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RESUMO

O permeado de soro de leite € um subproduto singular que contém moléculas
organicas com grande potencial poluidor, quando nao tratado de forma adequada.
Sua origem se da no processo de separagao por membranas que segrega a parte
proteica do soro, denominada como retentado. De forma secundaria, é gerado o
permeado, um subproduto de baixo valor comercial. O objetivo deste estudo foi avaliar
o crescimento de diferentes cepas de Pseudomonas spp. em permeado de soro de
leite obtido por osmose reversa (OR), suplementado ou ndo com sais minerais, bem
como determinar o perfil de metabdlitos produzidos ao longo do tempo de incubagao
afim de obter compostos de interesse biotecnolégico. Foram utilizadas quatro estirpes
de Pseudomonas spp. (Pseudomonas aeruginosa LBI (Laboratério de Biotecnologia
Industrial); Pseudomonas putida CCMI 852 (Colecao de Culturas de Microrganismos
Industriais) e dois microrganismos isolados de uma planta de concentragéo de soro
denominados (IBPCS) IBPCS 09 e IBPCS 14 e identificados presuntivamente como
pertencentes ao género Pseudomonas spp). As bactérias foram testadas quanto a
capacidade de crescimento em permeado de soro de leite obtido por OR seguido da
verificagdo qualitativa e quantitativa da formacao de metabdlitos. A avaliagcdo do
crescimento celular ocorreu por leitura da densidade dtica na faixa de 600nm (DO
600nm) em espectrofotometro. As leituras espectrofotométricas demonstraram ao
final de 72 horas o desenvolvimento de massa celular nos cultivos em permeado. A
DO 600nm inicial de 0,8 foi ampliada para 1.288, 1.305, 2210 e 2.454
respectivamente pelos microrganismos IBPCS 09, IBPCS14, Pseudomonas putida
CCMI 852 e Pseudomonas aeruginosa LBI. A avaliagao do potencial de obtencao de
metabdlitos de interesse biotecnoldgico demonstrou concentragdes de 0,621 mg.mL"
'de &cidos citrico, 12,151 mg.mL™" de acido isocitrico, 0,246 mg.mL"" de acido férmico
além de 0,558 mg.mL™" de lactulose nas amostras de sobrenadante resultante do
cultivo. O permeado de soro obtido por osmose reversa se mostrou um meio de cultivo
eficiente para o crescimento dos microrganismos utilizados neste estudo, além de

apresentar potencial para aplicagdo em processos biotecnoldgicos.

Palavras-chave: osmose reversa; permeado; Pseudomonas spp.



ABSTRACT

Whey permeate is a unique by-product that contains organic molecules with high
polluting potential when not treated properly. It originates from the membrane
separation process that segregates the protein part of whey, called retentate.
Secondarily, permeate is generated, a by-product of low commercial value. The
objective of the study was to evaluate the growth of different strains of Pseudomonas
spp- in whey permeate obtained by reverse osmosis (RO), supplemented or not with
mineral salts, as well as to determine the profile of metabolites produced over the
incubation period in order to obtain compounds of biotechnological interest. Four
strains of Pseudomonas spp. were used: Pseudomonas aeruginosa LBI (Industrial
Biotechnology Laboratory); Pseudomonas putida CCMI 852 (Industrial Microorganism
Culture Collection) and two microorganisms isolated from a whey concentration plant
called (IBPCS) IBPCS 09 and IBPCS 14, presumptively identified as belonging to the
genus Pseudomonas spp. The bacteria were tested for their ability to grow in whey
permeate obtained by OR, followed by qualitative and quantitative verification of
metabolite formation. Cell growth was evaluated by optical density in the 600 nm range
(OD 600 nm) using a spectrophotometer. Spectrophotometric readings showed the
development of cell mass in the permeate cultures after 72 hours. The initial OD 600
nm of 0.8 contained in the medium was increased to 1.288, 1.305, 2.210, and 2.454,
respectively, by the microorganisms IBPCS 09, IBPCS14, Pseudomonas putida CCMI
852, and Pseudomonas aeruginosa LBI. The evaluation of the potential for obtaining
metabolites of biotechnological interest showed concentrations of 0.621 mg.mL-1 of
citric acid, 12.151 mg.mL-1 of isocitric acid, 0.246 mg.mL-1 of formic acid, and 0.558
mg. mL-1 of lactulose in the supernatant samples resulting from the culture. The serum
permeate obtained by reverse osmosis proved to be an efficient culture medium for
the growth of the microorganisms used in this study, in addition to showing potential

for application in biotechnological processes.

Keywords: reverse osmosis; permeate; Pseudomonas spp.
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1. INTRODUCAO

O processo de separagao por membranas € uma técnica de filtragcao baseada
no uso de membranas semipermeaveis para separar componentes de uma mistura,
geralmente liquidos, com base em suas propriedades fisicas ou quimicas, como

tamanho de moléculas, carga elétrica ou solubilidade de seus constituintes.

Na industria lactea, essa tecnologia tem sido aplicada sob diversas oticas,
desde a padronizagdo do teor de proteina do leite e do soro de leite destinados a
fabricagao de produtos lacteos ou mesmo como ferramenta para remog¢ao de matéria
organica dos efluentes gerados devido a capacidade de retengdo dessas membranas
que permite a remogao de grande parte das proteinas, gorduras e carboidratos
presentes nos efluentes. Isso reduz os niveis de DBO (demanda bioquimica de
oxigénio), melhora a qualidade da agua e permite seu reuso nos processos industriais

diminuindo o consumo e o impacto ambiental.

Em fabricas voltadas para a produgéo de queijos € comum que a tecnologia de
filtracdo por membranas atue com o objetivo promover a separagéo e concentragao
de proteinas contida no leite ou no soro de leite. Durante o processo de filtragcao do
soro ou do leite ocorre, a segregacao da parte nobre do fluido filtrado que passa a ser
denominado como retentado ou concentrado. Esse € usado como matéria prima em

diferentes formulagdes. Entretanto, de forma secundaria € formado o permeado.

O tipo fluido a ser processado no equipamento, a técnica de filtracao utilizada
(microfiltragao, ultrafiltracdo, nanofiltragdo, osmose reversa), a concentracdo de
sélidos iniciais presentes no liquido, o tipo de membrana, a pressdo e temperatura de
trabalho constituem um conjunto de fatores que podem influenciar a composicao
média do concentrado e do permeado gerado. Dessa forma, a composicdo do
permeado pode néo ter valor de mercado agregado ao término do beneficiamento e
assim tornar-se um produto que a industria de laticinios brasileira disponibiliza para a

alimentagao animal ou destina a aterros sanitarios sob altos custos.

Entretanto, essas formas de alocag&do sdo consideradas anacrénicas, pois
estdo em desencontro com as atuais premissas de sustentabilidade que preconiza o
aproveitamento maximo de tudo que € gerado em um processo produtivo na industria

de alimentos. A industria queijeira possui grande potencial para a geragéo de soro de
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leite, um subproduto formado numa propor¢cédo de 9 litros para cada kg de queijo

processado.

Varias industrias ao longo dos anos tém tratado o soro remanescente da
producao de queijo pelo processo de separagao por membras devido a possibilidade
de recuperagdo das soroproteinas nele contido, de alto valor comercial e pela
capacidade de reduzir o potencial poluidor do soro. Contudo, o permeado de soro de
leite, residuo remanescente do processo de concentracdo por membranas constitui-
se em um subproduto singular por arrastar moléculas organicas em quantidades
suficientes para ocasionar problemas ambientais quando esse nao sofre destinacao
adequada. Uma alternativa de aplicagao racional do permeado de soro de leite seria
sua utilizagdo como fonte de carbono em meio destinado ao cultivo de microrganismos

produtores de biocompostos.

Diversos estudos tém demonstrado a capacidade de microrganismos, em
metabolizar residuos agroindustriais para a produgdo de biomoléculas.
Microrganismos da espécie Actinobacillus succinogenes foram cultivados em
permeado de soro delactosado apresentando ao final do processo de fermentacéo a
formagé&o de acido succinico. Cultivos em permeado de soro com microrganismos da
espécie Komagataeibacter xylinus demonstraram a capacidade dessa bactéria em

sintetizar celulose bacteriana.

Microrganismos do género Pseudomonas sdo muito utilizados em pesquisas
que aplicam de soro como fonte de carbono em meio de cultivo bacterianos para a
formagdo biomoléculas como polihidrixialcanoatos (PHA), acido lactobidnico,
bacteriocina azurina, ramnolipideo entre outros. A versatilidade, robustez metabdlica
e fisiolégica, além da caracteristica ubiqua de crescimento, justifica sua utilizagcido em

estudos molecular de bioprospecc¢ao.

Nesse sentido, a presente pesquisa busca uma melhor destinacdo ao
permeado de soro de leite obtido por osmose reversa utilizando-o como meio de
cultivo para proliferagcdo de microrganismos do género Pseudomonas spp. com
objetivo de observar sua capacidade de desenvolvimento assim como também
capacidade de formagao dos metabdlitos de interesse industrial. Os resultados obtidos
neste projeto poderdo contribuir para uma aplicagéo racional dos residuos lacteos

auxiliando na redugéao do potencial poluidor.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TECNOLOGIA DE MEMBRANAS NA INDUSTRIA DE LACTEOS

A industria de laticinios destaca-se na geragao de residuos, principalmente soro
de leite oriundo da fabricagdo de queijos. Com volume situado em torno de 190
milhdes de toneladas ao ano, o soro de leite se configura como o residuo responsavel
pela maior carga poluidora no setor lacteo (MANO et al. 2019). Por outro lado, como
detém substancias de elevado valor nutricional € comum que a industria faga uso
desse potencial (GUPTA, 2017). As proteinas encontradas no soro, contém
propriedades biolégicas de exceléncia como emulsificagao, gelificagdo e formagao de
espuma que propicia diversas aplicagbes tecnoldgicas. Sua utilizagdo como
suplemento alimentar, como ingrediente de prepara¢des lacteas, como base para
producao de bebidas termogénicas, producao de etanol, entre outros, sdo exemplos
de reuso do soro de leite (ILTCHENCO, 2018). Atualmente, diversas técnicas de
tratamento estdo em pratica para o reaproveitamento do soro e demais residuos

lacteos, possibilitando o reuso destes constituintes de forma racional.

A tecnologia de separagdo por membranas esta presente na industria de
laticinios desde a década de 1970. O emprego de membranas sintéticas como barreira
seletiva, permite segregar substancias presentes no leite e soro. Pode também ser
utilizado no processo de tratamento dos efluentes gerados na industria durante o
beneficiamento do leite. O processo tem grande importancia, pois, promove de forma
eficaz a separagéo, a concentragdo e a purificagdo de compostos em meio aquoso
permitindo um maior aproveitamento da matéria prima e dos recursos hidricos
utilizados pela industria latica (GOMES; GALVAO, 2015; Tetra Park, 2019;
MOSSMANN, 2020).

As técnicas de separagcdo por membranas, comumente aplicadas na industria
de laticinios sdo: osmose reversa (OR), nanofiltragao (NF), ultrafiltragcdo (UF) e
microfiltracdo (MF). Nesses processos, o leite ou soro de leite sdo bombeados sob
pressao sendo forgados a transpassar um conjunto de membranas especificas para
cada modelo de equipamento que por serem distintas entre si geram produtos
diferentes, com finalidades especificas e ao mesmo tempo reduzindo a carga organica
dos residuos gerados (DE MOURA BELL, 2018; Tetra Park, 2019).
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O processo UF, normalmente é utilizado para concentragédo de proteinas do
leite e do soro de leite a fim de obter uma padronizagao do teor de proteinas durante
a fabricagao de queijos e iogurtes. A NF realiza a dessalinizag&o parcial do leite, soro
de leite, do permeado ou do retentado proveniente de outro processo de separagao
por membranas. Ja a OR tem aplicagéo no processo de desidratagao de leite, do soro
de leite e permeado oriundo da UF. O processo de MF é usado principalmente para a
reducao de bactérias no leite desnatado, soro de leite e salmoura, mas também para
desengordurar o soro de leite destinado a produgao de concentrado proteico de soro
de leite (WPC) e para o fracionamento de proteinas. Tais tecnologias vém sendo
aplicadas pela industria latica com objetivo melhorar a qualidade e agregar valor ao
leite e ao soro de leite (ILTCHENCO, 2018; Tetra Park, 2019).

Os equipamentos de separagao podem ser construidos com diferentes médulos
de filtragem. Esses, diferem quanto a sua estrutura e geometria como nos modelos a
placa e moldura e nos modelos tubulares e cerdmica. Os modelos enrolados em
espiral sdo os mais aplicados no seguimento lacteo (Figura 1). As caracteristicas de
separagao de um conjunto de membranas tém relagdo com o material de construgéo,
com o seu processo de fabricacdo e com o tipo de moléculas que seréo filtradas.
Portanto, a distribuicdo e o tamanho dos poros das membranas (estreita ou larga),
tipos de moléculas presente no fluido, condigao de pressao exercidas na alimentagao
do sistema, temperatura de trabalho sdo fatores que interferem diretamente no

resultado do processo de separagéo por membranas (Tetra Park, 2019).

Figura 1- Membrana tipo espiral OR

Fonte: do autor
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O objetivo desse processo € a otimizagéo e a recuperagao das proteinas do
leite e do soro. A parte obtida recebe o nome de retentado ou concentrado, seguido
do nome do equipamento que o gerou UF, OR, NF ou MF. Esse produto é destinado
como matéria prima para diversas preparacgoes lacticas. O produto que passa pelas
membranas durante a concentragdo é denominado como permeado e também recebe
o nome do equipamento em que foi gerado sendo designado como permeado de UF,
OR, NF ou MF (Tetra Park, 2019).

A composicdo do permeado sofre variacbes de composi¢cdo devido a
caracteristica do equipamento utilizado para obtengéo, ao modelo de membrana que
compode o sistema e as caracteristicas do produto usado na alimentagao, leite ou soro.
JAHADI, EHSANI, PAIDARI (2018) demonstraram que o permeado de leite nao
homogeneizado produzido em sistema de ultrafiltragao equipado com membrana em
espiral de polissulfona com peso molecular de corte de 20.000 Daltons (Da)
apresentou em sua composi¢ao 0,01% de proteinas totais.

BARILI et. al (2009) avaliou a composigao do permeado obtido de um processo
de concentragdo e soro de queijo num sistema de ultrafiltragcado de fluxo cruzado em
escala laboratorial da marca (Ultran-Miniflex Whatman Suiga), equipado com
membrana de ultrafiltracdo de polietersulfona hidrofilica com massa molecular de
corte de 10.000 (Da) e area de membrana de 24 cm? que apresentou em sua
composicao 4,8% de matéria seca, 0,1% de lipideos e 0,17% de proteinas.

O permeado obtido em processo de UF de soro de queijo, proveniente de
equipamento dotado de membranas de polietersulfona em modulo de fibra oca com
classificaggo MWCO 500 (kDa) fabricada pela Koch PM-500, apresentou teor de
proteina de 2,47 g.L" e lactose a 34,75 g.L' (DE SOUZA et. al, 2010). Ja o permeado
de ultrafiltragdo, gerado em membranas de polietersulfona fabricada em modelo
espiral enrolada com classificaggo MWCO 5-8 (kDa), marca (Koch HFM-131),
apresentou em sua composicdo 0,93 g.L™" de proteinas e 33,76 g.L”' de lactose ao
final do processo de UF (DE SOUZA et. al, 2010).

