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RESUMO

A busca por praticas agricolas sustentaveis, tem levado ao uso de
microrganismos solubilizadores de potassio como alternativa ao fertilizante quimico,
diminuindo assim, a dependéncia de importacdo deste nutriente. Deste modo,
desenvolveu-se e validou-se parcialmente uma metodologia analitica por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando coluna C18, para a
identificacdo e quantificagdo de acidos organicos produzidos por bactérias
solubilizadoras de potassio (BSK) em diferentes meios de cultivo. Para isso, foram
avaliados os acidos acético, butirico, citrico, malico, latico e propiénico por CLAE,
utilizando fase mével aquosa acidificada (0,1% de acido fosférico) e fase organica
metanol e etanol em diferentes proporgdes e diferentes comprimentos de onda. Para
a validagdo do método foram avaliados os parametros de linearidade, limite de
detecgao e limite de quantificagdo. Amostras provenientes de mini biorreatores de
escala laboratorial com BSK foram utilizadas para aplicagdo do método proposto,
incubadas sob trés condigdes experimentais: suplementacdo com pd de rocha,
silicato e sem suplementagao, avaliadas nos dias 3, 9 e 20 de incubagé&o. A condicéo
cromatografica fase aquosa acidificada:etanol (90:10), com deteccdo em 220 nm e
fluxo de 1 mL/min foi a condicdo que proporcionou melhor separacédo dos analitos,
maior definicdo dos picos cromatograficos e menor impacto ambiental. As curvas
analiticas apresentaram excelente linearidade (r2 = 0,993) para todos os acidos
avaliados. Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados e os menores
valores foram obtidos para o acido latico com LD de 0,032 pg/mL e LQ de 0,096
Mg/mL. O acido citrico apresentou as maiores concentracdes, especialmente em
meio suplementado com pdé de rocha. Os outros acidos avaliados apresentaram
concentracbes menores comparadas aos do acido citrico. Os resultados obtidos
demonstraram a aplicabilidade da metodologia cromatografica proposta para o

monitoramento de acidos organicos em sistemas de solubilizagdo de potassio.

Palavras chaves: Linearidade. Validacdo. Bactérias solubilizadoras de

potassio.



ABSTRACT

The search for sustainable agricultural practices has led to the use of
potassium-solubilizing microorganisms (KSM) as an alternative to chemical fertilizers,
thereby reducing the dependency on imported sources of this nutrient. In this context,
a chromatographic analytical methodology was partially developed and validated
using High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) with a C18 column for the
identification and quantification of organic acids produced by potassium-solubilizing
bacteria (KSB) in different culture media. To achieve this, the following acids were
analyzed: acetic, butyric, citric, malic, lactic, and propionic acids. HPLC analysis was
performed using an agueous mobile phase acidified with 0.1% phosphoric acid and
an organic phase consisting of methanol and ethanol in different proportions, as well
as varying detection wavelengths. For method validation, parameters such as
linearity, limit of detection (LOD), and limit of quantification (LOQ) were evaluated.
Samples derived from laboratory-scale bioreactors containing KSB were used for the
application of the proposed method. These were incubated under three experimental
conditions: supplementation with rock powder, silicate, and without supplementation,
and evaluated on days 3, 9, and 20 of incubation. The chromatographic condition
consisting of an acidified aqueous phase:ethanol (90:10), with detection at 220 nm
and a flow rate of 1 mL/min, provided the best analyte separation, improved
chromatographic peak definition, and lower environmental impact. The analytical
curves showed excellent linearity (r2 = 0.993) for all evaluated acids. The lowest LOD
and LOQ values were obtained for lactic acid, with an LOD of 0.032 pg/mL and an
LOQ of 0.096 pg/mL. Citric acid showed the highest concentrations, especially in the
medium supplemented with rock powder. The other acids were detected at lower
concentrations compared to citric acid. The results demonstrated the applicability of
the proposed chromatographic method for monitoring organic acids in potassium

solubilization systems.

Keywords: Linearity. Validation. Potassium-solubilizing bacteria
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1 INTRODUGAO

A crescente demanda por alimentos e a necessidade de praticas agricolas
sustentaveis impulsionam a busca por alternativas ao uso excessivo de fertilizantes
quimicos, que acarretam impactos ambientais. Nesse contexto, a utilizagdo de
microrganismos solubilizadores de potassio (MSK) surge como uma abordagem
promissora (MOHAMED et al., 2016), uma vez que sua capacidade de secretar
acidos organicos contribui para a disponibilizacdo do potassio imobilizado em
minerais do solo.

O potassio possui um papel de grande importancia no desenvolvimento das
plantas (MARSCHNER, 2012), sobretudo, para a fotossintese. Entretanto, sua baixa
concentracdo na forma dissolvida no solo, torna necessario o uso de fertilizantes
quimicos. Infelizmente, o uso excessivo destes acarreta problemas ambientais,
como a poluicdo de corpos d’agua devido a percolagao e lixiviagado do potassio no
solo (SAVCI, 2012).

Essa problematica impulsionou a busca por estratégias eficientes para a
solubilizagdo do potassio insoluvel presente nos solos (MOHAMED et al., 2016).
Uma dessas vias € a utilizagdo de microrganismos para promover a solubilizagao do
potassio. Os microrganismos solubilizadores de potassio desempenham um papel
crucial na ciclagem desse nutriente no solo, ao secretar acidos organicos. Esse
processo induz uma reducdo do pH local, o que é fundamental para facilitar a
dissolugdo e a liberacdo do potassio imobilizado na estrutura de minerais.
Transformando-o em forma soluvel e prontamente absorvivel pelas raizes,
otimizando assim, a nutricdo potassica das plantas ( SHENG et al., 2005; ZARJANI
et al., 2013).

