidos
propanoico e acético, respectivamente, com um consumo de glicose de 10,15 g/L.

Na presenca de 1-octanol o consumo de glicose foi menor, 9,95 g/L, e a producao
do &cido propanoico foi de 5,47 g/L, 13% menor quando comparada com as células
suportada sem 1-octanol e 30% maior quando comparadas com as células livres com
1-octanol, e para o acido acético a producgao foi de 1,55 g/L, 14% menor, fazendo-se
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a mesma comparag¢ao com as células suportadas sem 1-octanol e 37% maior quando
comparadas com as células livres com 1-octanol.

Assim, a montmorilonita K 10, possui um papel importante para a producédo dos
acidos propanoico e acético, pois protege as células e evita o desvio metabdlico para
a producgao do acido acético.

41 CONCLUSOES

Montmorilonita K-10 tem papel fundamental no processo fermentativo na presenca
de 1-octanol, visto que protege as células de Propionibacterium acidipropionici, devido
a sua superficie acida e seu potencial zeta negativo, ndo permitindo que o 1-octanol
iniba por completo o crescimento microbiano e producéao dos acidos. Mostrando que ha
um acréscimo de 30% na produtividade de acido propandico na presencga de 1-octanol
guando comparada com as células livres na presenca de 1-octanol.

Também a Montmorilonita K-10 proporcionou a utilizacdo da técnica de
perstracéo para pré-purificacdo dos acidos propionico e acético de forma continua e
esta metodologia podera ser aplicada em maior escala.

51 AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem os suportes financeiros do projeto: FAPESP -2016/12074-
7, CAPES 1643936 e PNPD e CNPq.

REFERENCIAS
BRAIBANTE, H. T.; BRAIBANTE, M. E. F. Ciéncia e Natura, v. 36, p. 724-731, 2014.

BOYADZHIEV, L.; LAZAROVA, Z. Chapther 7: Liquid Membranes (Liquid Pertraction). In: NOBLE, R.
D.; STERN, S. A. Membrane Science and Technology Principles and Applications, Elsevier, p. 283-
352, 1995.

BUSISNES WIRE Gilobal carboxylic acid market report - analysis, technologies & forecast report, New
York, E.U.A., p. 2016-2021, 2016.

CASCAVAL, D.; GALACTION, A. |.; TURNEA, M. J. Memb. Sci., v 328, p. 228-237, 2009.

CASCAVAL, D.; POSTARU, M.; GALACTION, A.; KLOETZER, L.; BLAGA, A. C. Ind. Eng. Chem. Res.,
v 52, p. 2685-2692, 2013.

COELHO, D. G. Modelagem e otimizac&do do processo de sintese do acido propanoico via
fermentacao do glicerol. Faculdade de Engenharia Quimica - Universidade Estadual de Campinas -
Unicamp, Campinas - SP, 118p (dissertacéo de Mestrado), 2011.

COECKE, S.; BALLS, M.; BOWE, G.; DAVIS, J.; GSTRAUNTHALER, G.; HARTUNG, T.; HAY, R.;
MERTEN, O.-W.; PRICE, A.; SCHECHTMAN, L.; STACEY, G.; STOKES, W. Guidance on Good Cell
Culture Practice. ATLA 33:261-287 (2005). Available in theBest Practices (GCCP) on the ESACT-UK.
The UK Society for Cell Culture Biotechnology, website at http://www.esactuk.org.uk/

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 6




CORAL, J.; KARP, S. G.; de SOUZA, V. P.; PARADA, J. L.; PANDEY, A.; SOCCOL, C. R. Appl.
Biochem. Biotechnol., v 151, p. 333-341, 2008

da COSTA, J. P. L. C.; SCHORM, C.; QUESADA-CHANTO, A.; BODDEKER, K. W.; JONAS, R. Appl.
Biochem. Biotechnol., v 76, p. 99-105, 1999.

de OLIVEIRA, A. R. M.; MAGALHAES, I. R. S.; de SANTANA, F. J. M.; BONATO, P. S. Quimica Nova,
v 31, p. 637-644, 2008.