Membranas de polietersulfona em moddulos de cassetes de classificagédo
MW CO 5 (kDa) da marca (Millipore Pelicon XL 50) apresentou 0,81 g.L™! de proteinas
e 33,19 g.L"! de lactose no permeado, apds ser ultrafiltrado (DE SOUZA et. al, 2010).
O permeado obtido pelo processo de MF dotado de membranas construidas em 6xido

de titdnio em modelos tubular de sete canais com didmetro nominal dos poros com 2
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micrémetros da marca (Tami Industries Filtanium), apresentou em sua composi¢ao
6,10 g.L" de proteinas e 46,83 g.L™! de lactose (DE SOUZA et. al, 2010).

O permeado obtido em um processo de ultrafiltragdo tangencial do soro
proveniente da fabricagdo de queijos em membranas de celulose com tamanho de
corte entre 10 e 30 (kDa) da marca (Millipore Pellicon® 3 Ultracel) apresentou um teor
de proteinas residual na escala de 5,2 a 5,9 g.L" respectivamente (BOSCO;
CARLETTO; MARMO, 2018).

Vale destacar que o permeado pode ser um residuo problematico por carregar
consigo quantidade abundante de compostos organicos. Alguns trabalhos demostram
a presencga de lactose em valores que atingem 50 kg por m®* com demanda quimica
de oxigénio (DQO) de até 142.000 mg.L™' e demanda bioquimica de oxigénio (DBO)
de 182.000 mg.L™" o que pode trazer graves problemas ambientais quando descartado
de formainadequada (DE MOURABELL, 2018; BOSCO; CARLETTO; MARMO, 2018;
MENCHIK et al., 2019).

O destino convencional para a maior parte do permeado gerado € a
alimentacao animal o que € de certo modo, inviavel devido ao grande volume diario
produzido, sem mencionar o desperdicio de potencial. Pesquisas recentes apontam o
permeado de soro de leite como fonte atraente para o desenvolvimento de diversos
compostos, com diferentes fungdes e aplicagdes tanto na cadeia de processamento
alimentar, como em outros seguimentos da industria onde pode desempenhar fungdes
estratégicas servindo de matéria prima para a geragao de energia, producao de
bioplasticos, insumos farmacéuticos, nutracéuticos, entre outros (MENCHIK et al.,
2019).

2.2 APLICACAO INDUSTRIAL DO PERMEADO DO LEITE E DO SORO DE LEITE

Diversos estudos foram desenvolvidos com o objetivo de aplicar o permeado
de leite e do soro de leite de forma inovadora. O trabalho desenvolvido por BECKER
e colaboradores (2021) prop6és a utilizagcdo de permeado de soro de leite obtido por
nanofiltragdo como base para producdo de bebida esportiva. O produto obteve
resultado sensorial positivo quando comparado ao produto controle se mostrou viavel
para o preparo de bebida isoténica, configurando-se como uma nova opgao para

reaproveitamento deste composto (BECKER et al., 2021).
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O permeado de soro de leite também foi usado para a obtencdo de
oligossacarideos bioativos para a nutrigdo humana. Foi demonstrado que o produto
contém oligossacarideos do leite bovino semelhantes ao oligossacarideo de leite
humano e experimentos em escala industrial mostraram que a hidrélise enzimatica da
lactose, a fermentagao por levedura e filtragdo por membrana maximizam a obtencao
dos oligossacarideos bioativos presentes no permeado de soro leite o que torna um
produto antes considerado residuo, atraente para a industria ao promover sua
aplicacéo na dieta humana como alimento funcional (DE MOURA BELL, 2018).

Outro estudo desenvolvido por RISNER e colaboradores (2020) descreve o uso
do permeado de soro de leite para a obtengcao de pineno, um composto organico da
classe dos terpenos presente em pequenas concentracdes na forma de metabdlito de
diversos vegetais. O uso de microrganismos recombinantes aplicados ao permeado
ultrafiltrado de soro de leite é apontado pelo estudo como uma alternativa de custo
reduzido e economicamente viavel para a produgao do pineno de origem microbiana.
O trabalho caracterizou o permeado de soro de leite como um efluente da industria de
laticinios que apresenta valores de DBO e DQO elevados devido a presenca de
hidrocarbonetos e tem na convers&o da lactose em moléculas organicas derivadas de
unidades de isopreno (C5H8) conhecidas como terpenoides que uma redugéo de 75%
da demanda total de oxigénio. Tal processamento combina ganhos ambientais com a
obtencao de produtos de valor agregado, o que demonstra a importancia da aplicagao
do permeado nos processos biotecnoldgicos o que contribui para viabilizagédo da
economia circular (RISNER et al., 2020).

BOSCO, CARLETTO; MARMO, (2018) propuseram um estudo em escala
laboratorial para a recuperagcdo de proteinas do soro de leite pelo processo de
ultrafiltragdo por membrana seguido da utilizagdo da lactose presente no permeado
em um processo de fermentacao bacteriana onde o carboidrato foi utilizado como
fonte de carbono para a produgéo de polihidroxialcanoatos (PHAs). De acordo com os
autores a presenca de lactose, em valores médios préximos a 50 g.L™", qualifica o
permeado de soro por ultrafiltragcdo como elemento ideal a ser usado como fonte de
fermentacao por bactérias recombinantes para a producao de PHA devido a formacgao
de 2 g.L" de biomassa contendo 60% de PHA e ao baixo custo para beneficiamento
deste substrato.

Uma revisdo bibliogréfica realizada por ASUNIS et al; (2020) discutiu a

viabilidade de implementagcdo de biorrefinarias para a produgdo de bioenergia e
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moléculas bioativas a partir do permeado de soro de queijo e demais residuos da
industria de laticinios. Os autores afirmam que técnicas de pré-tratamento baseados
em procedimentos quimicos, fisicos e bioldgicos, aliados a processos biotecnolégicos
como a digestao anaerébia, fermentagdo com producédo de polimeros bioldgicos e
sistemas bioeletroquimicos sdo essenciais para a geragao rentavel de bioenergia e
comodities de origens bioquimicas como metano, hidrogénio, acidos carboxilicos,
bioplastico e etano por exemplo. Atualmente, o processo tem sido implantado de
forma satisfatéria por grandes industrias lacticas europeias (ASSUNIS et al., 2020).

O permeado de soro delactosado (PSD) foi objeto em um estudo realizado por
BANGER et al., (2021) que avaliou sua performance como meio fermentador em um
processo de sintese de acido succinico. O microrganismo de escolha foi o
Actinobacillus succinogenes, espécie Gram negativa, capnofilica, anaerdbia
facultativa. Procedeu-se diversas fermentagdes utilizando como meio padrdo uma
cultura comercial seguida das fermentagbes usando o PSD suplementados com
peptona e bicarbonato. Como resultado foi detectado que o PSD se apresentou como
um 6timo meio para a fermentacao por Actinobacilus succinogenes com formacao de
0,64g de &acido succinico/g de lactose, resultado semelhante ao produzido pela
fermentacao ocorrida nos meios especificos encontrados no mercado para a produgao
do acido succinico o que demonstra que o PSD é um substrato adequado para a
producao de acidos com menor custo por ter como matéria prima um residuo da
industria latica.

KOLESOVS; SEMJONOVS, (2021) realizaram uma reviséo sobre a produgao
de celulose bacteriana (CB) a partir da fermentagdo do permeado de soro de leite por
bactérias do acido acético. Foi observado que a produ¢cédo de CB em escala industrial
ainda esbarra em questdes de custo de aquisicdo dos meios de crescimento
microbiano o que impede seu desenvolvimento e o uso de fontes de carbono de
origem alternativa como o permeado de soro de leite para o desenvolvimento da
biomassa se faz necessario. Os autores destacaram que poucos séo os estudos que
objetivou avaliar o permeado de soro de leite como um substrato alternativo para a
producao de CB por meio da fermentagao por cepas de bactérias do acido acético e
até o momento os melhores resultados alcangaram produgédo maxima de 5,4 g de CB
por litro de meio no fermentador.

ROLLINI et al., (2020) realizou um estudo cujo objetivo foi a obtengdo de uma

embalagem alimentar antimicrobiana ativa a partir da utilizagcdo do permeado do soro
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de queijo como substrato para uma fermentagcdo promovida por bactérias
pertencentes ao género Komagataeibacter xylinus formadora de celulose bacteriana
(CB), juntamente com a produgdo de uma classe de bacteriocina proveniente da
fermentacdo do mesmo substrato pelo microrganismo Lactobacillus sakei
denominada Sakacin-A. Os autores concluiram que o permeado de soro de queijo
apresentou grande potencial ao atuar como um substrato, de baixo custo para a
obtencdo de moléculas bioativas envolvidas na produgdo da embalagem
antimicrobiana ativa e a aplicacao deste residuo para a obten¢cdo de um produto com
valor agregado se enquadra como exemplo para o desenvolvimento da economia
circular.

Sharma et al., (2021) realizou um estudo que objetivou a formulagédo de um
meio de cultura para a produgdo de plantaricina e acido latico via fermentagao por
Lactobacillus plantarum CRA52, utilizando o permeado de soro de leite como fonte de
carbono seguido da adi¢gao de hidrolisado de proteina de soro de leite como fonte de
nitrogénio para formular um meio de cultivo de baixo custo com bom rendimento. No
estudo, os autores concluiram que os constituintes lacteos usados como fonte
alternativa de carbono e nitrogénio auxiliaram na redugao do custo do meio de cultivo
além de promover bom rendimento na formagao de acido latico e plantaricina quando
comparados ao meio tradicional.

Um outro estudo propés avaliar a elaboragdo de um meio de cultura de baixo
custo, a partir de permeado de soro de leite suplementado com diferentes compostos
nitrogenados e sais minerais com finalidade de permitir o desenvolvimento de cepas
bacterianas do género Lactobacillus salivarius de origem aviaria formador de
biomassa probidtica. O estudo identificou que o meio composto permitiu o
desenvolvimento dos microrganismos com melhor rendimento na formagao de
biomassa e com custo dose vezes menor quando comparado a outros meios
(BERESVIL et al., 2021).

O cultivo de microrganismos com potencial biotecnolégico em residuos
industriais de baixo custo pode ser uma alternativa racional ao reduzir a carga
poluidora dos rejeitos e agregar valor econdmico por meio da geragao de compostos
de interesse industrial formados pela via metabdlica de cepas microbianas
especificas. Os microrganismos pertencentes ao grupo das Pseudomonas spp.
podem ser aplicados como microrganismos de escolha para compor inéculo de um

meio de cultivo destinado a formagéo de biomoléculas devido a sua capacidade de
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crescimento ubiqua e da arquitetura distinta do seu metabolismo central de carbono
que algumas de suas espécies possuem (NIKEL; DE LOURENZO, 2018).

Bactérias do grupo da Pseudomonas spp. tém sido usadas em diversos
estudos com objetivo de geragdo de metabdlitos. BOSE et al., (2020) realizou um
estudo que objetivou a produgao de polihidrixialcanoato (PHA) a partir do cultivo em
soro de queijo por uma bactéria que foi caracterizada com base nas sequéncias do
gene 16S rRNA e identificada como Pseudomonas putida SS9. O cultivo ocorreu em
um fermentador de tanque agitado e a concentragcdo maxima de PHA encontrada foi
de 5,98 g.L" indicando que o soro de queijo poderia ser uma excelente fonte
alternativa de carbono para a producao de PHA usando P. putida SS9 como

microrganismo de escolha.

DE GIORGI et al., (2018) realizou um estudo que avaliou a producao de acido
lactobidnico a partir do cultivo de microrganismos pertencentes a cepa
de Pseudomonas taetrolens LMG 2336 em soro proveniente da fabricagao de ricota
em um biorreator de tanque agitado de 3 litros. No estudo o titulo de acido lactobidnico
obtido foi de 34,25 + 2,86 g.L'1, com rendimento de conversdo por meio da oxidagao

da lactose de até 85 £ 7,0%, obtido apds 48 horas de fermentacao em lote.

Outro estudo realizado por UNVER (2021) avaliou produgdo de azurina, uma
bacteriocina secretada por bactérias do grupo das Pseudomonas aeruginosa que
induz apoptose em células cancerigenas humanas. Nesse estudo as Pseudomonas
aeruginosa foram cultivadas em soro de leite adicionados de sulfato de cobre e nitrato
de potassio nas proporgdes de 2,5 e 45 mg.L™! respectivamente que culminou na
producao de azurina de alto nivel além de reduzir muitos problemas de gerenciamento

de residuos industriais de processamento de soro de leite.

A producao de ramnolipideo foi objeto de um estudo realizado por IBRAHIM,;
DIAB; ABDULLA, (2021) a partir do cultivo de Pseudomonas aeruginosa isolada de
solo contaminado com 6leo usando como substrato um meio minimo composto por
soro de leite adicionado com residuos de oOleo vegetal de refinaria agroindustrial.
Como resultado foram obtidas quantidades de 5,72 g.L' de ramnolipideo. Dez
congéneres de mono- e di-ramnolipideos foram detectados e estes reduziram a
tensao superficial da agua para 26 mN/m com uma concentrag&o micelar critica de 33

mg.L™".
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Bactérias que tem a capacidade de se desenvolver naturalmente em ambientes
adversos tém atraido a ateng&o para atuagado como plataformas microbianas, uma vez
que estao frequentemente expostas a condigcdes ambientais extremas. Esse fator se
correlaciona com uma notavel robustez metabdlica e fisiologica. Entre os
microrganismos com a diversidade metabdlica intrinsecamente elevada encontra-se
as espécies de Pseudomonas spp. que emergiram como um grupo de
microrganismos que nos ultimos anos tem atuado como uma base para projetar e criar
caminhos para a bioproducdo. Muitas espécies bacterianas ambientais sao
amplamente reconhecidas por seus estilos de vida metabdlicos versateis e flexiveis,
que lhes permitem adaptar-se a condigbes que mudam rapidamente por exemplo,
contato com estressores oxidativos, desafios de temperatura e perturbagoes
osmaoticas repentinas e os microrganismos pertencentes ao grupo das Pseudomonas
spp. servem como um excelente exemplo dessas qualidades (NIKEL; DE
LOURENZO, 2018).

Nesse trabalho utilizou-se cepas de bactérias do género Pseudomonas
aeruginosa LBl isoladas por Benincasa et al. (2002) de solo contaminado com
petroleo, cepas de Pseudomonas putida CCMI 852 originalmente isolada de uma
estagao de tratamento de efluentes em Portugal e duas cepas isoladas numa planta
de concentragcdo de soro de leite e identificadas de forma presuntivas como
pertencentes ao grupo das Pseudomonas spp. que foram testadas quanto a sua
capacidade de formagdo de biomoléculas quando cultivadas sob condicdes
especificas em um meio de cultivo formado por permeado de soro de leite obtido por

osmose reversa como fonte exclusiva de carbono.
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho apresenta objetivos geral e especificos, os quais serédo

descritos a seguir:

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar o crescimento de Pseudomonas spp. em
permeado de soro de leite obtido por osmose reversa suplementado ou ndo com sais
minerais, bem como, determinar o perfil de metabdlitos produzidos ao longo do tempo

de incubagao a fim de obter compostos de interesse biotecnoldgico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Realizar caracterizagao fisico-quimica do permeado de soro de leite gerado
por osmose reversa quanto aos parametros de pH; acidez e alcalinidade;
proteina, teor de sdlidos totais, volateis fixos; composi¢cao de agucares e acidos

organicos;

-Selecionar microrganismos pertencente ao género das Pseudomonas spp. a
partir de biofilme formado nas tubulagdes de condugio de permeado de OR da

planta de concentracao de soro;

-Avaliar a capacidade dos isolados de Pseudomonas ssp. em crescer em

permeado de soro de leite obtido por OR,;

-Determinar o perfil de metabdlitos produzidos pelos isolados ao longo da

incubagao e crescimento dos microrganismos selecionados para o estudo.