Para a quantificagdo e identificagdo dos acidos organicos excretados por
microrganismos, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma das
técnicas analiticas que pode ser empregada. Este método baseia-se na introdugao
de uma pequena aliquota da amostra liquida em um fluxo continuo de um liquido, a
fase movel, que permeia uma coluna preenchida com particulas de uma fase
estacionaria. A separacdo dos componentes da mistura ocorre devido as diferencas
nos graus de retencdo de cada analito na coluna (ALI, 2022).

Um fator crucial para garantir a qualidade e a precisdo em analises por
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia é a selecdo criteriosa da fase moével. A
literatura técnico-cientifica apresenta uma gama de solventes organicos
frequentemente empregados para esse fim, como a acetonitrila, metanol e o etanol,
uma vez que cada um desses solventes possui caracteristicas distintas que
conferem pros e contras especificos para determinadas aplicagées (SNYDER et al.,
2010; ALI, 2022). A eficacia da CLAE esta intrinsecamente ligada a selegao
adequada da fase mével, havendo a necessidade de avaliar solventes considerando
nao apenas a eficiéncia analitica, mas também os aspectos de seguranca,
toxicidade e impacto ambiental.

Deste modo, destaca-se a relevancia de otimizar um método analitico robusto
e ambientalmente adequado para a CLAE, que permita a analise precisa e exata dos
acidos organicos produzidos por MSK, contribuindo significativamente para o avango
da pesquisa em biotecnologia agricola e o desenvolvimento de solu¢gdes mais

sustentaveis para a nutricdo de plantas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi otimizar e validar parcialmente um
método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para a quantificacao de
acidos organicos, produzidos por bactérias solubilizadoras de potassio, em

diferentes meios de cultivo.

1.1.2 Objetivos especificos

Desenvolver e otimizar as condi¢des cromatograficas para a separagao
de seis acidos organicos (Acético, Butirico, Citrico,Malico, Latico e Propidnico) .

Avaliar a eficiéncia da separagao cromatografica comparando as fases
organicas metanol e etanol.

Avaliar a linearidade do método cromatografico proposto, com base nas
curvas analiticas.

Calcular os limites de deteccdo e quantificagdo dos seis acidos
estudados.

Quantificar os acidos organicos produzidos por culturas bacterianas em

biorreatores, em diferentes tempos de incubagéao (3, 9 e 20 dias).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A IMPORTANCIA DO POTASSIO E SUA SOLUBILIZACAO POR
MICROORGANISMOS

O Brasil € o segundo maior consumidor de potassio, entretanto, é o
principal importador, pois cerca de 96% dos fertilizantes potassicos consumidos
pela agricultura, ndo sao produzidos no pais (Associagao Nacional para Difusao
de Adubos, 2019). O pais ocupa a 72 posicao de reservas potassicas, contudo,
a 112 colocagdo em termos de produ¢do mundial (GOV, 2001). A expressiva
dependéncia da importacdo de fertilizantes potassicos, além de aumentar os
custos produtivos, expde a agricultura nacional a volatilidade do mercado
internacional, comprometendo, consequentemente, a competitividade do
agronegocio brasileiro nos ambitos interno e externo (ALVES, 2021). Esse
cenario, por sua vez, induz a busca por alternativas que viabilizem o aumento
da produgéao de potassio no territério nacional.

Em 1842, Justus Von Liebig (1803-1873) publicou a obra A Quimica e
sua Aplicagdo na Agricultura e Fisiologia, na qual estabeleceu as bases da
teoria da nutricdo mineral das plantas. Segundo o autor, os vegetais absorvem
do solo apenas os elementos essenciais ao seu metabolismo, sendo
necessaria a reposicao continua desses nutrientes para assegurar a
manutengao da produtividade. Dentre os elementos destacados, o potassio foi
identificado como um nutriente essencial, desempenhando papel fundamental
nos processos fisioldgicos das plantas (LIEBIG, 1842; GORBAN et al., 2011).

O potassio é o sétimo elemento mais comum na crosta terrestre,
encontrado em rochas, solos, oceanos e lagos (CETESB, 2025). Classificado
como um macronutriente essencial (LIEBIG, 1842) o potassio € absorvido pelas
plantas e translocado como cétion (K+) (MARSCHNER, 2012). Este elemento,
nao possui fungado estrutural para as plantas e nem participa da composicao,
entretanto, ele é caracterizado pela sua alta mobilidade nas plantas, e
desempenha funcdes importantes em diversos processos do crescimento,

como controle de atividade enzimatica em varios processos fisioldgicos e
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metabdlicos da planta, incluindo fotossintese (WANG et al., 2012).

Um fator relevante a ser considerado € a forma como o potassio se
encontra no solo, a qual apresenta variagdes quanto a sua disponibilidade para
as plantas (PI1ZOL, 2022). Segundo Zorb et al. (2014), o potassio pode ser
classificado em quatro grupos: potassio soluvel em agua, potassio trocavel,
potassio nao trocavel e potassio estrutural. Este ultimo corresponde ao potassio
incorporado as estruturas cristalinas de minerais, como feldspatos e micas,
sendo considerado uma forma de lenta disponibilidade ou, em alguns casos,
indisponivel para as plantas, contribuindo, portanto, para o suprimento de
potassio no solo a longo prazo.