DISHISHA, T.; ALVARES, M. T.; KAUL, R. H. Bioresour. Technol., v 118, p. 553-562, 2012

DUARTE, J. C. Producéo de &cidos organicos C-3 e C-4 através da fermentacéo de diferentes
substratos por Propionibacterium acidipropionici. Tese de Doutorado - Faculdade de Engenharia
Quimica - Universidade Estadual de Campinas - Unicamp, Campinas - SP, 228p (Tese de Doutorado),
2014.

DUARTE, J. C.; VALENCA, G. P.; MORAN, P. J. S.; RODRIGUES, J. A. R. AMB Express, v 5 (13),
2015.

GU, Z.; GLATZ, B. A.; GLATZ, C. E. Enzyme Microb. Technol., v 22, p. 13-18, 1998.
GU, Z.; RICKERT, D. A.; GLATZ, B. A.; GLATZ, C. E. Lait,v 79, p. 137-148, 1999.

HEALTH PRODUCTS AND FOOD BRANCH INSPECTORATE - Annex 2 to the current edition of the
good manufacturing practices guidelines schedule drugs (biological drugs) - GUI-0027, 2002.

LIU, Y.; ZHANG, Y. G.; ZHANG, R. B.; ZHANG, F.; ZHU, J. Curr. Microbiol., v 62, p. 152-158, 2011.

MARKETS AND MARKETS Propionic Acid Market & Derivatives by Applications (Animal Feed & Grain
Preservatives, Food Preservatives, Herbicides, Cellulose Acetate Propionate) & Geography — Global
Trends & Forecasts To 2018. E.U.A., 228 p, 2018.

MORAN, P. J. S; RODRIGUES, J. A. R.; OLIVEIRA FILHO, A. P. Synth. Commun., v 29, p. 2169-2174,
1999.

PAIVA, L. B.; MORALES, A. R.; DIAZ, F. R. Ceramica, v 54, p. 213-226, 2008.

PARIZZI, L. P.; GRASSI, M. C. B.; LLERENA, L. A.; CARAZZOLLE, M. F.; QUEIROZ, V. L.; LUNARDI,
l.; ZEIDLER, A. F.; TEIXEIRA, P. J. P. L.; MIECZKOWSKI, P.; PINCONES, J.; PEREIRA, G. A. G. BMC
Genomics, v. 13, p. 1-20, 2012.

STACEY, G. Fundamental issues for cell-line banks in biotechnology and regulatory affairs. In life in
the frozen state. B. J. Fuller, NLane, and E. E. Benson; Eds., CRC Press LLC, Boca Raton, Florida, p.
437-452, 2004.

TYAGI, R. D.; GUPTAB S. K.; CHAND, S. Process engineering studies on continuous ethanol
production by immobilized S. cerevisiae. Proc. Bioch., v. 27, p. 23-32, 1992.

SUWANNAKHAM, S. Metabolic engineering for enhanced propionic acid fermentation by
Propionibacterium acidipropionici, Ohio State University, Ohio - E.U.A, 258p (PhD Thesis), 2005.

WASEWAR, K. L.; PANGAKAR, V. G. Chem. Biochem. Eng. Q, v 20, p. 325-331, 2006.

WINDMOLLER, D. Extracédo de acidos carboxilicos através de membranas: (perstracao). Instituto de
Quimica - Universidade Estadual de Campinas, Campinas - SP, 126p (Tese de Doutorado), 1995.

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 6



ZHANG, A.; YANG, S. T. Proc. Biochem., v 44, p. 1346-1351, 2009.

ZHU, L.; WEI, P., CAI, J.; ZHU, X.; WANG, Z.; HUANG, L.; XU, Z. Bioresour. Technol., v 112, p. 248-
253, 2012.

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 6




Agéncia Brasileira do ISBN
ISBN 978-85-7247-359-0

9"7885727473590