-Comparar o crescimento e perfil metabdlico entres os isolados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DO PERMEADO DE SORO DE
LEITE OBTIDO POR OSMOSE REVERSA

O permeado de soro de leite foi obtido em equipamento OR fabricado pela
empresa WGM. O sistema de filtragdo OR foi dimensionado para operar com soro de
leite de forma continua por 20 horas, seguido de um tempo de limpeza de 4 horas. O
equipamento foi projetado em trés estagios, onde cada estagio possui trés carcagas
contendo cinco médulos de filtragem cada, formando um conjunto de 45 membranas.
As membras utilizadas no equipamento sdo de modelo em espiral Dairy-Pro 8038 RO-
30 da marca (Koch) com area de 34,5 m? por modulo, pressao de operagao entre 20,7
e 41,4 bar, queda de pressao por carcaca de 2,1 — 3,4 bar, com temperatura de

operacgao de 5°C durante a produgao e de 50°C durante processo de limpeza CIP.

As amostras de permeado de soro de leite foram disponibilizadas por um
laticinio localizado no centro da cidade de Lima Duarte-MG. A coleta ocorreu durante
o beneficiamento de 210.543 litros de soro de leite originados da fabricagao de queijo
tipo Gruyere, Emmental, Reino e Gouda com técnica de cozimento por massa lavada
onde o cada lote de queijo fabricado recebeu adi¢do de 25% de agua quente para a
determinacdo do ponto. Foram coletadas ao final de cada hora de trabalho do
equipamento aliquotas de 2 litros do fluido ao longo de 11 horas formando uma
amostra composta com volume final de 24 litros de permeado sendo entéo,
armazenadas em recipientes plastico, acondicionadas em caixas isotérmicas sob
refrigeracdo e transportada para o Laboratério de Microbiologia do Rumen na
Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora — MG. Posteriormente, foram realizadas

analises fisico-quimicas das amostras do permeado.

4.1.1 Determinagao do pH

A determinagdo do pH foi realizada em pHmentro de bancada modelo Hanna

HI 2221 com leitura direta do eletrodo na amostra de permeado.
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4.1.2 Determinacgao de acidez e alcalinidade

Para a determinacdo dos parametros de acidez e alcalinidade foi aplicada a
técnica de titulacao acido-base onde uma solugao padrao alcalina com concentragao
conhecida de NaOH a 0,02 mol/mL e uma solugéo acida com concentragao conhecida
de HCL 0,02 mol/mL determinou a alcalimetria e a acidimetria da amostra usando
como indicador solugdo de fenolftaleina 1%. A partir do conhecimento desse
parametro, optou-se pelo ajuste do pH do meio para 7,00 por meio da adicdo de
hidréxido de sodio a 0,02 mol/L antes da inoculagdo dos microrganismos testados na

curva de crescimento.

4.1.3 Determinacgao de proteina

A determinagdo quantitativa de proteina bruta e nitrogénio total do permeado
de soro por osmose reversa foi realizada de acordo com o método de Kjeldahl
(BRASIL, 2006; GALVANI; GAERTNER, 2006; IAL, 2008), pelo laboratério de andlise
de alimentos da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora, MG. Para a determinacao
do teor de proteina do permeado de OR foi utilizado no calculo de obtengédo do
resultado o fator de conversao usualmente aplicado para leite e produtos lacteos de
6,38.

4.1.4 Determinagao de sélidos totais (ST), sélidos volateis (SV) e sélidos
fixos (SF)

A determinacao de ST e SF foi realizada por métodos gravimétricos, utilizando
estufas de bancada marca (Marconi modelo MA033/1), para a secagem da amostra a
105 °C e determinagao dos ST em forno tipo mufla marca (Thermo Scientific modelo
42,5L), para incineragéo a 550 °C e determinagao dos SF. Os SV foram obtidos pela
diferenca entre os ST - SF de acordo com método APHA, (2012).
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4.1.5 Determinagao da composig¢ao agucares e acidos organicos por

cromatografia

Amostras de permeado de soro de leite recém obtidas durante o processo de
filtracdo e n&o inoculadas foram avaliadas quanto a sua composi¢cao no Laboratorio
de Fisico-Quimica do Instituto de Laticinios Candido Tostes (ILCT), empregando a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com objetivo de identificar

constituintes presentes no permeado fresco.

A determinagcdo dos agucares e acidos organicos foi realizada conforme a
metodologia proposta por ACQUARO JUNIOR et al. (2013) e FREITAS M.C et al.
(2017), com algumas modificagcdes. O método para extracdo de agucares em meio
aquoso seguiu-se com a transferéncia de uma aliquota da amostra para um baldo
volumeétrico, adicionado de agua deionizada até a metade do baldo. Foi adicionado os
clarificantes ferrocianeto de potassio (Carrez I) e sulfato de zinco (Carrez Il), seguido
de agitagdo e preenchimento de todo o volume do baldo com agua deionizada sob
agitagao seguido de repouso por 60 minutos, filtragdo da amostra em papel de filtro

qualitativo, com nova filtragdo através de filtro seringa.

Para a extracdo dos acidos organicos partiu-se de 3 mL de amostra,
adicionando-se o solvente etanol 99,5% marca (Synth), onde a propor¢cédo de
etanol:permeado foi de 4:1, (v/v). A mistura foi agitada manualmente por cerca de um
minuto e entdo os tubos foram colocados em centrifuga, modelo CDR 1600 (Anco,

Brasil) e submetidos a centrifugagao por 30 min sob rotagao de 2.490 G a 20°C.

A temperatura foi mantida a 20°C. O sobrenadante foi filtrado em papel filtro
qualitativo e por cartucho Sep-Pak C18 (Waters®). Apos a filtragao, a amostra foi
levada a evaporagcao completa no evaporador a vacuo (Concentrator Plus/Vacufuge
® Plus, Eppendorf), com a temperatura mantida em 30°C. Em seguida, a amostra
seca foi ressuspensa em 6 mililitros de agua ultrapura e passada em filtro seringa
PVDF hidrofébico (25 MM).

A determinag&o dos compostos foi realizada utilizando o cromatografo liquido
de alta eficiéncia com detector de indice de refragcdo (CLAE-IR), modelo Agilent 1260
Infinity Il, com bomba quaternaria 600 bar (Agilent Technologies, USA). Para a

separagao utilizou-se coluna Hi-Plex H, (300 x 7.7 mm), sendo a fase movel
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constituida de agua ultrapura. O volume de injegao de amostra foi 20uL, a vazao da
fase movel foi de 0,6 mL/min e a temperatura foi mantida a 65°C tanto para os

acucares como para os acidos organicos (Coelho et al., 2018).

Os padroes utilizados no estudo foram produzidos pela empresa Sigma Aldrich
Merck. Os padrdes acidos testados no estudo foram o acido acético 500 mg; acido
adipico 500 mg; acido L-ascérbico 500 mg; acido benzdéico 500 mg; acido butirico 500
mg; acido citrico 500 mg; acido isobutirico 500 mg; acido formico 500 mg; acido
fumarico 500 mg; L-(+)-acido lactico 100 mg; Hidrato de sal trissddico de acido DL-
isocitrico 100 mg; acido maleico 500 mg; acido maldénico 500mg; acido D-(+)-malico
100 mg; acido oxalico 500 mg; acido fitico 500 mg; acido propidnico 500 mg; (-) acido
quinico 500 mg; acido succinico 500 mg; acido chiquimico 100 mg; acido D-(-)-

tartarico 500 mg.

Os de padrdes de monossacarideos utilizados foram D(-) Arabinose 100 mg;
D(-) Ribose 100 mg; D(+) Xilose 100 mg; D(+) Glicose 100 mg; D(-) Frutose 100 mg;
D(+) Manose 100 mg; D(+) Galactose 100 mg. Entre os padrdes de dissacarideos
testados foram Isomaltose - anbmeros mistos 100 mg; a- lactose 500 mg; Maltose 500
mg; Sacarose 500 mg. Também foi utilizado o padrdo de lactulose (4-O-B-D-
Galactopyranosyl-D-fructofuranose) frasco com 100 mg. Todos os padrdes continham

grau de pureza para analises em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

A identificagdo dos compostos organicos foi realizada por comparagdo do
tempo de retengcdo dos picos dos analitos na amostra em relagdo aos picos gerados
nas corridas com solucao padrao. As curvas analiticas dos padrdes foram elaboradas
a partir de quatro diluicdes dos padrdes (0,4; 0,75; 1,15 e 1,50 mg.mL™). A
concentragdo dos agucares e acidos organicos foi obtida por interpolagao utilizando
curvas analiticas (area do pico x concentracao) feitas previamente por injecdo de

padroes.

Posteriormente, para a avaliar os metabdlitos gerados nas amostras de
sobrenadantes obtidas durante a confeccdo das curvas de crescimento cultivadas
com e sem a suplementacdo de sais foi aplicada a mesma metodologia descrita
anteriormente a fim de promover a determinagcdo e quantificacdo dos metabdlitos

formados durante o cultivo.
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4.2 COLETA DE AMOSTRAS MICROBIOLOGICAS

Foram realizadas coletas com swab em diversos pontos da planta de
concentrag&o de soro de leite onde ocorriam vazamento do permeado de soro de leite
obtido por osmose reversa. Esses locais foram escolhidos por conter biofilme com
elevado crescimento de biomassa (Figura 2). Os swabs contendo amostras foram
inseridos em BHI caldo (/Infusdo de cérebro e coragdo) da marca (Laborclin) para
viabilizagao do crescimento celular, levados ao laboratério de Microbiologia do Rumen
da Embrapa Gado de Leite, incubados em estufa bacterioldgica marca (Solab modelo
SL-101/150) a uma temperatura de 36°C por 24 horas.

Posteriormente, aliquotas foram estriadas em meio solido BHI (/nfuséo de
cérebro e coragdo) da marca (Kasvi) sendo novamente incubados em estufa

bacteriologica a uma temperatura de 36°C por 24 horas.

Figura 2 - Biofilme em valvula pneumatica

Fonte: do autor.
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4.2.1 Isolamento em meio seletivo e coloragao de Gram

Foi realizado o isolamento em placas de Petri das colénias em meio agar BHI

(Kasvi) e em meios seletivos como meio agar EMB (Eosina Azul De Metileno) (Merck)

e meio agar MacConkey (Prolab) sendo novamente incubados por 24 horas por 36°C.

Os microrganismos que se desenvolveram nos meios MacConkey e EMB que
apresentaram formagédo de colbnias caracteristicas de lactose negativa, ou se€ja,
produzem colbnias esbranquicadas opacas (agar MacConkey) ou colbnias
translucidas ou rosadas (agar EMB) devido ao ndao abaixamento do pH foram
coletadas com alga bacteriolégica e avaliadas pela coloragédo de Gram com objetivo

de identificagao de bacilos Gram-negativos e descarte das bactérias Gram-positivas.

O método de coloragéo de Gram foi utilizado para classificar as bactérias com
base em sua estrutura celular. Foi adicionado uma gota de agua destilada em uma
lamina de vidro onde foi adicionado a uma pequena quantidade de uma colbnia
previamente isolada sendo misturada e espalhada. Posteriormente ocorreu a fixagao
da colonia através da secagem da lamina em chama de bico de Bunsen. Aplicou-se
como corante primario a solugao de cristal violeta 2% e deixou descansar por 1 minuto.
Ap0s, ocorreu a adigao da solugéao de lugol 3% com 1 minuto de tempo de exposigao.
Foi realizado a lavagem com alcool 95% seguido de lavagem com agua destilada.
Posteriormente foi adicionado o corante secundario Safranina na concentragao de 1%
seguido de lavagem com agua destilada. As |laminas foram secas em estufa

bacterioldgica a 36°C por 1 hora e levadas ao microscopio para verificagao de Gram.

4.2.2 Teste bioquimico

Com objetivo de promover a selegdo do género de Pseudomonas foram
realizadas provas bioquimicas de catalase e oxidase de todos o bacilos Gram-
negativos encontrados. O perdoxido de hidrogénio (H202) a 3% é utilizado para
detectar a produgcdo da catalase bacteriana. Uma col6nia bacteriana foi transferida
para uma lamina de vidro limpa e sobre ela foi adicionada uma gota do peréxido de
hidrogénio. O borbulhamento imediato indica uma reagao positiva para a presenga da
enzima (ATLAS; SNYDER, 2011). O teste da oxidase foi realizado utilizando uma tira
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de papel filtro adicionado de uma gota do reagente de oxidase (tetrametil-p-
fenilenodiamina) seguido da adicdo de uma coldnia bacteriana ao reagente onde foi
observado a formagao da coloragdo azul ou roxa confirmando a presenga da enzima
na colbnia testada (BASAK; SHETTY, 2021).

Os microrganismos que se apresentaram como catalase e oxidase positivos
foram incubados em agar citrato marca (Synth). O preparo do agar citrato se deu
misturando 25g do meio em 1 litro de agua destilada. Essa mistura foi esterilizada em
autoclave vertical analdgico (Prismatec modelo CS-150 150 litros) a 120°C por 15
minutos. Apos ser esterilizados, o agar citrato de Simmons foi depositado em tubos
de ensaios que foram mantidos inclinados e deixados para esfriar em estufa a 36°C.
A semeadura no meio ocorreu a partir de coldnias isoladas de forma direta com o
auxilio de uma alga bacteriolégica, que foi introduzida no meio préximo ao fundo do
tubo seguido de estriamento ao longo da parte inclinada do meio no tubo de ensaio.
A incubagao ocorreu a 37°C por 24 horas em estufa bacteriolégica marca (Solab,
modelo SL-101/150).

A incubacdo em meio SIM (Motilidade, Indol e detecgcao de produgéo de H2S)
também foi realizada para identificacdo e exclusdo de enterobactérias com base na
producao de sulfeto, formagao de indol e avaliagcdo da motilidade bacteriana. Tubos
de ensaio contendo 5 ml do meio da marca (Laborclin) foram retirados do pacote
refrigerado em ambiente asséptico. Os tubos foram colocados em estufa
bacteriolégica da marca (Solab, modelo SL-101/150) entre 35 e 37°C pelo tempo
necessario para adquirirem esta temperatura. Com uma agulha esterilizada tocou-se
uma colbnia a ser analisada e inoculou-se por picada, até uma distancia a 1 cm do
fundo do tubo contendo o meio. O material foi incubado em estufa bacteriolégica a
37°C entre 18 e 24 horas quando realizou-se a leitura. A prova de motilidade e de
formacgao de H2S foi observada diretamente no tubo inoculado. A determinagao da
presenca de indol se fez com a adi¢édo de trés gotas do reativo de Kovacs na superficie

do meio e observacao da reacao.
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4.2.3 Selegao dos microrganismos

ApOs a realizagdo dos testes os microrganismos, foram denominados como
Isolados de biofilme da planta de concentragao de soro (IBPCS) e numerados de 1 a
41. Foram selecionados microrganismos que demonstraram possuir caracteristicas
inerente ao género Pseudomonas spp. Os microrganismos apresentaram-se naforma
de bacilo Gram-negativo, ndo fermentador de lactose, citrato positivo, catalase
positiva, oxidase positivo, motilidade positiva e negativo para o teste de indol,
formagcdo de H2S e produgdo de gas. Os microrganismos selecionados foram
adicionados de glicerina a 15% e mantidos sob congelamento em freezer marca
(Prismalab modelo 120L) a -80°C até o momento de sua utilizagdo na curva de

crescimento.