Diante da dificuldade de disponibilizagcao do potassio na forma absorvivel
pelas plantas, o ion potassio (K') (MARSCHNER, 2012), a utilizagcdo de
microrganismos solubilizadores de potassio surge como uma estratégia pratica
e promissora para aumentar a disponibilidade desse nutriente no solo e,
consequentemente, melhorar a produtividade das lavouras. Diversos
pesquisadores identificaram essa técnica como uma alternativa eficaz na
recuperagao da fertilidade de solos agricolas degradados (RAJAWAT et al.,
2012; SHARMA et al., 2013; MEENA et al., 2015; SATTAR et al., 2019).

Por meio da solubilizagédo direta (DOURADO, 2018), os microrganismos
liberam acidos organicos, como oxalico, tartarico e citrico (RAJAWAT et al.,
2012), que promovem a acidificagdo do meio, reduzindo o pH local e,
consequentemente, favorecendo a dissolugcdo de minerais potassicos. A quebra
das ligacbes entre o potassio e a matriz mineral libera o ion potassio (K*) na
solucdo do solo. Esse processo de acidificacdo possibilita a liberagcdo do
potassio presente nos minerais, tornando-o disponivel para absorcao pelas
plantas (FIGURA 1) (BASAK et al., 2016).

15



16

FIGURA 1 - REPRESENTACAO DA SOLUBILIZACAO DIRETA PROMOVIDA POR
MICRORGANISMOS.

MSK liberam acidos que reduzem
o pH local %
Ea N
o, w2

Esses acidos reagem com as
rochas potassicas, liberando K* P «,

Adaptado de: Satya et al., 2025.

2.2 ACIDOS ORGANICOS PRODUZIDOS PELOS MICRORGANISMOS

Os acidos mais comuns com 0OS quais convivemos S&0 organicos, ou seja,
aqueles que contém atomos de carbono. Dentre estes, o maior grupo € o dos acidos
carboxilicos, caracterizados pela presengca do grupo funcional carboxila (—COOH)
(SNYDER, 1995). Os microrganismos solubilizadores de potassio (MSK), podendo
ser bactérias ou fungos (SATTAR et al., 2019), atuam principalmente pela produgao
destes acidos organicos do grupo carboxilico, como oxalico, citrico e malico, os quais
promovem a acidificacdo do meio e facilitam a liberacdo do potassio presente em
minerais insoluveis (MEENA et al., 2015; RAJAWAT et al., 2012; BASAK et al., 2016),
promovendo assim o desenvolvimento das plantas. Esses acidos, por serem volateis,
causam a diminui¢ao local do pH no meio, o que induz a liberagdo do ion potassio.
Além disso, esses compostos podem formar quelatos a partir de seus grupos
hidroxila e carboxila com metais ligados a constituicdo quimica das rochas,
favorecendo a solubilizagdo e a disponibilidade do potassio (BAHADUR et al., 2014;
SATTAR et al., 2019).
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2.2.1 Bactérias solubilizadoras de potassio (BSK)

Uma ampla gama de bactérias, nomeadamente Pseudomonas, Burkholderia,
Acidothiobacillus ferrooxidans, Bacillus mucilaginosus, Bacillus edaphicus, B.
circulans, B. velenzensis e Paenibacillus sp, foram reportadas pela literatura por
liberar potassio na forma acessivel (K+), de minerais portadores de potassio nos
solos onde as plantas poderdo utiliza-lo (WANG et al., 2024; LIAN et al., 2002; LI et
al.,2006; LIU et al., 2012; SHENG et al., 2005). Wang et al. (2024) conduziram um
estudo no qual isolaram com éxito a cepa bacteriana Bacillus velezensis, que
apresentou elevada capacidade de solubilizagdo de potassio. A atuagdo dessa
bactéria resultou no aumento da producdo de acidos organicos, favorecendo a
liberacdo de nutrientes do substrato e, consequentemente, promovendo o
desenvolvimento da cultura de alfafa.

As bactérias solubilizadoras de potassio (BSK) secretam exopolissacarideos
(EPS), compostos poliméricos extracelulares que desempenham um papel
fundamental na adesdo desses microrganismos as superficies de minerais
(VANDEVIVERE et al., 1992). A formagao de biofilmes por meio do EPS ndo apenas
permite a fixacdo das bactérias as rochas, mas também cria um microambiente
favoravel a producédo de acidos organicos, que promovem a acidificagao local e a
subsequente liberacdo de potassio. Estudos demonstram que essas bactérias atuam
de forma mais eficiente em ambientes levemente acidos, com pH variando entre 4,0
e 6,5, faixa que favorece tanto a producdo de acidos quanto a solubilizagdo dos
minerais (LIAN et al., 2008; UROZ et al., 2009).

2.3 QUANTIFICAGAO DE ACIDOS ORGANICOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA (CLAE).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma técnica amplamente utilizada
para a quantificacdo e identificagdo de acidos organicos produzidos em diferentes
meios (WU et al.,, 2018; WANG et al., 2007). Sua popularidade se deve a alta
sensibilidade, precisdo e reprodutibilidade, o que permite a analise eficiente de

diversas classes de amostras. Além disso, a CLAE é versatil, possibilitando a analise
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tanto de compostos organicos quanto inorgéanicos, tornando-a ideal para uma ampla
gama de aplicagbes analiticas (SKOOG et al., 2014).