4.3 CONSTRUGAO DA CURVA DE CRESCIMENTO APOS PREPARO DOS
MEIOS

Para a realizagao da curva de crescimento seguiu-se o processo descrito por
CLARO (2017). Primeiramente, os microrganismos selecionados que estavam
armazenados sob refrigeracdo foram colocados para crescimento em caldo BHI a
36°C por 24 horas para a reativagao do metabolismo com objetivo de aumento da
massa celular. Posteriormente, ocorreu a centrifugagéo do meio a 3.659 G por 20 min
seguido da eliminagao do sobrenadante. O pellet formado foi lavado com 7,5 mL de
salina 0,85% estéril, centrifugado e suspenso por trés vezes (Figura 3).

Posteriormente, ocorreu leitura em espectrofotdmetro da marca (Instrutherm
modelo UV 1000A) da D.O 600nm. O objetivo foi atingir uma concentragdo conhecida
do in6culo com D.O 600nm entre 0,8 e 0,9. Os indculos dos microrganismos
selecionados com massa celular padronizada foram congelados para serem usadas
como cultura starter no cultivo em permeado de soro de leite ndo suplementado e
suplementado com sais de Robert e Bushnell-Haas com intuito de avaliar a
capacidade de crescimento no meio proposto e formagao de metabdlitos bacterianos

no cultivo alternativo a base residuo oriundo da industria de laticinios.
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Figura 3 - Esquema de cultivo microbiano
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0.85%

Fonte: CLARO, 2017 (Adaptado).

4.3.1 Preparagao do permeado de soro de leite

O permeado de soro de leite a ser usado como meio de cultivo para os
microrganismos selecionados foi adicionado de solugdo NaOH 0,02N até o
atingimento da faixa 7 de pH. Posteriormente, o volume do permeado utilizado foi
fracionado em trés partes, onde, uma parte sofreu a adicdo de sais de Robert (SR),
outra sofreu adicdo de sais de Busnhell-Haas (BH) e outra permaneceu sem
suplementacado. Todo o conteudo liquido foi vertido em frasco de vidro com tampa,
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 min a 1,1 kgf/cm? de press&o e armazenado
sob refrigeracdo até o momento de sua utilizagdo. Todo o meio de cultivo
anteriormente preparado e previamente esterilizado foi dividido em Erlenmeyer num
volume de 80 ml dentro de uma capela de fluxo laminar da marca (Veco modelo
CFLH12) antes da adi¢do do ino6culo. O permeado de soro de leite preparado sem
suplementagao atuou como controle negativo para a avaliagdo do crescimento celular
e para a formagédo dos metabdlitos gerados durante o cultivo dos microrganismos

selecionados no estudo.
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4.3.2 Preparagao do meio mineral minimo de sais de Robert (SR)

O meio mineral minimo SR foi descrito por Robert et al. (1989). A preparagao
do meio se deu com a dissolugao dos sais apresentados na Tabela 1 em de agua
ultrapura. Todo volume preparado foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15
minutos a 1,1 kgf/cm? em frasco de vidro de 1.000 mL. O meio é aplicado em diversos
estudos com intuito de estimular a produgéo de biossurfactantes em diversos cultivos

bacterianos (Benincasa e Accorsini 2008; Costa et al., 2008).

Tabela 1- Composicao meio mineral S.R

Composto Foérmula Quantidade (g.L™")

Nitrato de sédio (Cinética Quimica) NaNO? 4,000
Fosfato de potassio dibasico (Vetec) K2HPO* 1,000
Fosfato de potassio monobasico (Merck) KH2PO4 0,500
Sulfato de magnésio (Chemco) MgS0O4.7H20 0,500
Cloreto de potassio (Cinética Quimica) KCI 0,100
Sulfato de ferro (Merck) FeS04.7H20 0,010
Cloreto de calcio (Vetec) CaCl2 CaCl? 0,010
Extrato de levedura (BD) - 0,010
Cloreto férrico (Merck) FeCP® 0,050
Elementos tragos* - 0,05 mL.L"
Elementos tracos* Férmula Quantidade %
Acido bérico (Mallinckrodt) HsBO? 0,026
Sulfato de cobre (Reagen) CuS04.7H20 0,050
Sulfato manganoso (Mallinckrodt) MnS04.H20 0,050
Molibdato de Aménio (Mallinckrodt) NH4Mo07024.H20 0,006
Sulfato de zinco (Grupo Quimica) ZnS04.H20 0,070

Fonte: Claro, (2017). Adaptado
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4.3.3 Preparacao do meio mineral minimo de sais de Bushnell-Haas
(BH)

O meio mineral minimo BH descrito por Difco (1984), foi preparado e
esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos a 1,1 kgf/cm? em frasco de vidro de
1.000 mL. Foi realizado a dissolugdo dos sais apresentados na Tabela 2 em 1.000 mL
de agua ultrapura. O meio BH ¢ aplicado em diversos estudos com intuito de estimular
a produgao de metabdlitos diversos em cultivos bacterianos (HANSON et al., 1993;
MARIANO et al. 2008).

Tabela 2 - Composicao meio mineral sais B.H

Composto Formula Quantidade (g.L™)
Nitrato de aménio (Vetec) NHsNO3 1,000
Fosfato de potassio dibasico (Vetec) K2HPO* 1,000
Fosfato de potassio monobasico (Merck) KH2PO* 1,000
Cloreto férrico (Merck) FeCP 0,050
Sulfato de magnésio (Vetec) MgSO* 0,200
Cloreto de calcio (Vetec) CaCli® 0,020

Fonte: Claro, (2017). Adaptado

4.3.4 Preparacgao do permeado de soro de leite suplementado

O permeado de soro de leite foi suplementado com sais de Robert (SR) e sais
de Busnhell-Haas (BH) com objetivo de estressar e estimular os microrganismos a
produzirem diferentes compostos metabdlicos, durante o processo de crescimento
bacteriano no meio proposto. Foram adotadas metodologias distintas de
suplementagado. A primeira estratégia consistiu em formar 1000 mL de um meio de
cultivo a base de permeado de soro de leite onde foi misturado 250 mL do meio

mineral de sais SR em 750 mL de permeado de soro de leite ndo suplementado. O
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mesmo processo foi realizado para obter 1000 mL de um meio a base de permeado
do soro de leite utilizando 250 mL sais de BH adicionado a 750 mL de permeado de
soro de leite. A outra estratégia consistiu em formar 1000 mL de um meio contendo
500 mL de sais SR e 500 mL de permeado de soro de leite ndo suplementado para o
cultivo dos microrganismos selecionado. Também foi produzido 1000 mL de um meio
de cultivo contendo 500 mL de permeado de soro de leite adicionado de 500 mL de

meio mineral minimo sais de BH.

4.3.5 Inoculagao, crescimento dos microrganismos selecionados e coleta
de sobrenadante para analise cromatografica

O permeado foi fracionado em erlenmeyer previamente esterilizado na
propor¢cao de 80 mL. Utilizando uma capela de fluxo laminar (Veco modelo CFLH12)
inoculou-se aos frascos contendo permeado de soro de leite ndo suplementado e
suplementado uma aliquota de 0,8 mL do inéculo das bactérias IBPCS 09, IBPCS 14,
Pseudomonas aeruginosa LBl e Pseudomonas putida CCMI 852 anteriormente
padronizada em D.O 0,8 a 600nm. Para cada microrganismo foi realizado de forma
individualizada a construgédo de uma curva de crescimento em duplicata, a uma
temperatura de 30°C, por 72 horas, sob rotagdo de 150 rpm em mesa agitadora da

marca (Tecnal modelo TE-420) de acordo com o descrito na figura 3.

No tempo zero e a cada 24 horas um frasco foi retirado para centrifugagéo a
3.659 G por 20 min. Os pellets formados durante as centrifugagdes foram lavados com
7,5 mL de salina 0,85% estéril, novamente centrifugados e suspensos por trés vezes.
A construcdo da curva de crescimento microbiano ocorreu por meio da avaliagdo da
formacado de biomassa com constatagdo do crescimento celular determinado por
espectrofotdmetro de massa marca Instrutherm modelo UV 1000A. O sobrenadante
gerado, resultante do processo de centrifugacdo passou por identificagcdo das
amostras e congelamento para posterior avaliagdo qualitativa e quantitativa dos
metabolitos formados em cromatografo liquido de alta eficiéncia com detector de
indice de refragdo (CLAE-IR), modelo Agilent 1260 Infinity II, dotado de bomba
quaternaria 600 bar (Agilent Technologies, USA).
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4.3.6 Comparacgao do crescimento em permeado sem suplementagao dos
IBPCS 09 e IBPCS 14 com Pseudomonas aeruginosa LBl e Pseudomonas
putida CCMI 852.

Foi realizado a construgcdo de uma curva de crescimento utilizando como meio
de cultivo o permeado sem suplementagao por 72 horas, sob agitacdo de 150 rpm, a
30°C onde foi comparado a capacidade de crescimento das bactérias selecionadas
IBPCS 09, IBPCS 14 com as cepas Pseudomonas aeruginosa LBl e Pseudomonas
putida CCMI 852 seguido da construgao de um grafico que destacou o desempenho

de cada microrganismo no meio proposto por este estudo.

5 DISCUSSAO E RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DO PERMEADO DE OSMOSE REVERSA

O permeado de osmose reversa utilizado neste trabalho € um subproduto da
concentragédo do soro de queijo que foi obtido por meio do processo de coagulagéo
enzimatica do leite durante a fabricagdo de queijos. O processo de coagulagdo é
conhecido por gerar um soro doce, ou seja, hao ocorre a conversao da lactose em
acido latico pelas bactérias laticas de forma acentuada resultando em um pH inicial
do soro geralmente situado entre 5,90 e 6,60 (BANSAL; VEENA, 2024). Os resultados
encontrados durante a determinagdo da acidez e alcalinidade do permeado de soro
de leite por osmose reversa demostraram que o produto utilizado no experimento
apresentou pH na faixa de 6,80. E importante destacar que o permeado de osmose
reversa tem composicao diferente pois passou pelo processo de concentragdo que
retirou grande parte dos compostos de maior peso molecular presentes originalmente
no soro de leite (BANGER et al,, 2021; ROLLINI, 2020). As medicdes de pH das
amostras de permeado de soro de leite obtido por OR trabalhadas apresentaram-se
acima da faixa encontrada do quando comparadas a média do pH do soro de leite

obtido pelo método da coagulagao enzimatica.
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Os resultados da avaliacao dos teores de sdlidos totais, sélidos fixos, sdélidos
volateis, proteina bruta e nitrogénio total, encontrados nas amostras do permeado

utilizado como meio de cultivo sdo apresentados na Tabela 3 a seguir.

Tabela 3 — (%) Sdlidos totais, fixos e volateis proteina total e nitrogénio total

Composto (%)
ST 0,750
SF 0,040
PB 0,100
SV 0,710
NT 0,016

Fonte: elaborado pelo autor. (ST) solidos totais; (SV) sélidos volateis; (PB) proteina bruta;
(NT) nitrogénio total.

MENCHIK et al (2019) avaliou a composigao de diferentes coprodutos gerado
pela industria latica entre os quais estava o permeado de leite por ultrafiltragdo quanto
ao teor de ST, PB e NT em trés amostras distintas. Ao avaliar o teor de ST foi
evidenciado a presenca de 13,4%, 14,8% e 15,4% nas amostras respectivamente. O
teor de PB atingiu 3,20 mg/g, 4,35 mg/g e 3,73 mg/g. Ja os valores de NT encontrados
nestas amostras chegaram a 502 mg/Kg, 682 mg/Kg e 584 mg/Kg. DECESARO et al.
(2020) realizou a caracterizagdo do permeado de soro de leite por ultrafiltragao
durante a execugdo de um estudo que objetivou a produgdo de biossurfactantes.
Neste trabalho foi observado a presenca de ST na propor¢céo de 4,31% em sua

composigao.

As diferengas observadas nos resultados da avaliagao do teor de PB, ST e NT
destacadas no estudo podem ser explicadas pela diferenga da origem do permeado
analisado. Quando proveniente do processo e ultrafiltracdo o permeado gerado tem
constituicdo diferente devido a diversos fatores como a diferencas de porosidade,
composicdo da membrana, numeros estagios do equipamento, temperatura de
trabalho. Esses aspectos interferem na permeabilidade permitindo a passagem de
compostos com maior peso molecular formando um fluido com caracteristicas
diferentes do fluxo gerado em cada processo de filtragdo o que altera diretamente na
composigao do permeado obtido (CARTER et al, 2021).
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5.1.1 Isolamento e selecao de bactérias do grupo Pseudomonas spp.

O género Pseudomonas pertence a ordem Pseudomonadales e a familia
Pseudomonadaceae, compdem um grupo de microrganismos de grande importancia
e sdo encontrados em diferentes ecossistemas (LALUCAT et al., 2022). Classificados
como bacilos Gram-negativo, com comprimento entre 1,5 e 5 um e didmetro de 0,5 a
1 um sdo predominantemente moveis devido a presenca de um flagelo polar
(SOARES, 2018). Possuem respiragao aerobia, onde o oxigénio atua como receptor
final de elétrons. Ocasionalmente podem, na auséncia de oxigénio, utilizar nitratos
como aceptor final, contudo, ndo adota a via metabdlica fermentativa. Sdo oxidase e
catalase positivos e seu desenvolvimento em pH inferior a 4,5 é inexpressivo
(RAMOS, 2004; SOARES, 2018; LALUCAT et al., 2022).

Por tratar-se de microrganismo ubiquo, de baixa exigéncia nutricional optou-se
por promover coletas de amostras por swab na planta de concentragao de soro com
intuito de realizar o isolamento de cepas deste género. As amostras foram inicialmente
inoculadas em caldo BHI. Por conseguinte, houve a inoculagdo em meio Agar BHI
onde ocorreu o desenvolvimento de diferentes colonias de aspectos morfoldgicos
variados. Um total de quarenta e uma col6nias distintas foram isoladas, (Tabela 4)
numeradas e avaliadas inicialmente frente a coloragcdo de Gram em esfregaco das

colbnias crescidas e isoladas em meio agar MacConkey e agar EMB.

O agar MacConkey € um meio de cultivo seletivo e diferenciador do
crescimento microbiano. A presenga do corante cristal violeta e de sais biliares em
sua composicao impedem o crescimento de bactérias Gram-positivas possibilitando
apenas o crescimento de espécies de bactérias Gram-negativas. O meio também
diferencia microrganismos Gram-negativos quanto a capacidade de metabolismo da
lactose. A capacidade de diferenciacdo dos microrganismos Gram-negativos que
fazem metabolizagdo da lactose neste meio de cultivo esta ligada a formagéao acidos
organicos, por meio da conversao da lactose presente na formulagao em acido lactico,
que diminui o pH do agar. O agar MacConkey contém em sua composi¢céo o corante
vermelho neutro, um indicador de pH que muda de esbranqui¢cado para vermelho/rosa
brilhante a medida que o pH cai abaixo de 6,8 permanecendo com coloragao rosea

em condigdes acidas. Portanto, microrganismos Gram-negativos fermentadores de
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lactose formam colbnias rosa, enquanto os nao fermentadores produzem colbnias
esbranquigcadas opacas (KOHLERSCHMIDT et al., 2021; JUNG; HOILAT, 2022).

O agar EMB também ¢é seletivo e diferencial para bactérias Gram-negativas.
Contém em sua composi¢cdo o corante azul de metileno que inibe eficazmente o
crescimento da maioria dos microrganismos Gram-positivos. A lactose e a sacarose
sdo os carboidratos disponiveis no meio que estimulam o crescimento das bactérias
inoculadas. Bactérias Gram-negativas fermentadoras de lactose acidificam o meio e,
sob condicdes acidas, os corantes produzem um complexo roxo escuro que
geralmente esta associado a um brilho metalico verde. Esta coloragao € um indicador
de uma grande capacidade de fermentagcao da lactose e/ou sacarose. Microrganismos
que apresentam menor producdo de acidos produzem neste meio uma coloragédo
marrom-rosada. E colbénias de microrganismos que nao fermentam a lactose
apresentam colénias translucidas ou rosadas (LAL; CHEEPTHAM, 2007).

Tomando como base as caracteristicas das bactérias pertencente ao género
Pseudomonas todas as amostras identificadas e confirmadas como Gram positivas
foram descartadas do estudo.

Tabela 4 - Diferenciagao por técnica de Gram das coldnias IBPCS crescidas em
meio BHI

Amostra Gram Amostra Gram Amostra Gram Amostra Gram
1 ) 12 ) 22 ) 32 )

2 () 13 ) 23 ) 33 ()
3 () 14 () 24 ) 34 ()
4 (+) 15 (+) 25 ) 35 ()
5 (-) 16 (-) 26 (+) 36 )
6 (-) 17 -) 27 (+) 37 (-)
7 ) 18 ) 28 ¢) 38 )
8 () 19 ) 29 ) 39 ()
9 () 20 ) 30 ) 40 ()

()

10 (-) 21 (-) 31 (+) 41
11 ()

Fonte: elaborado pelo autor

Continuando o processo de identificagédo presuntiva dos microrganismos
isolados realizou-se os testes bioquimicos de catalase e oxidase em todos os bacilos

Gram-negativos encontrados. Os resultados estdo demonstrados na tabela 5.
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Tabela 5 - Teste de catalase e oxidase das colénias IBPCS crescidas em BHI

Amostra Catalase Oxidase Amostra Catalase Oxidase

1 (+) ()

2 (+) ) 22 (+) ()
3 (+) ) 23 () ()
4 D D 24 (+) (-)
5 () () 25 (+) ()
6 (-) (-) 26 D D
7 (+) (-) 27 D D
8 () () 28 () ()
9 (+) (+) 29 (+) ()
10 (+) () 30 (+) ()
11 (-) (-) 31 D D
12 (+) () 32 (+) ()
13 (+) () 33 (+) ()
14 (+) (+) 34 (+) ()
15 D D 35 (-) (-)
16 (+) () 36 () ()
17 (+) () 37 (+) ()
18 (+) ) 38 () ()
19 () () 39 () ()
20 (+) (+) 40 (+) ()

—~
+ |3
N—

21 (+) () 41 (+)
Fonte: elaborado pelo autor. A letra D destacada na tabela representa os microrganismos Gram
positivos eliminados do estudo.

Observou-se também a capacidade de metabolizacdo de citrato pelos
microrganismos selecionados que foram cultivados em meio especifico. Os resultados
foram compilados em uma tabela sinalizando (+) para as amostras positivas e (-) para

as amostras negativas (Tabela 6).
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Tabela 6 - Selegao dos microrganismos IBPCS por meio da metabolizagao do citrato
em meio especifico

Amostra Citrato Amostra Citrato Amostra Citrato Amostra Citrato

1 () 12 (+) 22 (+) 32 (+)
2 () 13 (+) 23 (+) 33 (+)
3 (+) 14 (+) 24 (+) 34 (+)
4 D 15 D 25 +) 35 (+)
5 (+) 16 +) 26 D 36 (+)
6 (+) 17 +) 27 D 37 (+)
7 (+) 18 (+) 28 (+) 38 (+)
8 (+) 19 (+) 29 (+) 39 (+)
9 (+) 20 (+) 30 (+) 40 (+)
10 (+) 21 +) 32 D 41 (+)
11 (+) 22

Fonte: elaborado pelo autor. A letra D destacada na tabela representa os microrganismos Gram
positivos eliminados do estudo.

Os microrganismos também foram avaliados em meio SIM para identificagéo
de enterobactérias com base na producao de sulfeto, formacao de indol e motilidade.
O teste de motilidade, bem como os de produgdo de sulfeto de hidrogénio e de
producao de indol, foram realizados no meio SIM, (Merck, Darmstadt, Alemanha)-
nome que indica as caracteristicas “Sulfeto”, “Indol” e “Motilidade’- o qual possibilita
avaliar essas trés caracteristicas no mesmo tubo. A motilidade da bactéria € um fator
importante na identificacdo final de uma espécie, interpretado pelo exame
macroscopico de uma zona difusa de crescimento, a partir da linha de inoculagao,

possibilita verificar se a bactéria é mével ou imoével (WINN JR. et al., 2008).

Esse teste também foi realizado no meio de cultura SIM (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e determina a liberagao de sulfeto de hidrogénio (H2S) por agao enzimatica
nos aminoacidos sulfurados (cisteina), que produzem uma coloragéo negra no meio.
As bactérias podem metabolizar aminoacidos que contém enxofre (cisteina) ou
degradar o tiossulfato de sddio (substrato) em ambiente acido, com a produgéo de
sulfeto de hidrogénio, que é incolor e, por sua vez, pode reagir com ions férricos
presentes no meio, formando como produto o sulfeto ferroso, composto insoltuvel que
da origem a cor negra. Ressalta-se que o escurecimento do meio SIM indica resultado

positivo e, sua coloragdo amarela, negativo (RIBEIRO; SOARES, 1998).
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O indol é um produto da degradagao do metabolismo do aminoacido triptofano,
e bactérias que possuem a enzima triptofanase s&o capazes de clivar o triptofano
produzindo indol, acido piruvico e amoénia. O aparecimento da coloragdo vermelha
apos a adigao da solugao contendo p-dimetilaminobenzaldeido (reagente de Kovacs)
€ indicativo da presencga de indol no meio contendo triptofano. O meio SIM inoculado
foi incubado por 24 horas a 35°C e 24 horas em temperatura ambiente. No momento
da leitura, foram adicionadas trés gotas do reagente de Kovacs (p-
dimetilaminobenzaldeido em alcool amilico e HCI concentrado) e, em seguida,
observada a reacao (BARROW; FELTHAM, 1993; WINN JR. et al., 2008).

Posteriormente ocorreu a eliminagdo dos microrganismos que nao
apresentaram as caracteristicas presuntivas de pseudomonas. A tabela 7 destaca os

resultados encontrados no teste:

Tabela 7 - Selegao dos microrganismos IBPCS em meio SIM

Amostra Motilidade Indol H.S Gas Amostra Motilidade Indol H;S Gas
1 (+) (+) ) () 22 (+) (+) () )
2 (+) (+) ) () 23 ) ) () )
3 ) () () (-) 24 () ) () 06
4 D D D D 25 (+) () () 06
5 () (-) () (-) 26 D D D D
6 ) () () () 27 D D D D
7 ) (+) () () 28 (+) (+) () ()
8 ) () () () 29 ) ) () ()
9 (+) (-) () () 30 (+) () () 06
10 -) (-) (-) (-) 31 D D D D
11 (+) (+) () () 32 ) (+) () 06
12 ) () () (+) 33 (+) (+) () ()
13 (+) (+) () () 34 (+) (+) () ()
14 (+) () () ) 35 ) ) () 06
15 D D D D 36 (-) (+) (-) (-)
16 (+) () () (+) 37 () () () 06
17 (+) (+) () () 38 (+) (+) () ()
18 (+) (+) () () 39 (+) (+) ) )
19 ) () () (+) 40 (+) (+) () )

20 (+) () ) () 41 (+) ) ) )
21 (+) (+) ) ()

Fonte: elaborado pelo autor. A letra D destacada na tabela representa os microrganismos Gram
positivos eliminados do estudo.

Ao final dessa etapa, quatro amostra de microrganismos designadas como
IBPCS 09, IBPCS14, IBPCS 20 e IBPCS 41 foram selecionadas por atenderem aos
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critérios de selecao. Ao final dos testes, os isolados mostraram-se como bacilos Gram-
negativos, nao fermentadores de lactose, citrato positivo, catalase positivo, oxidase
positivo, motilidade positivo e negativo para a formagao de indol, H2S e gas nos tubos
de ensaios. Dessa forma, considerou-se presuntivamente tratar-se de 4

microrganismos do género Pseudomonas.

5.1.2 Avaliacado da capacidade de crescimento dos microrganismos

selecionados em permeado de soro por osmose reversa

Os microrganismos selecionados foram inoculados ao permeado de osmose
reversa com objetivo de avaliar por meio de uma curva de crescimento sua adaptagao
ao meio de cultivo alternativo. Aliquotas de 80 ml do permeado foram adicionados em
erlenmeyer esterilizado em capela de fluxo laminar. Na sequéncia ocorreu a
inoculagédo dos microrganismos selecionados na propor¢ao de 1%, ou seja, 0,8 mL do
inéculo previamente ajustado a uma D.O 600nm de 0,8. A incubagao ocorreu em mesa
agitadora, contendo 3 frascos inoculados com microrganismo selecionados a uma

temperatura de 30°C a 150 rpm por 72 horas.

As leituras oticas foram realizadas a cada 24 horas com utilizacdo de todo o
volume incubado em Erlenmeyer para avaliagdo do crescimento de cada bactéria
(IBPCS 09, 14, 20 e 41). As amostras foram centrifugadas e lavadas trés vezes com
7,5 mL de salina a 0,85% em tubo Falcon. Com objetivo de realizar avaliagcdo do
crescimento celular aliquotas das amostras foram colocadas em cubetas de 1 mL para
a leitura em espectrofotdmetro. Os resultados encontrados estdo destacados nos

graficos a seguir:
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Gréfico 1 - Curva de crescimento em permeado de osmose reversa nao suplementado
a 30°C sob agitagao (150 rpm) em 72 horas microrganismos IBPCS 09, 14, 20 e 41.
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Fonte: elaborado pelo autor

A partir dos dados obtidos foi observado um melhor crescimento em permeado
das bactérias IBPCS 09 e IBPCS 14 que foram selecionadas para a continuidade do
estudo devido seu melhor desenvolvimento neste meio. Dessa forma foram
eliminados os isolados IBPCS 20 e IBPCS 41 devido menor adaptabilidade ao meio

proposto pelo estudo.

5.2 COMPARACAO DO POTENCIAL DE CRESCIMENTO EM PERMEADO
SEM SUPLEMENTACAO ENTRE OS MICRORGANISMOS IBPCS 09, IBPCS
14 COM Pseudomonas aeruginosa LBl E Pseudomonas putida CCMI 852.

Bactérias da espécie Pseudomonas aeruginosa LBl (Laboratério de
Biotecnologia Industrial) do IPT (Instituto de Pesquisa Tecnoldgica de Sao Paulo) sdo
conhecidas pela capacidade de formacdo de metabolitos de interesse industrial
quando cultivadas sob condi¢cdes especificas. Esses microrganismos foram isolados
de solo contaminado com petroleo e testados quanto a sua capacidade metabdlica
(BENINCASA et al.,2002). Diversos trabalhos utilizaram como fonte de carbono
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residuos industriais para avaliagdo da aptiddo de crescimento e formagdo de

biossurfactantes em cultivos de Pseudomonas aeruginosa LBI.

Esses microrganismos apresentaram desempenho variado com possivel
aplicagao na producao de biomoléculas industrialmente atrativas. BENINCASA et al.,
(2008) em um estudo que objetivou a produgéo de ramnolipidios através do cultivo de
Pseudomonas aeruginosa LBl em um meio cuja fonte de carbono provinha de
residuos do processo de 6leo de girassol e como resultado foi obtido um rendimento
de 7,3 g.L"! deste biosurfactante. CAPELINI, (2009) também avaliou a produg&o de
ramnolipidios pela bactéria Pseudomonas aeruginosa LBl crescendo em um meio
contendo 4% (p/V) de 6leo de fritura usado, a 30°C com resultado de geracao de
4.001,2 mg.L™" do biossurfactantes. COSTA et al, (2006) realizou o cultivo de
Pseudomonas aeruginosa LBl em um meio cuja fonte de carbono provinha 6leos de
diferentes plantas da flora brasileira. Nesse estudo as maiores concentragbes de
ramnolipideos foram obtidas nos 6leos da castanha do Para (Bertholletia excelsa) e
no Maracuja (Passiflora alata) que apresentaram concentracdes de 9,9g.L" e 9,2 g.L°
! respectivamente. LOPES et al., (2021) conduziu um estudo que utilizou residuos da
industria da soja como fonte de carbono em um cultivo de Pseudomonas aeruginosa
LBl para a produg&o de ramnolipideo. Apos 120 horas de cultivo, a concentragdo total
méaxima de ramnolipidios obtida foi de 1,434 g.L"'. YOSHIMURA et al., (2022) buscou
estudar a produgdo de ramnolipidios a partir da utilizacdo do 6leo de semente de
goiaba como fonte de carbono em cultivo utilizandoa cepa Pseudomonas
aeruginosa LBl com duracao de 96 horas de fermentagao e obteve producao variando

de 11,04 a 42,15 g.L"".

A cepa de Pseudomonas putida CCMI 852 (Colecdo de Culturas de
Microrganismos Industriais) originalmente isolada de uma estagcdo de tratamento de
efluentes de aguas residuais localizada em Frielas, freguesia do municipio de Loures,
Portugal, faz parte de uma colegdo de culturas de microrganismos de interesse
industrial do Laboratério Nacional de Energia e Geologia (LNEG). O microrganismo
possui em seu genoma o plasmideo TOL responsavel pela degradagéo dos principais
componentes da gasolina como benzeno, tolueno e xileno (CLARO et al., 2018;
MORLETT-CHAVEZ et al., 2010;) OTENIO et al. (2005) em um estudo utilizando um
meio mineral liquido contendo Benzeno, Tolueno ou Xileno a 100 mg.L™" juntamente

com suas misturas, evidenciou a velocidade da taxa de degradagédo que a cepa de
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Pseudomonas putida CCMI 852 foi capaz de promover sobre os compostos xileno e
tolueno e ndo sobre o benzeno. Nesse trabalho foi observado que o tolueno foi

degradado a uma taxa duas vezes maior que o xileno.

Devido a facilidade de adaptacao a diferentes substratos e por possuir diversas
vias catabolicas capazes de agir mesmo sob agcao de substancias recalcitrantes as
cepas Pseudomonas aeruginosa LBl e Pseudomonas putida CCMI 852 foram
avaliadas em uma curva de crescimento juntamente com as bactérias IBPCS09 e
IBPCS14 selecionadas na etapa anterior. O processo de cultivo seguiu 0s passos
descrito no item 4.3.5. O comportamento cinético do crescimento dos microrganismos
estdo destacados no grafico 2:

Grafico 2 - Curva de crescimento em permeado nao suplementado a 30°C sob

agitagao (150 rpm) por 72 horas microrganismos IBPCS 09, 14, P. putida CCMI 852 e
P. aeruginosa LBI.
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Fonte: elaborado pelo autor

As leituras obtidas no inicio do cultivo indicam um tempo de adaptagéo reduzido
e uma rapida entrada na fase exponencial observada pelo aumento da D.O 600nm
ocorrido no inéculo da cepa Pseudomonas aeruginosa LBl durante as primeiras 24
horas de incubagdo. O in6culo realizado com Pseudomonas aeruginosa LBl tem
dindmica diferenciada em relagdo aos demais em alguns aspectos. Ocorre de forma

progressiva um aumento dos valores obtidos nas leituras em espectrofotometro entre
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os tempos 24, 48 e 72 horas. Isso pode ser explicado pelo aumento celular
responsavel por elevar de forma crescente os indices de D.O (600nm) indicando uma

rapida adaptagao deste microrganismo ao meio.