Na cromatografia, a solugdo contendo as moléculas a serem separadas é
misturada a um solvente denominado eluente ou fase mével liquida, e aplicada sobre
uma fase estacionaria ou fixa, imiscivel com a fase mével. Frequentemente a fase
estacionaria é acomodada dentro de uma coluna (KILIKIAN, 2020). Para uma corrida
adequada é preciso ser levado em consideragdo a polaridade do soluto. Solutos
apolares ou de polaridade intermediaria podem ser retidos por fases estacionarias
apolares e eluidos por combinagdes de solventes de maior ou menor polaridade
(SKOOG et al., 2014).

O pH da solugdo desempenha um papel crucial e deve ser cuidadosamente
considerado antes de iniciar a quantificagdo cromatografica. A medida que o pH da
solugéo é reduzido no caso de acidos, a fragcdo de moléculas na forma n&o ionizada
aumenta, enquanto a quantidade de moléculas ionizadas diminui. Essa mudanca
reduz a polaridade geral do acido, o que resulta em tempos de retengado mais longos
durante a analise cromatografica (DOLAN, 2017).

Além do pH da solugdo, o valor de pKa dos acidos organicos influéncia
diretamente sua forma quimica no meio, impactando a interacdo com a fase
estacionaria da coluna C18. Elas sdo compostas por cadeias apolares ligadas a
silica, sendo mais seletivas para compostos em sua forma nao ionizada, os quais
possuem maior afinidade com a fase estacionaria e, consequentemente, apresentam
maiores tempos de retencdo. Quando o pH da fase modvel se distancia do pKa da
substancia analisada, ha predominancia da forma ionizada, que é mais polar e tem
menor interagcdo com a fase apolar da coluna, resultando em eluicdo mais rapida
((SNYDER et al., 2010). Assim, o ajuste do pH da fase mével em torno do pKa dos
analitos € fundamental para otimizar a resolucdo e a seletividade na separagao
cromatografica.

Outro aspecto relevante na CLAE é a escolha do comprimento de onda para
a deteccgao dos analitos. Os detectores baseados em luz ultravioleta e visivel (UV/Vis)
estdo entre os mais utilizados devido a sua elevada sensibilidade e aplicabilidade em
ampla gama de compostos (PRADO et al., 2004; RAMOS, 2014). Esses detectores
operam com base na medicado da absorbéncia da radiagao eletromagnética pelos
analitos presentes na amostra, de acordo com a lei de Beer-Lambert, a qual

estabelece que a absorbancia € proporcional a concentragdo da espécie absorvente,
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ao caminho Optico da célula e ao coeficiente de absor¢do molar (SKOOG et al.,,
2014). Essa técnica possibilita quantificagdes precisas e reprodutiveis, sendo

amplamente empregada em analises quimicas e bioquimicas (RAJPUT et al., 2022).

2.3.1 Metodologias analiticas aplicadas a quantificagdo e identificacdo de acidos

organicos.

A literatura cientifica apresenta uma variedade de metodologias analiticas
aplicadas a quantificagcao e identificagdo de acidos organicos (BOECHAT, 2015; WU
et al., 2018; WANG et al., 2007). BOECHAT (2015), analisou acidos organicos em
amostras de interesse agrondmico e ambiental, onde foi possivel detectar os acidos
acético, oxalico, citrico, glicélico, malico, succinico, fumarico e propidnico nas faixas
de concentragao entre 5 e 6000 mg L™.

Em matrizes ambientais ou industriais, como a vinhaca, a cromatografia liquida
com detecgao por ultravioleta (UV) e espectrometria de massas (MS) também tem
sido eficaz para analise de acidos organicos como o citrico e o succinico, conforme
demonstrado por Oliveira (2022). Ja para compostos volateis, a cromatografia gasosa
com espectrometria de massas (GC-MS) é uma alternativa adequada, como
evidenciado por Franco (2020), que validou a técnica para detec¢ao de acidos
haloacéticos em amostras ambientais. Essas diferentes abordagens evidenciam a
diversidade de ferramentas disponiveis para analise de acidos organicos, cuja
escolha depende das caracteristicas da matriz e do composto de interesse.

Outro estudo conduzido por CERQUEIRA et al. (2011), foi desenvolvido e
validado um método utilizando CLAE, para a determinacdo dos acidos organicos
volateis (AOVs), acético, propiénico e butirico, em efluentes de reatores anaerobios.
Nesse trabalho utilizou-se o detector UV-Vis, operando em 220 nm, por se tratar de
uma tecnologia mais acessivel, quando comparada a sistemas mais complexos,
como espectrometria de massas. O método apresentou excelente desempenho
analitico, com linearidade na faixa estudada, indicada pelo valor do coeficiente de

correlagao para todos os acidos analisados.
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2.3.2 Influéncia da fase movel na CLAE

Entre os solventes organicos utilizados em cromatografia liquida, destacam-se
o etanol (C:HsOH) e o metanol (CHsOH). Ambos pertencem a mesma classe
quimica, mas apresentam diferengas significativas que impactam sua escolha como
fase mével em anadlises cromatograficas ou como solvente de extragdo. Em termos
econdmicos, tanto o etanol quanto o metanol apresentam custos inferiores a
acetonitrila, sendo até quatro vezes mais baratos (BICKLER, 1999). No entanto, o
etanol é ligeiramente mais caro que o metanol, o que pode ser um fator limitante em
aplicacbes de grande escala. Apesar disso, o0 custo-beneficio do etanol é
frequentemente superior quando se considera aspectos de seguranga e
sustentabilidade.