O inéculo de Pseudomonas putida CCMI 852 apresentou uma menor
multiplicacdo celular o nas primeiras 24 horas de incubagdo quando comparada a
cepa de Pseudomonas aeruginosa LBI. Ocorreu um aumento gradual de D.O (600nm)
que representou a segunda maior leitura por espectrofotometria entre os quatro

microrganismos testados nesta fase.

Os in6culos IBPCS09 e IBPCS14 se comportam de forma similar durante todo
o periodo estabelecido para o cultivo. Observando o gréfico 2 fica evidente a
similaridade do padréo de crescimento destes microrganismos na curva. Ocorre nas
primeiras 24 horas de cultivo a entrada na fase estacionaria, seguido da estabilizagao
do crescimento celular evidenciado pela manutengédo nos indicies de D.O 600nm

observados ao final do periodo estipulado para o término da curva.

E importante destacar que todas as bactérias se desenvolveram no meio
testado sem que houvesse a necessidade de suplementagéo. Isto foi demonstrado
pelo aumento da D.O 600 nm o que indica viabilidade celular e predisposi¢ado para a

multiplicagdo dos microrganismos escolhidos no meio proposto.

CLARO, (2017) ao estudar a biodegradagao de gasolina e 6leo diesel utilizando
biossurfactantes produzidos por Pseudomonas ssp. confirmou a adaptagédo e
crescimento das cepas de Pseudomonas aeruginosa LBl e Pseudomonas putida
CCMI 852 em um meio composto por soro de ricota por meio do crescimento celular
medido através de D.O (600 nm) expresso em peso seco g.L™", obtido a partir de uma

curva padréo que alcancou 1,2 g.L™' em 120 horas.

DE GIORGI et al., (2018) ao estudar o potencial utilizacdo de soro de ricota
para producdo de &acido lactobibnico por cepas de Pseudomonas taetrolens
evidenciou um aumento celular de 107 UFC/mL para 109 UFC/mL em 48 horas de

cultivo seguida de uma diminui¢gdo progressiva da contagem de células.

SUDHAKAR BABU et al., (1996) estudou a capacidade de crescimento em soro
da cepa Pseudomonas aeruginosa e sua cinética de produgcdo de biossurfactante
partir deste e de outros residuos industriais. Nesse estudo, uma suspensao de 2% v/v

de uma cultura da cepa Pseudomonas aeruginosa padronizada por D.O 610nm = 1,0
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foi inoculada no soro a 30°C e permaneceu sob agitacdo a 200 rpm em agitador
rotativo por 50 horas. O cultivo apresentou maior concentragdo na 36° hora quando a
biomassa apresentou 1,98 g.mL-1 demonstrando a viabilidade de crescimento deste

microrganismo em soro e outros residuos industriais.

5.2.1 Avaliagao dos constituintes presentes no permeado de osmose

reversa nao suplementado

O permeado de osmose reversa nao suplementado juntamente com as
amostras de sobrenadante resultante do processo de centrifugagéo descrito no item
4.3.5 foram avaliados quanto a composicao de seus constituintes por cromatografia
liquida de alta eficiéncia e os resultados estdo demonstrados a seguir. A tabela 8
mostra o resultado da avaliag&o por cromatografia da composic¢ao inicial do permeado
nao suplementado neutralizado e esterilizado.

Tabela 8 — Constituintes do permeado de soro de leite obtido por osmose reversa
nao suplementado.

Amostra Composto Quantidade mg.mL"

Permeado de soro de leite Lactose 1,555

obtido por osmose reversa nao

suplementado Galactose 0,019

Fonte: elaborado pelo autor.

Foram encontrados dois compostos no permeado nado suplementado. Dois
carboidratos se mostraram presentes sendo um dissacarideo a lactose e um
monossacarideo a galactose. O teor de galactose encontrado foi estabelecido em
pequenas quantidades na faixa de 0,019 mg.mL"™". E possivel perceber que a lactose
€ 0 composto que possui maior concentragao encontrado na quantidade na faixa de
1,555 mg.mL™".

O soro de leite contém lactose em concentragdes que podem variar de 4,2 a
,6%. , Su ite é i
4,6%. De certa forma, sua presenca no permeado de soro de leite é esperada pois

parte deste composto flui para o permeado durante o processo de filtragao por
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membranas. A constituicdo do permeado gerado no processo de filtragao € definida
por diferentes fatores. Portanto diferengas entre a tecnologia aplicada na sua
obtencao (UF, OR, MF, NF), vida util do conjunto de membranas, grau de conservagao
0 equipamento, o0 modelo de membrana utilizado, temperatura e pressao de trabalho
adotados no processo, configuram uma série de fatores que podem alterar as
caracteristicas constitucionais do permeado formado e consequentemente mudar o
teor final de lactose no produto (ASUNIS, 2020; RISNER, 2020; ROCHA; GUERRA,
2020).

E importante destacar que o equipamento OR gerador do permeado de soro de
leite utilizado como meio de cultivo no periodo do estudo estava no final da vida util
determinada pelo fabricante com prazo de substituicdo dos componentes filtrantes ja
estabelecido devido constatagdo prévia de desgaste. Essa condicao possibilitou a
passagem de solidos no processo de filtragem o que auxilia na explicagao dos teores

de lactose encontrados nas amostras nao suplementadas evidenciadas na tabela 8.

5.2.2 Avaliacao da formagcao de metabolitos no cultivo da bactéria
IBPCS14 com permeado de soro de leite obtido por osmose reversa

suplementado e nao suplementado

5.2.2.1 Avaliagdo dos metabolitos formados pelo microrganismo IBPCS14
em Permeado de osmose reversa ndo suplementado

O permeado nédo suplementado, neutralizado e esterilizado em autoclave foi
inicialmente cultivado com cada um dos microrganismos selecionados de acordo com
o processo descritos no item 4.3.5. O sobrenadante proveniente deste cultivo foi
retirado, congelado e analisado quanto a sua composi¢cao. As amostras dos cultivos
foram analisadas com base em cada microrganismo cultivado separadamente e os
compostos encontrados estdo destacados de acordo com sua formacgao na curva de
crescimento. As amostras do cultivo realizado em permeado nao suplementado foram
testadas em dois momentos, 48 e 72 horas apds a inoculagdo dos microrganismos.
No grafico 3 estd destacado os metabdlitos formados durante o crescimento do

microrganismo IBPCS14 em permeado nao suplementado:



51

Grafico 3 - Produgcéo de metabdlitos bactéria IBPCS14 formado em meio de cultivo a
base de permeado de soro de leite obtido por OR n&o suplementado

0.40 +
0.35 }
0.30 + l/,\udo citrico
] Acido succinico
il 025 1 Acido acético
| 4
€ 0207 m Lactulose
o 1
€ m Acido latico
0.15 +
] | |socitrico
0.10 1+

48 72
Tempo (Horas)

Fonte: elaborado pelo autor

O 4cido citrico apresentou uma concentragéo de 0,286 mg.mL™" na primeira leitura
realizada 48 horas apds o inicio da execugdo da curva de crescimento do
microrganismo IBPCS14 em permeado nao suplementado. A leitura realizada no
tempo 48 também demonstrou a presenca de acido succinico a 0,082 mg.mL™", acido
acético a 0,023 mg.mL™", além de &cido latico, &cido isocitrico e lactulose a 0,039
mg.mL™", 0,078 mg.mL" e 0,054 mg.mL"" respectivamente. O composto que atingiu
maior concentragao nesta curva de crescimento foi o acido citrico que 72 horas apos
a inoculagéo atingiu o pico chegando a 0,336 mg.mL™". Os &cidos succinico e latico,
reduziram suas concentracées para 0,044 mg.mL™" e 0,026 mg.mL"" respectivamente.
O &cido isocitrico nao foi detectado na leitura realizadas neste tempo. A lactulose
evidenciada na primeira leitura sofreu ligeira redugcao de concentragdo permanecendo
com 0,049 mg.mL™" O &cido acético ndo sofreu alteragéo de concentragéo significativa

permanecendo ao final do cultivo com 0,024 mg.mL™.

5.2.2.2 Avaliagdo dos metabolitos formados pelo microrganismo IBPCS14 em
cultivo com permeado de osmose reversa adicionado de Sais de Robert
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ApOs o tratamento para neutralizagao e esterilizagcdo as amostras de permeado
de soro de osmose reversa sofreu a adicdo do meio minimo de sais de Robert
anteriormente preparado nas proporcgdes de 25 e 50%, sendo entéo inoculadas como
descrito no item 4.3.5. O processo de obtengdo, armazenamento e analise seguiu 0s
moldes descritos no item anterior. Os compostos formados no cultivo suplementados
do permeado com microrganismo IBPCS14 estdo apresentados de acordo com sua
formagcdo em cada tempo da curva de crescimento. O grafico abaixo, destaca os

metabdlitos formados em permeado suplementado com 25% de sais de Robert:

Gréfico 4 - Produgao de metabdlitos bactéria IBPCS14 formado em meio de cultivo a
base de permeado de soro de leite obtido por OR adicionado de 25% sais de Robert
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Fonte: elaborado pelo autor.

A formagdo dos metabdlitos originados da curva de crescimento da bactéria
IBPCS14 suplementado com 25% de sais de Robert ocorreu de maneira distinta.
Nesta corrida cromatografica, observou-se a presenga de lactulose ja nas primeiras
24 horas de cultivo chegando a 0,754 mg.mL-", sendo reduzido a zero na verificagdo
realizado no tempo 48 horas e 72 horas. O acido férmico aumentou sua concentragao
de zero para 0,248 mg.mL-' nas primeiras 24 horas mantendo esta concentraco até

o término da curva.
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Ja a curva de crescimento do microrganismo IBPCS14 suplementado com sais
de Robert a 50% promoveu o surgimento de outra configuragcdo de metabdlitos nas

amostras de sobrenadantes. O grafico abaixo destaca os resultados encontrados:

Gréfico 5 - Produgao de metabdlitos bactéria IBPCS14 formado em meio de cultivo a
base de permeado de soro de leite obtido por OR adicionado de 50% sais de Robert
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Fonte: elaborado pelo autor.

Nessa curva, o metabdlito que apresentou maior concentragéo ao longo da
curva foi o acido formico formado nas primeiras 24 horas de cultivo na proporgéo de
0,235 mg.mL"". Esse composto manteve essa concentracéo até o término da curva
sem sofrer alteragdes significativa. O acido propidnico foi observado ao final das
primeiras 24 horas de cultivo em uma concentra¢do e 0,020 mg.mL™, permaneceu
com a mesma concentragéo no tempo 48 horas e ampliou seu teor para 0,034 mg.m‘
"durante a ultima afericdo realizada no tempo 72 horas. O &cido citrico apresentou na
leitura realizada no tempo 24 horas a concentragéo de 0,021 mg.mL™", sofrendo ligeira
redugéo para 0,017 mg.mL™" no tempo 48 horas e voltando para 0,022 mg.mL™" ao
término da curva no final de 72 horas de cultivo. A lactulose foi detectada somente no
primeiro ponto da curva com uma concentracdo de 0,106 mg.mL™" n&o sendo mais

percebida durante as demais leituras desta curva.
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5.2.2.3 Avaliagdo dos metabolitos formados pelo microrganismo IBPCS14 em
cultivo com permeado adicionado de Sais de Bushnell-Haas

Os metabdlitos produzidos no cultivo da bactéria IBPCS14 com sais de
Bushnell-Haas na propor¢édo de 25% apresentaram caracteristicas singulares. O
grafico a seguir demonstra a formagao destes compostos:

Grafico 6 - Producao de metabdlitos bactéria IBPCS14 formado em meio de cultivo a

base de permeado de soro de leite obtido por OR adicionado de 25% Sais de Bushnell-
Haas
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Fonte: elaborado pelo autor.

Como destacado os &cidos propidnico, e succinico apresentaram apenas
tracos na quantificagao cromatografica realizada nesse cultivo. O acido propiénico néo
foi detectado durante os dois primeiros pontos de avaliagdo do cultivo. Somente na
ultima afericao realizada no tempo 72 horas sua concentragao foi aferida em 0,034

mg.mL™". O &cido succinico foi detectado na concentragdo de 0,075 mg.mL"! no tempo
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24 horas. No tempo 48 horas sua concentragéo reduziu para 0,06 mg.mL™, seguido
de um aumento para 0,082 mg.mL"' registrado na leitura do tempo 72 horas.
Entretanto o acido isocitrico foi o metabdlito que obteve uma concentragao relevante
registrada no tempo 48 horas com 12,151 mg.mL"". Contudo no tempo 72 horas houve

uma reducéo de sua concentragéo para 1,638 mg.mL™".

No cultivo da bactéria B14 em permeado na concentragcdo de 50% houve
formacao de quatros acidos e trés carboidratos. No grafico a seguir é destacado os

compostos formados:

Gréfico 7 - Produgao de metabdlitos bactéria IBPCS14 formado em meio de cultivo a
base de permeado de soro de leite obtido por OR adicionado de 50% sais de Bushnell-
Haas
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Fonte: elaborado pelo autor.

Nesta corrida cromatografica o acido que apresentou maior concentragéo ao
longo da execugdo da curva foi o acido formico que atingiu no ultimo tempo 0,235
mg.mL™. O &cido citrico e o acido propidnico obteve concentracdo semelhante com

teor final de 0,027 mg.mL" e 0,034 mg.mL™" respectivamente.

O microrganismo IBPCS14 apresentou comportamento metabdlico distinto
durante a execucao da curva de crescimento. Diversos foram os metabdlitos

formados, contudo a maior relevancia quantitativa apresentada foi do acido isocitrico
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formado no tempo 48 horas da curva de crescimento suplementado com sais de

Bushnell-Haas a 25% na concentragdo de 12,151 mg.mL™".

O acido isocitrico esta presente na natureza devido sua ocorréncia natural do
ciclo energético dos acidos tricarboxilicos realizado por todo os organismos vivos
(ANGUMEENAL; VENKAPPAYYA, 2013). Apesar do metabdlito ter alcangado indice
consideravel, quando comparado a outros microrganismos, percebe-se uma menor
eficiéncia da produgao deste acido. No estudo realizado por KAMZOLOVA, (2013)
avaliou a producgao de acido isocitrico pela levedura Yarrowia lipolytic VKM Y-2373 a
partir de dleo de colza apresentou producdo de 86 g.L™'. Entretando, o cultivo foi
realizado em biorreator com capacidade de 10 litros contendo 5 litros de uma mistura
formado por oléo de colza, suplementado com sulfato de amobnia, fosfato
monopotassico, fosfato dipotassico, sulfato de magnésio, nitrato de calcio e cloreto de

sodio, além de extrato de levedura. Este cultivo teve duracao de 6 dias.

Outro trabalho realizado por RZECHONEK, (2019) com a mesma levedura num
cultivo asséptico a partir de glicerol bruto atingiu 42,5 + 2,4 g.L"". MORGUNOV, (2020)
estudou a formagdo de &cido isocitrico pela levedura Y. lipolytic VKM Y-2373
cultivadas um em um processo alterado por adicao de biodiesel em diferentes
proporgdes que permitiu aumentar a concentragdo do composto de 58,32 para 90,2
gL

5.2.3 Avaliagao da formagao de metabolitos no cultivo da bactéria IBPCS09
com permeado de soro de leite obtido por osmose reversa suplementado e

nao suplementado.

5.2.3.1 Avaliagdo dos metabolitos formados pelo microrganismo IBPCS09 em
Permeado ndo suplementado

As amostras deste microrganismo no cultivo realizado em permeado ndo
suplementado foram testadas em dois momentos, 48 e 72 horas apos a inoculacao.