Do ponto de vista toxicologico, o contraste entre os dois € marcante. O metanol é
altamente toxico, sendo rapidamente absorvido por inalagdo, ingestdo ou contato
dérmico. Sua metabolizagdo no organismo leva a formagao de formaldeido e acido
férmico, compostos responsaveis por efeitos adversos severos, como cegueira e até
a morte (COSTA, 2012). Por esse motivo, o metanol exige procedimentos rigidos de
manuseio e descarte.

O etanol, embora também inflamavel e irritante em altas concentracdes, é
considerado atoxico, é viavel economicamente, sustentavel (LONGO, I. et al., 2020),
e rapidamente metabolizado pelo organismo em acetaldeido e acido acético,
compostos de menor risco (COSTA, 2012). Além disso, por ser biodegradavel é
produzido a partir de fontes renovaveis como cana-de-agucar e milho, o etanol é
considerado um solvente verde, com menor impacto ambiental.

Deste modo, embora o metanol, segundo a Agéncia Nacional do Petréleo (2021),
tenha custo ligeiramente inferior, comparado ao etanol, o alcool de de dois carbonos
se destaca por sua menor toxicidade, maior seguranga no manuseio, origem
renovavel e menor impacto ambiental. Essas caracteristicas fazem do etanol uma
opcao preferencial em laboratérios que buscam alinhar eficiéncia analitica com

praticas sustentaveis e seguras.
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2.3.3 Validacédo de métodos analiticos

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO), exigem a validagdo de métodos
analiticos como um requisito fundamental no credenciamento para qualidade
assegurada e demonstragdo de competéncia técnica de um novo método. E
essencial que os estudos de validagao sejam representativos e conduzidos de modo
que a variacao da faixa de concentragcado e os tipos de amostras sejam adequados
(RIBANI et al., 2004).

TABELA 1 - PARAMETROS DE VALIDAGAO RECOMENDADOS PELA ANVISA E INMETRO.

ANVISA INMETRO
Especificidade/Seletividade Especificidade/Seletividade
Intervalos da curva de calibragéo Faixa de trabalho e Faixa linear de

trabalho
Linearidade Linearidade

Curva de Calibragao -
Limite de Detecgéo (LD) Limite de Deteccéo (LD)
Limite de Quantificagéo (LQ) Limite de Quantificagéo (LQ)

- Sensibilidade (inclinagéo da curva)

Exatidao Exatidao e tendéncia (bias)
Precisao Precisao
Robustez Robustez

- Incerteza de medicao

Fonte: RIBANI et al., 2004.

De acordo com a secgao Il no art. 23 da Lei n® 9.782/1999, a agéncia nacional de
vigilancia sanitaria (ANVISA), indica que a linearidade de um método deve ser
demonstrada por meio da sua capacidade de obter respostas analiticas diretamente
proporcionais a concentragdo de um analito em uma amostra. Na mesma secao no
art. 27 determina quais avaliagbes sdo necessarias para comprovar a linearidade do

método:
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|.- representagao grafica das respostas em fungédo da concentragcéo do analito;
.- grafico de dispersao dos residuos, acompanhado de sua avaliagao estatistica;
lll.- equagao da reta de regresséo de y em x, estimada pelo método dos minimos
quadrados;
IV.- avaliacdo da associagao linear entre as variaveis por meio dos coeficientes de
correlagao (r) e de determinacgao (r?);
V.- avaliagao da significancia do coeficiente angular.

Quando sao realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito
ou de uma propriedade, é importante saber qual o menor valor de concentracdo do
analito ou da propriedade que pode ser detectado pelo método (INMETRO, 2020).
Para isto, se faz a andlise do limite de detecgao (LD), que é a menor quantidade de
analito na amostra que pode ser detectada, mas ndao necessariamente quantificada
sob as condigdes estabelecidas para o ensaio (ICH, 2005). Para a obtengao do limite
de detecgédo (LD), é utilizado o valor de s, que representa a estimativa do desvio
padrao da resposta analitica. Esse valor pode ser determinado de diferentes formas:
a partir do desvio padrao do branco, do erro padrao da equagao de regressao ou
ainda do coeficiente linear da equacdo. Em seguida, esse valor é relacionado a
inclinacdo da curva analitica, representada por b, “slope” ou coeficiente angular da
reta de calibracdo. Assim, o LD pode ser calculado pela razdo entre s e b,
multiplicada por um fator de 3,3, conforme estabelecido pelas diretrizes da ANVISA e
do INMETRO (RIBANI et al., 2004).

O limite de quantificagdo (LQ), corresponde a menor quantidade do analito na
amostra pode ser quantitativamente determinada com precisédo e exatidao aceitaveis
(ICH, 2005). De modo semelhante ao limite de detecgao, o LQ é calculado seguindo
as mesmas diretrizes onde a razao de s e b é multiplicada por um fator de 10, esse

fator foi estabelecido pela IUPAC como valor padrao para calcular o LQ.

3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos deste estudo foram feitos no Laboratério de Analise
Instrumental e Controle de Qualidade, com amostras fornecidas pelo Labiogen
(Laboratério de Bioquimica e Genética), ambos pertencentes a Universidade Federal

do Parana, Setor Palotina. As amostras utilizadas também foram aplicadas no
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Trabalho de Conclusédo de Curso intitulado "Caracterizagdo Bioquimica e Molecular
de Isolados com Potencial de Solubilizagdo de Potassio" (Alencar, 2025), o que
reforca a integragao entre as analises bioquimicas, moleculares e cromatograficas

dos isolados estudados.

3.1 CONDICOES CROMATOGRAFICAS AVALIADAS NA QUANTIFICACAO DE
ACIDOS ORGANICOS

A fase movel foi inicialmente preparada pela adicdo de 1 mL de acido
fosforico (HsPO.) a um volume de agua ultrapura suficiente para completar 1L da
solugdo. Em seguida, essa fase aquosa foi submetida a filtracdo e a desgaseificagao
em banho de ultrassom por 45 minutos. Foram avaliados os solventes organicos
etanol e metanol em diferentes proporgdes e em diferentes comprimentos de onda
utilizados para detecgao na faixa do ultravioleta (UV) em diferentes proporgdes entre
o solvente organico (metanol e etanol) e a fase aquosa: 90:10, 70:30, 50:50, 30:70 e
10:90. Além disso, foram avaliadas faixas de comprimento de onda de 203, 210, 220
e 230 nm para a detecg¢ao dos analitos.

As analises cromatograficas foram realizadas em um equipamento de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia da marca Thermo Scientific UltiMate 3000,
deteccdo UV-DAD (Diode Array Detector), coluna C18 (250x4,6mm) em um sistema
isocratico com fluxo de 1,0 mL min™, com tempo total de corrida de 25 minutos.

As solugdes estoque individuais dos acidos organicos aceético, butirico, citrico,
malico, latico e propiénico foram preparadas na concentragdo de 1000 mg L. As
analises cromatograficas foram realizadas utilizando as solugdes estoque dos
acidos, previamente filtradas por membrana de nylon com porosidade de 0,45 pm
(Millipore®, SP, Brasil).

Apo6s o preparo dos padroes, os acidos foram diluidos para preparacao da
curva analitica, nas respectivas concentragdes: 0,05; 0,2; 0,4; 0,5; 0,7; 0,9 e 1,0 g
mL™. As curvas analiticas foram construidas, relacionando-se os valores da
concentracdo em ug mL™ no eixo das abscissas, com os valores das areas obtidas,
no eixo das ordenadas. O intervalo linear foi calculado através da verificacdo da
proporcionalidade entre a concentragdo e a resposta a partir do calculo do

coeficiente linear (b), do coeficiente angular (a) e do coeficiente de correlagao (r),
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onde o r> minimo aceitavel foi de 0,99. Foram calculados os limites de detecgéo (LD)
por meio da razéo entre o desvio padrdo da resposta analitica (s) e a inclinagdo da
curva analitica (b), multiplicada por um fator de 3,3. Ja o limite de quantificacéo (LQ)
segue 0 mesmo principio, utilizando um fator multiplicativo de 10, conforme
estabelecido pelas diretrizes da IUPAC, ICH e INMETRO (Equagdes 1 e 2) (RIBANI
et al., 2004).

LD = 3,3b><s Equacgéo 1
LQ = 10b><s Equagéo 2

3.2 AMOSTRAS DE BIORREATORES EM ESCALA LABORATORIAL

As amostras fornecidas pelo Labiogen foram produzidas em mini -
biorreatores utilizando as bactérias solubilizadoras de potassio Bacillus velezenzis,
estas foram cultivadas em meio Aleksandrov. As culturas foram divididas em trés
grupos experimentais: um grupo suplementado com pd de rocha, outro com silicato,
e um terceiro sem qualquer tipo de suplementacéo (controle). A quantificagcdo dos
acidos organicos presentes nas amostras foi realizada apds diferentes periodos de
incubacao: 3, 9 e 20 dias, cada tempo de incubacgao e condi¢cao de suplementacéo,
as analises foram realizadas em duplicata.

Antes da anadlise cromatografica, as amostras congeladas foram
descongeladas e centrifugadas. Em seguida, o pH inicial de 7 foi ajustado para um
intervalo entre 2 e 3 utilizando uma solugéao de acido fosférico (HsPO.) na proporgéo
de 1:1. Apds o ajuste do pH, as amostras foram filtradas utilizando uma membrana
de nylon com porosidade de 0,45 ym (Millipore®, SP, Brasil). Finalmente, as
amostras preparadas foram transferidas para vials de 2 mL e submetidas a analise

de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO PARA DETERMINACAO DE
ACIDOS ORGANICOS

O desenvolvimento do método analitico para a determinacdo de acidos
organicos volateis teve inicio com a definicdo do solvente organico a ser utilizado.
ApOs testadas as proporgdes entre os solventes organicos (metanol e etanol) e a
fase aquosa 90:10, 70:30, 50:50, 30:70 e 10:90 com comprimentos de onda 203,
210, 220 e 230, verificou-se que o etanol proporcionou melhor desempenho
cromatografico. Esse fato ficou evidenciado por picos definidos e separados com a
utilizagdo da proporcao de 90% de fase aquosa e 10% de etanol, no campo de
varredura espectral do ultravioleta, com comprimento de onda fixado em 220 nm.

Essa diferenga pode ser visualizada na comparagéao entre as Figuras 2 e 3.

FIGURA 2 - CROMATOGRAMA DOS ACIDOS ORGANICOS OBTIDOS COM A UTILIZAGAO
'DE METANOL COMO FASE MOVEL ORGANICA
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Condigbes cromatograficas: fase moével composta por agua acidificada com 0,1% &cido

fosférico:metanol (90:10), detecgdo em comprimento de onda 220 nm, vazao de 1 mL min™.
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FIGURA 3 - CROMATOGRAMA DOS ACIDOS ORGANICOS OBTIDOS COM A UTILIZAGAO DE
ETANOL COMO FASE MOVEL ORGANICA
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Condicbes cromatograficas: fase modvel composta por agua acidificada com 0,1% acido

fosforico:etanol (90:10), detecgdo em comprimento de onda 220 nm, vazéo de 1 mL min™".