As caracteristicas metabdlicas estdo destacadas no gréafico 8 a seguir:
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Grafico 8 — Produgao de metabdlitos bactéria IBPCS09 formado em meio de cultivo
a base de permeado de soro de leite obtido por OR nao suplementado
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Fonte: elaborado pelo autor.

Na curva de crescimento da bactéria IBPCS09 em permeado nao suplementado
foi identificado a presenca de cinco metabdlitos. A lactulose se mostrou presente 48
horas ap6s a inoculagdo com concentracdo de 0,0792 mg.mL™". Na dltima leitura
realizada 72 horas apo6s o inicio do cultivo sua concentragdo reduziu para 0,046
mg.mL™'. O é&cido succinico apresentou no tempo 48 horas a formagéo de 0,061
mg.mL™" e na aferi¢c&o realizada no tempo 72 horas foi possivel observar uma redugéo
para 0,046 mg.mL™". O acido acético formou na primeira leitura 0,0185 mg.mL™" e na
leitura subsequente apresentou uma concentracdo de 0,0258 mg.mL"' demonstrando
um ligeiro aumento ao final da curva. Ja o acido latico apresentou na primeira leitura
a concentragéo de 0,0569 mg.mL™ e na segunda seu volume foi reduzido para 0,0239
mg.mL™". O &cido citrico apresentou melhor desempenho nesta curva alcangando na
leitura de 0,384 mg.mL" no tempo 48 horas seguido de uma redugéo da sua

concentragéo para 0,2204 mg.mL™.

5.2.3.2 Avaliagédo dos metabolitos formados pelo microrganismo IBPCS09 em
Sais de Robert
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A bactéria IBPCS09 cultivada com sais de Robert a 25% apresentou formagao de
um acido organico ao longo da realizagao da curva. No grafico a seguir esta destacado
a concentragcdao do metabdlito encontrado em trés tempos distintos:

Gréfico 9 - Produgdo de metabdlitos bactéria IBPCS09 formado em meio de cultivo a
base de permeado de soro de leite obtido por OR adicionado de 25% sais de Robert
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Fonte: elaborado pelo autor.

O cultivo em permeado da bactéria IBPCS09 com suplementacéo a 25% com sais
de Robert produziu acido férmico ja nas primeiras 24 horas quando foi observado a
presenca de 0,242 mg.mL™". O teor maximo alcancgado foi de 0,249 mg.mL™ observado
48 horas apds o inicio da curva. Posteriormente na terceira leitura realizada no tempo
72 horas foi observado uma redugcdo na concentragdo deste metabdlito onde foi

constatado a presenca de 0,243 mg.mL™" de &cido férmico no sobrenadante avaliado.

Durante a suplementagdo com 50% de sais de Robert a bactéria IBPCS09 foi
observado a presengca do acido citrico e do acido férmico nas amostras de
sobrenadantes analisadas. No grafico abaixo é destacado o comportamento destes

compostos ao longo da realizag&o desta curva.
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Grafico 10 - Produgéo de metabdlitos bactéria IBPCS09 formado em meio de cultivo
a base de permeado de soro de leite obtido por OR adicionado em 50% de sais de
Robert
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Fonte: elaborado pelo autor.

O acido férmico atingiu nas primeiras 24 horas uma concentragdo de 0,236
mg.mL". No tempo 48 horas a concentragéo deste metabdlito se manteve estavel e
ao final do tempo 72 horas a concentragéo deste metabdlito atingiu 0,252 mg.mL"no
final da curva. Cabe destacar que apesar de ndo ter sido evidenciada a presencga nas
duas primeiras corridas cromatograficas o acido citrico obteve melhor desempenho
ao atingir 0,621 mg.mL™' no tempo 72 horas, sendo o composto mais concentrado

desta curva.

5.2.3.3 Avaliagdo dos metabolitos formados pelo microrganismo IBPCS09 em
Sais de Bushnell-Haas

A bactéria IBPCS09 ao ser cultivada com permeado adicionado de sais de
Bushnell-Haas a 25% apresentou a formagdo de quatro acidos organicos e dois
carboidratos. A concentragdo de cada metabdlito e seu padréo de formagéo ao longo

do tempo estdo apresentados no grafico abaixo:
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Grafico 11 - Producao de metabdlitos bactéria IBPCS09 formado em meio de cultivo
a base de permeado de soro de leite obtido por OR adicionado de 25% sais de
Busnhell-Haas
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Fonte: elaborado pelo autor.

Para esta suplementagao foram evidenciados trés acidos orgéanicos sendo eles, o
isocitrico, o propiénico e o succinico juntamente com um carboidrato, a lactulose. O
acido propiénico apresentou durante o decorrer da curva a concentragcdo de 0,020
mg.mL™", apds 24 horas, 0,022 mg.mL" no tempo 48 e 0,017 mg.mL™" ao final de 72
horas de cultivo. O comportamento cinético da formagdo de acido succinico
apresentado nesta curva foi de 0,050 mg.mL™" no tempo 24 horas, 0,072 mg.mL™" no
tempo 48 horas e 0,049 mg.mL™" no tempo 72 horas. Ja o &cido isocitrico também
manteve linearidade durante sua formagé&o nesta curva apresentando 0,110 mg.mL™",
0,112 mg.mL" e 0,95 mg.mL™" respectivamente. O composto que apresentou maior
concentragdo no meio suplementado com sais de B.H a 25% foi a lactulose que na
primeira amostra apresentou a formacao de 0,465 mg.mL™". Na segunda amostra de
sobrenadante analisada no tempo 48 horas foi evidenciado a maior concentragao
deste metabdlito a 0,558 mg.mL™" seguido de uma redugéo para 0,345 mg.mL™" ao

final desta curva.

Na concentracdo a 50% de sais de Bushnell-Haas também foram observados a
formacao de trés acidos organicos. A configuragdo da formacgado estes metabdlitos

estdo demonstrados abaixo no grafico.
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Grafico 12 - Producao de metabdlitos Bactéria IBPCS09 formado em meio de cultivo
a base de permeado de soro de leite obtido por OR adicionado de 50% sais de
Bushnell-Haas
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Fonte: elaborado pelo autor.

O 4&cido citrico apresentou a concentracdo de 0,0498 mg.mL™" 24 horas apds o
inicio do cultivo. Sua maior concentracao ocorreu em 48 horas quando foi observado
a formacéo de 0,0830 mg.mL™" seguido de uma ligeira retragédo a 0,0728 mg.mL" em
72 horas de cultivo. O acido propidnico foi observado na primeira amostra avaliada no
tempo 24 horas a 0,022 mg.mL™" seguido de um aumento da concentragéo no tempo
48 horas a 0,036 mg.mL™" voltando a reduzir sua concentracdo no final da curva onde
foi observado um volume de 0,016 mg.mL™" deste composto. O &cido férmico
apresentou a maior concentragdo no cultivo deste microrganismo em permeado
adicionado de sais de B.H a 50%. Foi observado a formagéo de 0,235 mg.mL™" ja nas
primeiras 24 horas de cultivo permanecendo desta forma nas demais amostras

avaliadas neste cultivo.

A bactéria IBPCS09 quando observada quanto a sua capacidade metabdlica se
mostrou capaz de formar dois compostos em maior concentracdo. O primeiro
composto que destacou foi o acido citrico observado no cultivo em permeado
suplementado com sais de Robert na proporgdo 50% formou 0,621 mg.mL-". O &cido
citrico é considerado um dos acidos organicos fracos mais valiosos do mercado e sua

producao por abordagens biotecnoldgicas tem sido bastante estudada.
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Num estudo realizado por AMATO; BECCI; BEOLCHINI, (2020) avaliou-se
diversas patentes a fim de identificar viabilidade de implementagdo em escala real de
processos fermentativos para produgao de acido citrico, a partir de residuos industriais
e cepas recombinantes de Aspergillus niger com alta taxa de conversao, contendo

cercade 1,3 g.L”" de &cido citrico por hora.

Ja DHILLON, (2011) trabalhando com Aspergillus niger NRRL 567 e NRRL 2001
cultivados com lodo de ultrafiltragao de bagago de maga suplementados com 3% (v/v)
de etanol e 4% (v/v) de metanol conseguiu obter valores mais elevados de acido citrico

de 18,2+ 0,4g.L" e 13,9 £ 0,4 g.L" respectivamente.

O segundo metabdlito que aparece em maior concentragao no cultivo da bactéria
IBPCS 09 em permeado suplementado foi a lactulose com 0,558 mg.mL™ observado
no cultivo adicionado de 25% de sais de Bushnell-Haas. A lactulose (4-O-3-d-
galactopiranosil-D-frutose) € um dissacarideo sintético n&o digerivel cujos
mondémeros, galactose e frutose estdo ligados por uma ligagéo B-glicosidica (MAO et
al., 2014). A lactulose atualmente é produzida por sintese quimica envolvendo a
isomerizacao alcalina da lactose (ALBUQUERQUE et al., 2017). Cabe destacar que
os indices de rendimento de lactulose encontrados neste cultivo microbiano pode ter
sido formados durante o processo de esterilizagcdo onde o permeado foi aquecido a
121°C por 15 minutos em autoclave antes de ser utilizado como meio de cultivo e a
concentragdo deste composto pode nao estar ligado diretamente ao metabolismo

bacteriano do microrganismo utilizado neste cultivo.

Entretanto diversos estudos usaram enzimas isoladas para a obtencdo de
lactulose. KIM e OH, (2012) num trabalho realizado quanto a obtencéo de lactulose
observaram a formagdo deste composto a partir da utilizagdo da lactose, como
substrato unico, de uma enzima denominada celobiose-2-epimerase recombinante
termoestavel de Caldicellulosiruptor saccharolyticus com rendimento e a

produtividade de lactulose de 258 g.L "hora.

Outro estudo realizado por KIM; PARK; OH, (2006) avaliou a produgao de lactulose
a partir de lactose e frutose por uma B-galactosidase termoestavel de Sulfolobus
solfataricus onde sob condigdes 6timas, a 3-galactosidase de S. solfataricus produziu
aproximadamente 50 g.L™! de lactulose em 6 horas de tempo de reagcdo com uma

produtividade de 8,3 g.L""hora.
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5.2.4 Avaliacao da formagao de metabolitos no cultivo Pseudomonas putida

CCMI 852 com permeado nao suplementado e suplementado.

5.2.4.1 Avaliagdo dos metabolitos formados pelo microrganismo Pseudomonas
putida CCMI 852 em Permeado néo suplementado

A bactéria Pseudomonas putida CCMI 852 inoculada em permeado nao
suplementado apresentou a formag&o de quatro metabdlitos que estdo destacados no
grafico a seguir. As amostras neste cultivo foram testadas em dois momentos, 48 e

72 horas ap6és a inoculagéo dos microrganismos.

Gréfico 13 - Producao de metabdlitos Pseudomonas putida CCMI 852 formado em
meio de cultivo a base de permeado de soro de leite obtido por OR nao suplementado
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Fonte: elaborado pelo autor.

Foi detectada a presenca de quatro acidos organicos distintos nesta corrida. A
primeira leitura apresentou a formacao de 0,0175 mg.mL™" de &cido acético no tempo
48 horas, seguido de uma ampliagéo da concentragéo para 0,0369 mg.mL™" ao final
da curva. A concentracao do acido succinico foi aferida 48 horas apés o inicio do
cultivo em 0,0869 mg.mL". Na leitura realizada no seguindo ponto da curva foi
observado uma reducdo para 0,0382 mg.mL" da concentracdo deste composto.

Também foi observado no tempo 72 horas da curva de crescimento a formagao de
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0,0212 mg.mL'1 de acido latico. O metabdlito encontrado em maior concentragcio neste
cultivo foi o acido citrico que obteve no tempo 48 horas a concentragao de 0,528
mg.mL™". A concentracéo deste metabdlito no segundo ponto de avaliagéo realizado

no tempo 72 horas da curva apresentou uma reducéo para 0,2239 mg.mL™".

5.2.4.2 Avaliagdo dos metabolitos formados pelo microrganismo Pseudomonas
putida CCMI 852 em Sais de Robert

Para o cultivo de Pseudomonas putida CCMI 852 em permeado suplementado
com sais de Robert a 25% foi observado a formagao de apenas um metabdlito que

esta destacado no grafico a seguir:

Grafico 14 - Producao de metabdlitos Pseudomonas putida CCMI 852 formado em
meio de cultivo a base de permeado de soro de leite obtido por OR adicionado de
25% sais de Robert
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Fonte: elaborado pelo autor.

A andlise cromatografica do sobrenadante obtido apds a aferigdo do primeiro ponto
da curva de crescimento do cultivo de Pseudomonas putida CCMI 852 em permeado
de osmose reversa suplementado com sais de Robert a 25% confirmou a formacao
nas primeiras 24 horas de cultivo de 0,238 mg.mL™" de &cido férmico. Na segunda

leitura realizada 48 horas ap6s o inicio do cultivo observou-se a formagao de 0,240
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mg.mL"' do composto. No tempo 72 horas foi evidenciado a maior concentracéo deste
metabdlito durante toda a execugao da curva quando foi aferido um volume de 0,246

mg.mL" de &cido férmico.

O cultivo dos microrganismos Pseudomonas putida CCM| 852 em permeado
suplementado com 50% de sais de Robert gerou metabdlitos em diferentes niveis
quando comparados com resultados obtidos na suplementacao anterior. O grafico 15
destaca os metabdlitos observados:

Gréfico 15 - Producao de metabdlitos Pseudomonas putida CCMI 852 formado em

meio de cultivo a base de permeado de soro de leite obtido por OR adicionado de 50%
sais de Robert
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Fonte: elaborado pelo autor.

O cultivo da bactéria Pseudomonas putida no meio composto de permeado de
osmose reversa adicionado de 50% do meio mineral minimo de sais de Robert indicou
uma acelerada producao de acido isocitrico na primeira amostra do cultivo quando foi
identificado 1,452 mg.mL™ deste composto. Contudo, nos demais tempos nao foi
observado a presenca deste metabdlito. A analise realizada apdés o término das
primeiras 24 horas também identificou a presenca de 0,076 mg.mL™" de &cido citrico.
Apesar da analise realizada no tempo 48 horas nao ter evidenciado a presencga deste
metabdlito, houve a identificacdo de 0,228 mg.mL™ deste composto na terceira

amostra avaliada em 72 horas de cultivo.
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O teor de acido acético foi evidenciado primeiramente 48 horas apos o inicio da
curva quando foi observado a presenca de 0,051 mg.mL™' do metabdlito. A terceira
amostra desta curva indicou um ligeiro aumento da concentragdo do acido acético

percebido a 0,079 mg.mL"" ao final deste cultivo.

5.2.4.3 Avaliagdo dos metabolitos formados pelo microrganismo Pseudomonas
putida CCMI 852 em Sais de Bushnell-Haas

O cultivo das bactérias Pseudomonas putida CCMI| 852 em permeado
suplementado com sais de Bushnell-Haas a 25% apresentou a formagéo de trés

metabdlitos que estdo apresentados no grafico abaixo:

Grafico 16 - Producao de metabdlitos Pseudomonas putida CCMI 852 formado em
meio de cultivo a base de permeado de soro de leite obtido por OR adicionado de 25%
sais de Busnhell- Haas
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Fonte: elaborado pelo autor.

Nessa corrida foi observado a presenca de trés acidos organicos. O acido acético
foi observado nos trés tempos das corridas cromatograficas com concentragdes de
0,042 mg.mL™, 0,074 mg.mL™" e 0,050 mg.mL™" respectivamente. O &cido butirico foi

percebido apenas na terceira corrida quando atingiu 0,037 mg.mL'. O &cido
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propidnico teve suas concentracbes aferidas em 0,026 mg.mL™", 0,074 mg.mL" e

0,152 mg.mL™" durante a execugéo da curva.