A andlise cromatografica dos acidos organicos com fase movel composta por
metanol, nos comprimentos de ondas analisados (203, 210, 220 e 230 nm), nao
apresentaram picos definidos ou com boa separagao comprometendo a obtencao de
dados confiaveis. Em contrapartida, a utilizacao de etanol, permitiu a identificagao
dos seguintes acidos organicos e seus respectivos tempos de retengao: acético (3,4
min), butirico (12,5 min), citrico (3,1 min), malico (3,9 min), latico (3,2 min) e
propidnico (5,6 min). Além da melhoria no desempenho analitico, o etanol
apresenta-se como uma alternativa mais sustentavel, sendo considerado um
solvente verde. Sua menor toxicidade em comparacao ao metanol reduz os riscos a
saude de quem ira manusea-lo e minimiza os impactos ambientais, estando alinhado
as diretrizes da quimica verde e as exigéncias de seguranca em laboratérios

analiticos
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4.2 VALIDACAO PARCIAL DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA PARA ANALISE
DE ACIDOS ORGANICOS.

Apos a definicdo do solvente adequado, calculou-se as diluicbes da solugao
estoque a fim de construir curvas analiticas para a avaliagao da linearidade de cada

acido organico, conforme apresentado na Figura 4.

FIGURA 4 - REPRESENTACAO GRAFICA DAS CURVAS ANALITICAS DOS ACIDOS:
CITRICO, LATICO, ACETICO, MALICO, BUTIRICO E PROPIONICO.
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FONTE: A autora, 2025.



As concentragdes escolhidas abrangeram uma faixa representativa das

quantidades esperadas nas amostras reais, garantindo a aplicabilidade pratica

do método. Os coeficientes de determinacao (r?) obtidos para todos os acidos

organicos foram superiores a 0,993, indicando uma excelente correlagao entre

a concentracdo e a resposta do detector. Segundo Ribani et al. (2004), valores

de r? acima de 0,99 sao considerados indicativos de linearidade adequada em

métodos analiticos. A analise dos residuos das regressoes lineares demonstrou

distribuicao aleatéria, reforcando a adequacdo do modelo linear aos dados

experimentais. Esses resultados confirmam que o método desenvolvido é

confidvel e adequado para a quantificagdo dos acidos avaliados em diferentes

condigdes experimentais (Tabela 2).

TABELA 2 - VALORES DE R* E EQUAQAO DA RETA, LD E LQ PARA OS ACIDOS CITRICO,
LATICO, ACETICO, MALICO, BUTIRICO E PROPIONICO.

Compostos r? Equacdo dareta | LD (ug/mL) [ LQ(pug/mL)
Acido citrico 0,996 y=11,5x-0,216 |0 062 0,188
Acido Latico 0,996 y=4,9x- 0,047 (0,032 0,096
Acido acético 0,995 y=4,6x-0,050 |0,035 0,108
Acido malico 0,995 y=12,6x-0,220 (g 057 0,175
Acido butirico 0,996 y=7,1x-0,125 |0 058 0,176

Acido Propi6nico 0,993 y=95,9x-0,321 10,180 0,544

FONTE: A autora, 2025
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Os menores valores obtidos foram do acido latico com LD de 0,032 pg/mL e

LQ de 0,096 pg/mL. Esses valores baixos indicam que o método desenvolvido

permite a deteccdo e quantificacdo de concentragdes reduzidas do analito, isso é

fundamental em analises em que os compostos estdo presentes em baixas

concentragbes, como no monitoramento de processos biotecnoldgicos, estudos

ambientais ou analises de residuos.
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43 QUANTIFICACAO DE ACIDOS ORGANICOS EM AMOSTRAS
PROVENIENTES DE BIORREATORES

Foram realizadas as quantificagbes dos acidos organicos produzidos apos 3,
9 e 20 dias de incubagdo em diferentes meios contendo cepas bacterianas de
Bacillus velezensis. A producao de acido citrico em meio suplementado com pé de
rocha ja era esperada, conforme indicado pelo estudo conduzido por MEENA et al.
(2014) que também utilizou bactérias do género Bacillus. Esse composto apresentou
concentragcdes acima do limite de deteccdo em todos os trés meios analisados, com
valores superiores a 0,062 pg/mL. Em relagcdo ao limite de quantificacdo (0,188
Mg/mL), esse valor foi superado apenas no nono dia de cultivo, quando a
concentracao atingiu 0,230 ug/mL, indicando producao quantificavel nesse ponto do
experimento. Da mesma forma, em meio suplementado com silicato, os limites de
deteccdo foram alcangados logo no terceiro dia (0,090 pg/mL), em contrapartida, os
limites de quantificagdo apenas no vigésimo dia onde obteve concentragcéo de 0,350
pMg/mL (FIGURA 5). A quantificagdo da maior concentragao de acido citrico foi obtida
no vigésimo dia, no meio suplementado com po6 de rocha, a qual alcangou 0,695
Mg/mL.

FIGURA 5 - QUANTIFICAGCAO DE ACIDO CITRICO GERADO POR BSK EM DIFERENTES
MEICS.

AcCIDO CITRICO

W FPODEROCHA [ SILICATO [ SEM SUPLEMENTAGAD
0,8

0,595

ug/mL

3 dias 9 dias 20 dias

FONTE: A autora, 2025.
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O acido malico apresentou concentragdes detectaveis apenas no meio
suplementado com po6 de rocha, a partir do nono dia de incubagdo, quando atingiu
valor superior a 0,057 pg/mL, ultrapassando o limite de detec¢gao do método analitico
proposto. No entanto, esse valor (0,070 ug/mL) ainda se manteve abaixo do limite de
quantificacéo (0,175 ug/mL), impossibilitando sua quantificagdo de forma precisa. A
baixa produgdo de acido malico nesse contexto ja era esperada, uma vez que
Meena et al. (2016) também detectaram esse composto em meios cultivados com
cepas bacterianas solubilizadoras de potassio. Esse resultado sugere uma possivel
associagao entre a atividade microbiana e a liberagao de acidos organicos durante o
processo de solubilizagdo de nutrientes, especialmente em meios contendo minerais
de origem silicatada. Nos demais tratamentos, meio suplementado com silicato e
meio sem suplementacéo, as concentragdes de acido malico ndo ultrapassaram o
limite de detecgado, indicando que, nessas condi¢cbes, a producdo foi abaixo da
sensibilidade do método utilizado (FIGURA 6).

FIGURA 6 - QUANTIFICACAO DE ACIDO MALICO GERADO POR BSK EM DIFERENTES
MEIOS.

ACIDO MALICO
B FODEROCHA M SILICATO B SEM SUPLEMETAGAQ
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FONTE: A autora, 2025.

O acido acético, proveniente de amostras de biorreatores em seu nono
dia de cultivo, em meio suplementado com pé de rocha, obteve a maior
concentragao (0,140 ug/mL), superando assim, o limite de quantificagao (0,108
pg/mL), entretanto, no vigésimo dia essa produg¢ao diminuiu para 0,040 ug/mL.
Em meio sem suplementacao desde o terceiro dia foram obtidas concentragdes

acima do limite de deteccédo (0,035 pg/mL). De acordo com Rodriguez et al.



(1999), as bactérias solubilizadoras direcionam sua atividade metabdlica
principalmente na produc¢ao de acidos tricarboxilicos onde o acido acético nédo
se adequa. Neste contexto, o acido acético, por possuir apenas um grupo
carboxila e menor capacidade de complexagao de ions, ndo € produzido em
quantidades significativas. No meio suplementado com silicato, nenhuma das

amostras apresentou concentragdes detectaveis de acido acético (FIGURA 7).

FIGURA 7 - QUANTIFICACAO DE ACIDO ACETICO GERADO POR BSK EM DIFERENTES
MEIOCS.

ACIDO ACETICO
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FONTE: A autora, 2025.

Quando analisadas as concentracbes de acido latico observou-se que
no terceiro dia de cultivo, ndo foi detectado produgao de acido latico nos meios
suplementados. Ja no nono dia, o composto atingiu os limites de detecgao
(LD= 0,032 pg/mL) e quantificagdo (LQ= 0,096 pg/mL) nos trés meios
analisados, indicando um pico de produgdo nesse periodo. A partir desse
ponto, o meio sem suplementacdo manteve concentracdes estaveis de acido
latico, enquanto nos meios suplementados houve uma reducgao significativa,
resultando em auséncia de detecg¢ao no vigésimo dia (FIGURA 8). Esse padrao
pode ser explicado pelo metabolismo microbiano da glicose, pois o acido latico
€ um dos principais produtos da fermentacgao latica, uma rota inicial de geracgéo
de energia. Sua producao ocorre nas fases iniciais do crescimento bacteriano,
mas tende a decair a medida que a glicose disponivel € consumida e outras
vias metabdlicas passam a predominar, como forma de adaptacéo celular as
novas condigdes do meio (MADIGAN, 2018).
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FIGURA 8 - QUANTIFICACAO DE ACIDO LATICO GERADO POR BSK EM DIFERENTES
MEIOS.
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FONTE: A autora, 2025.

Os resultados obtidos a partir das analises das amostras provenientes de
biorreatores demonstraram que o0 método desenvolvido mostrou-se eficaz e
aplicavel, permitindo a deteccdo e quantificagcdo de acidos organicos ao longo do

tempo.

5 CONCLUSAO

O desenvolvimento e validagdo parcial do método de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia permitiu a determinacao de seis acidos organicos (citrico, malico,
acético, butirico, propidnico e latico). As condi¢des cromatograficas desenvolvidas
demonstraram eficiéncia na separagao dos analitos, com quantificacdo de quatro
acidos organicos (citrico, latico, acético e malico), especialmente com a fase
organica a base de etanol, que proporcionou melhor resolugdo dos picos em
comparagdo ao metanol. A linearidade do método foi comprovada por meio do
coeficiente de correlacdo superior a 0,99, obtido para os seis acidos analisados. Os
resultados da quantificacdo dos acidos nas amostras evidenciaram que o acido
citrico apresentou a maior concentragdo, dentre os compostos avaliados, em meio
suplementado com po6é de rocha, em diferentes tempos de incubacido, o que

comprova a alta capacidade de producdo desse acido pelas cepas bacterianas
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Bacillus velenzensis. A presenca e o comportamento do acido latico ao longo do
periodo avaliado demonstraram uma correlagdo com o metabolismo da glicose,
observando-se um aumento inicial seguido de redugao na concentragao, ao longo do
tempo de incubacao.

Estes resultados confirmam a eficacia do método proposto e a validacao
parcial promove a geracao de dados analiticos confiaveis para o monitoramento da
producdo de acidos organicos em processos fermentativos, reforgando assim, o
potencial biotecnologico das bactérias solubilizadoras de potassio na produgéao de

metabdlitos de interesse agricola.
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