Quando cultivado em permeado de osmose reversa suplementado com 50% do
meio mineral minimo de sais de Bushnell-Haas as bactérias do género Pseudomonas
putida CCMI 852 apresentaram metabolismo diferente do apresentado anteriormente.
O grafico a seguir destaca os compostos formados.

Grafico 17 - Produgao de metabolitos Pseudomonas putida CCMI852 formado em

meio de cultivo a base de permeado de soro de leite obtido por OR adicionado de 50%
sais de Busnhell- Haas
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Fonte: elaborado pelo autor.

Ocorreu a formagdo de cinco acidos organicos distintos. O acido acético
apresentou no tempo de 24 horas a formagéo de 0,037 mg.mL™" e 0,093 mg.mL"" no
tempo 48 horas. O acido butirico esteve presente somente no tempo 48 horas quando
foi aferido em uma concentragdo de 0,082 mg.mL™. O &cido férmico ampliou sua
concentragdo somente entre o tempo 48 e 72 horas chegando a 0,234 mg.mL" ao
final da curva. O acido latico e o acido isocitrico formaram no tempo de 72 horas as

concentragdes de 0,025 mg.mL™" e 0,073 mg.mL™".

A bactéria Pseudomonas putida CCMI 852 quando observada quanto a sua

capacidade metabdlica desenvolvida nos meios propostos mostrou-se capaz de
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formar dois compostos em maior concentragdo. Ocorreu a formagao de acido citrico
na concentracdo de 0,528 mg.mL" no tempo 48 horas do cultivo em meio néo
suplementado e do &cido formico a 0,246 mg.mL™" no cultivo suplementado com sais

de Robert a 25% no tempo 72 horas.

Entretanto, cabe destacar que indices de rendimento superior deste metabdlito
foram observados em outras pesquisas. Estudos para produgédo de acido citrico
utilizando leveduras e fungos filamentosos cultivados em meio composto por residuos
da agroindustria como melago, sacarose, xaropes de beterraba ou agucar de cana, e
o0leo de palma relataram rendimento 200 vezes superior ao demostrado neste
trabalho. Outras técnicas de fermentagao foram usadas nesses trabalhos entre como
o processo fermentativos de superficie realizado em camaras de fermentacao, com
varias bandejas dispostas em prateleiras feitas de ago inoxidavel ou através de
processo de fermentacdo submersa onde a fonte de carbono do meio ou seja, o
substrato nutriente esta na forma liquida e o organismo pode crescer por todo o meio
de caldo (AMATO; BECCI; BEOLCHINI, 2020; BEHERA; MISHRA; MOHAPATRA,
2021; CAVALLO et al., 2017;).

ABOYEJI, et al. (2020) investigou a utilizagdo da casca da batata-doce como fonte
de carbono em um meio de cultivo num processo fermentativo anaerdbico em
biorreator por Aspergillus niger com producdo de 3,22 mg/mL"' do composto.
DHILLON, et al. (2011) utilizou cepas de Aspergillus niger NRRL 567 e Aspergillus
niger NRRL 2001 num processo fermentativo em biorreator com tempo de
fermentacdo maximo de 72 horas de incubagdo. A fonte de carbono usada foi o
bagaco de maga. O cultivo de Aspergillus niger NRRL 567 apresentou produgédo de
66,0 £ 1,9 g/kg de substrato seco. No mesmo estudo o cultivo de Aspergillus
niger NRRL 2001 apresentou concentragao de acido citrico menor de 61,0 + 1,9 g/kg

de substrato seco no mesmo tempo de incubagao.

Os estudos que conseguiram produzir acido férmico em alta concentragao
sdo baseados no uso de combustiveis fosseis (RUMAYOR; DOMINGUEZ; IRABIEN,
2018). A produgdo de acido férmico a partir de matérias-primas derivadas de
biomassa por via umida de oxidagao também foi estudada para geragao de acido
férmico com resultados de produgéo entre 20 e 94% a partir da adicdo de diferentes
catalisadores a temperaturas (BULUSHEV; ROSS, 2018). Esses resultados foram

maiores que os encontrados neste estudo. Outro trabalho avaliou a formagéao de acido
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férmico através da conversao hidrotérmica catalitica do residuo extraido de lipidios de

microalgas e atingiu rendimento superior a 22% (JEONG; KIM, 2021).

5.2.5 Avaliagao da formacao de metabolitos no cultivo Pseudomonas

aeruginosa LBl com permeado nao suplementado e suplementado.

5.2.5.1 Avaliagdo da formagdo de metabolitos no cultivo Pseudomonas
aeruginosa LBl em permeado ndo suplementado

Neste cultivo as amostras foram testadas em dois momentos, 48 e 72 horas apos
a inoculagdo dos microrganismos. As bactérias do género Pseudomonas aeruginosa
LBl inoculada inicialmente em permeado n&o suplementado apresentou formagao de
trés metabdlitos distintos que estdo apresentados no grafico a seguir:

Grafico 18 - Producao de metabdlitos Pseudomonas aeruginosa LBI formado em meio
de cultivo a base de permeado de soro de leite obtido por OR nao suplementado
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Fonte: elaborado pelo autor.

Trés foram os metabdlitos formados neste cultivo. O metabdlito que atingiu maior
concentragao foi o acido isocitrico que entre o tempo 48 horas e o tempo 72 horas
ampliou sua concentragéo de 0,2537 mg.mL™" para 1,488 mg.mL™". O &cido succinico

e 0 acido citrico foram percebidos somente na ultima corrida cromatogréfica realizada
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72 horas ap6s o inicio do cultivo quando suas concentragdes atingiram 0,040 mg.mL"

'€ 0,187 mg.mL"" respectivamente.

5.2.5.2 Avaliagdo da formagdo de metabolitos no cultivo Pseudomonas
aeruginosa LBl em Sais de Robert

A bactéria Pseudomonas aeruginosa LBl foi cultivada em permeado suplementado
em 25% com sais de Robert e formou dois metabdlitos que estdo destacados no

grafico abaixo:

Gréfico 19 - Producao de metabdlitos Pseudomonas aeruginosa LBl formado em meio
de cultivo a base de permeado de soro de leite obtido por OR adicionado de 25% sais
de Robert
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Fonte: elaborado pelo autor.

Nessa curva, as amostras de sobrenadante evidenciaram a presenga de 0,111
mg.mL", 0,084 mg.mL" e 0,120 mg.mL" de &cido succinico. O &cido férmico se
formou a partir do tempo 48 horas chegando quando apresentou 0,233 mg.mL™" e na
realizada na amostra do tempo 72 horas sua concentragdo foi aferida em 0,250

mg.mL".
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O permeado adicionado de 50% de sais de Robert cultivado com a mesma espécie
de pseudomonas apresentou a formagao de cinco metabdlitos que estdo destacados
no grafico a sequir:

Gréfico 20 - Producao de metabdlitos Pseudomonas aeruginosa LBl formado em meio

de cultivo a base de permeado de soro de leite obtido por OR adicionado de 50% sais
de Robert
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os metabdlitos destacados nessa curva foram o acido citrico, acido isocitrico e o
acido férmico. A maior concentragéo atingida nesta curva foi a observada pelo acido
isocitrico no tempo 24 horas com o teor de 1,079 mg.mL™. Entretanto sua
concentracdo declinou para 0,0293 mg.mL"' na segunda amostra analisada,
terminando zerado no tempo 72 horas. O acido férmico que nao foi observado na
andlise realizada na primeira amostra chegou a 0,233 mg.mL™" no tempo 48 horas e
ao final da realizag&o da curva sua concentragéo foi de 0,238 mg.mL™". O &cido citrico
teve seu nivel maximo observado no tempo 48 horas quando atingiu 0,481 mg.mL""

seguido de uma ligeira redugéo para 0,403 mg.mL™" na Ultima amostra analisada .

5.2.56.3 Avaliagcdo da formagdo de metabolitos no cultivo Pseudomonas
aeruginosa LBl em Sais de Bushnell-Haas
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No cultivo das bactérias Pseudomonas aeruginosa LBl em permeado
suplementado com sais de Bushnell-Haas a 25% foi detectado a presenca dois
metabolitos que estdo destacados no grafico a seguir:

Gréfico 21 - Producao de metabdlitos Pseudomonas aeruginosa LBl formado em meio

de cultivo a base de permeado de soro de leite obtido por OR adicionado de 25% sais
de Busnhell-Haas
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Fonte: elaborado pelo autor.

O &cido acético formou seu pico no tempo 24 horas com 0,106 mg.mL™. Quarenta
e oito horas ap6s o inicio da curva foi identificado 0,085 mg.mL™" e ao final apenas
0,055 mg.mL" deste composto foi observado. A primeira amostra de sobrenadante
desta curva também apresentou 0,042 mg.mL™" de &cido citrico. A segunda amostra

de 0,047 mg.mL™" observado na segunda amostra e 0,031 mg.mL"" na ultima analise.

Os metabolitos formados no cultivo realizado com permeado de osmose reversa
suplementado com 50% do meio mineral minimo de sais de Bushnell-Haas foram

destacados no grafico apresentado abaixo:
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Grafico 22 - Produgao de metabdlitos Pseudomonas aeruginosa LBl formado em meio
de cultivo a base de permeado de soro de leite obtido por OR adicionado de 50% sais
de Busnhell-Haas
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Fonte: elaborado pelo autor.

Neste cultivo dois metabdlitos foram formados. O acido acético permaneceu em
baixas concentracdes com indice méaximo inferior a 0,1 mg.mL™' no tempo 72 horas.
O composto que apresentou melhor nivel ao longo do tempo foi o acido citrico que
obteve niveis crescentes em cada amostra analisada no decorrer do tempo atingindo

0,510 mg.mL" no tempo 48 horas.

As bactérias da espécie das Pseudomonas aeruginosa LBI aqui estudada quanto
a formacao de metabdlitos nos meios propostos apresentaram como principal produto
o0 acido isocitrico. Este composto apresentou no ponto 48 horas do cultivo em
permeado n&o suplementado a formacéo de 1,488 mg.mL™". A sintese deste acido tem
sido estudada principalmente a partir da levedura Yarrowia lipolytica, com rendimentos
que se aproximam da marca de 100 g.L”', (ANGUMEENAL; VENKAPPAYYA, 2013;
KAMZOLOVA, 2013; KAMZOLOVA; MORGUNOV, 2019; RZECHONEK, 2019),

indices superiores aos encontrados nesta pesquisa.
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6 CONCLUSAO

O permeado de soro obtido por osmose reversa se mostrou um meio de cultivo
eficiente para o crescimento dos microrganismos utilizados neste estudo. Foi
observado por meio de leituras em espectrofotdbmetro o desenvolvimento em
permeado sem suplementagdo dos microrganismos [IBPCS 09, IBPCS14,
Pseudomonas putida CCMI 852 e Pseudomonas aeruginosa LBl ao final de 72 horas
quando as amostras analisadas atingiram D.O 600nm de 1.288, 1.305, 2.210 e 2.454
respectivamente. Dois dos microrganismos cultivados IBPCS 09 e IBPCS14 foram
obtidos a partir da prospec¢édo microbiana em biofilme formado nas tubulagdes de
conducao de permeado, sendo isolados e identificados de forma presuntiva como

pertencentes ao género Pseudomonas.

Em relagdo aos metabdlitos formados foi possivel perceber que durante a
execucgao da curva de crescimento do isolado IBPCS 14 em meio suplementado com
sais de Bushnell-Haas a 25% houve a formagao em 48 horas de acido isocitrico na
concentragdo de 12,151 mg.mL™". Esse composto tem aplicagdo na industrial pois é
utilizado como marcador para identificar a qualidade e a pureza de sumos de fruta,
além de atuar como aditivo alimentar e como regulador de pH de formulagdes de

medicamentos na industria farmacéutica.

A bactéria IBPCS 09 destacou-se pela formacao de dois metabdlitos, sendo acido
citrico na proporcéo de 0,621 mg.mL™", observado no cultivo suplementado com sais
de Robert na proporgéo 50% 72 horas apos o inicio da curva e a lactulose com 0,558
mg.mL™", observado no cultivo adicionado de 25% de sais de Bushnell-Haas em 48
horas de cultivo. O &acido citrico tem aplicacdo na industria alimenticia como
acidulante, antioxidante, conservante, entre outros. A lactulose é conhecida como um
prebiotico que pode estimular seletivamente o crescimento de bifidobactérias e

lactobacilos benéficos sendo muito utilizada na industria farmacéutica.

A espécie Pseudomonas putida CCMI 852 foi responsavel pela formagao de acido
citrico com 0,528 mg.mL™" no cultivo em meio n&o suplementado e o &cido isocitrico a
1,452 mg.mL" no cultivo suplementado com sais de Robert a 50%. As bactérias da
espécie Pseudomonas aeruginosa LBl apresentaram como principal produto o acido

isocitrico na proporgéo de 1,488 mg.mL™" no cultivo em permeado n&o suplementado
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e de 1,079 mg.mL™" &cido isocitrico no cultivo suplementado com sais de Robert a
50%.

E importante destacar que houve maior formacdo dos acidos citrico e isocitricos
provenientes das reagdes do ciclo dos acidos tricarboxilicos, visto que todos os quatro
microrganismos selecionados geraram estes compostos em quantidade no decorrer
do tempo. Outro aspecto importante a ser destacado refere-se as concentragées dos
metabdlitos formados. Os compostos se apresentaram em concentracdes reduzidas
quando comparadas a outros trabalhos indicando a necessidade de adicdo de outros

nutrientes ou suplementos ao meio proposto.

E importante destacar que o tempo de cultivo dos microrganismos, assim como a
suplementacao utilizada na formulagdo do meio interferiu nas concentracdes dos
metabolitos durante a execuc¢do da curva de crescimento onde a maior relagédo de
metabdlito aferida em mg.mL™" foi observada no cultivo do microrganismo IBPCS 14

em permeado nao suplementado (acido isocitrico 12,151 mg.mL™).

O aumento do volume do meio de cultivo utilizando permeado de soro obtido por
osmose reversa e do tempo de fermentagdo pode contribuir para a ampliagéo da
producao, melhorando o rendimento dos metabdlitos formados no cultivo proposto por

este estudo.

A realizagao de repetigdes das corridas cromatograficos se faz necessario para
validacao estatistica das concentracdes dos compostos formados, assim como a
realizac&o da identificacdo por PCR dos isolados IBPCS 09 e 14. A adigao de outros
compostos ao permeado pode melhorar as condigdes de cultivos dos microrganismos
e a producao dos metabdlitos. A implementacdo dessas etapas constitui estudos a
serem realizados a fim valorizar o residuo da industria lactea utilizado neste trabalho
bem como a obtengcdo de metabdlitos de interesse industrial em concentragdes

maiores.
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Cromatogramas das amostras de permeado suplementado e néo

suplementado cultivados com Pseudomonas putida CCMI 852, Pseudomonas

aeruginosa LBI, B9 e B14.
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27.11.23rslt'A40 T2 B9 BH_25G.dat
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Page 1 of 1
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Totals
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Method: C:‘Enta‘prisEProjed}lQOQ"-Method"Projeto_Cle:risurt - 65.met
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Data File: C:'Enterprise'Projects IQOQ'Result'Clerison'Amostras Fase 2FASE 2 (amostras 50a 65) -
30.11.23 rsltAMOSTRA _BRUTA 2 dat
Method: C:'Enterprise'Projects IQOQ ' Method Projeto_Clerison - 65 met
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Totals
22792010 100.00 518007 100.00
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