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RESUMO 

As substâncias poliméricas extracelulares (SPE), constituídas predominantemente por 
polissacarídeos, além de proteínas, ácidos nucleicos, lipídios e substâncias húmicas, são 
sintetizadas por uma diversidade de micro-organismos, incluindo as bactérias diazotróficas, 
responsáveis pela fixação biológica de nitrogênio. A produção de SPE microbianas tem sido 
intensamente estudada devido à ampla aplicação do bioproduto na indústria farmacêutica, 
cosmética e alimentícia, nas quais são utilizadas, principalmente, como agentes espessantes, 
estabilizantes e encapsulantes. Estudos recentes evidenciam ainda que as propriedades de SPE 
não se limitam apenas a aplicações tecnológicas, mas também incluem suas potencialidades 
biológicas, como a capacidade de atuarem como agentes antitumorais, anti-inflamatórios, 
antioxidantes e antimicrobianos, entre outras. Partindo deste pressuposto, o presente estudo teve 
por objetivo recuperar SPE produzidas por Ensifer meliloti SEMIA 135 e avaliar características 
estruturais e a atividade antioxidante. Os cultivos foram realizados em frascos agitados durante 
96 h a 200 rpm e 30 ºC, utilizando o melaço de soja como fonte de carbono na presença ou 
ausência de iluminação, obtida por diodos emissores de luz azul (LED) com intensidade de 50 
μmol/m2s. Nos ensaios de recuperação das SPE por precipitação, diferentes agentes de 
precipitação (etanol e isopropanol), proporções de sobrenadante:solvente (1:1, 1:3 e 1:5) e 
temperatura (10 ºC e 25 ºC) foram testados. Etanol na proporção de 1:3 a 25 ºC foi a condição 
estabelecida para ambas SPE obtidas nos cultivos sem e com iluminação. As SPE recuperadas 
dos cultivos nas condições estabelecidas de precipitação foram caracterizadas quanto ao 
conteúdo de carbono e nitrogênio e através de FTIR-ATR. Os resultados mostraram a presença 
de grupos funcionais típicos de polissacarídeos de bactérias diazotróficas, indicando uma 
similaridade estrutural entre a amostra de SPE obtida através do cultivo com LED azul e o 
cultivo sem iluminação. As amostras de SPE foram avaliadas também quanto à atividade 
antioxidante, por meio dos métodos de captura dos radicais ABTS• e DPPH• e pelo poder 
redutor. Os resultados confirmaram as propriedades antioxidantes das SPE, obtendo-se valores 
próximos ao padrão ácido ascórbico (86,61%) para DPPH• (80,47% e 80,82%, para cultivos 
sem e com iluminação, respectivamente). A concentração da SPE impactou a atividade 
antioxidante em todos os métodos, também não havendo diferenças significativas (p>0,05) 
quando comparados os cultivos sem e com iluminação (DPPH•). Entretanto, para ABTS• e 
poder redutor, as SPE diferiram significativamente (p<0,05). Dessa forma, o micro-organismo 
testado no presente estudo mostra ser uma fonte promissora para obtenção de SPE com 
potencial atividade antioxidante. 
 

Palavras-chaves: Exopolissacarídeos. Bactérias Diazotróficas. Precipitação. Antioxidantes. 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Extracellular polymeric substances (EPS), consisting predominantly of polysaccharides, in 
addition to proteins, nucleic acids, lipids and humic substances, are synthesized by a variety of 
microorganisms, including diazotrophic bacteria, responsible for biological nitrogen fixation. 
The production of microbial EPS has been intensely studied due to the extensive application of 
the bioproduct in the pharmaceutical, cosmetic and food industries, in which they are mainly 
used as thickening, stabilizing and encapsulating agents. Recent studies also show that the 
properties of EPS are not limited to technological applications, but also include their biological 
potential, such as the ability to act as antitumor, anti-inflammatory, antioxidant and 
antimicrobial agents, among others. Based on this assumption, the present study aimed to 
recover EPS produced by Ensifer meliloti SEMIA 135 and to evaluate structural characteristics 
and antioxidant activity. The cultivations were carried out in shaken flasks for 96 h at 200 rpm 
and 30 ºC, using soybean molasses as a carbon source in the presence or absence of lighting, 
obtained by blue light emitting diodes (LED) with an intensity of 50 μmol/m2s. In the EPS 
recovery assays, different precipitation agents (ethanol and isopropanol), supernatant:solvent 
ratios (1:1, 1:3 and 1:5) and temperature (10 ºC and 25 ºC) were tested. Ethanol in the proportion 
of 1:3 at 25 ºC was the established condition, for both EPS obtained in the cultivation with and 
without lighting. The EPS recovered from cultivations with and without lighting under 
established precipitation conditions were characterized by carbon and nitrogen content and 
through FTIR-ATR. The results showed the presence of typical functional groups of 
polysaccharides from diazotrophic bacteria, indicating a structural similarity between the EPS 
sample obtained through cultivation with blue light emitting diodes and without lighting. The 
EPS samples were also evaluated for their antioxidant activity, using the methods of scavenging 
ABTS• and DPPH• radicals and their reducing power. The results confirmed the antioxidant 
properties of EPS, obtaining values close to ascorbic acid (86.61%) for DPPH• (80.47% and 
80.82% for cultivations without and with lighting, respectively). The concentration of EPS 
impacted the antioxidant activity in all methods, with no significant differences (p>0.05) when 
comparing cultures without and with lighting (DPPH•). However, for ABTS• reducing power, 
EPS were significantly different (p<0,05). Thus, the microorganism tested in the present study 
appears to be a promising source for obtaining EPS with potential antioxidant activity. 

 

Keywords: Exopolysaccharides. Diazotrophic Bacteria. Precipitation. Antioxidants. 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 − Componentes estruturais de EPS e suas atividades antioxidantes............................45 

Tabela 2 – Recuperação de SPE (%)* produzidas no cultivo controle utilizando etanol como 
solvente em diferentes condições..............................................................................................57 

Tabela 3 – Recuperação de SPE (%)* produzidas no cultivo controle utilizando isopropanol 
como solvente............................................................................................................................58 

Tabela 4 – Recuperação de SPE (%)* produzidas no cultivo controle utilizando isopropanol ou 
etanol como solvente.................................................................................................................59 

Tabela 5 – Recuperação de SPE (%)* produzidas em cultivo com iluminação (LED azul) a 
25°C na proporção sobrenadante:solvente: 1:3..........................................................................60 

Tabela 6 – Teores de C, N e H nas amostras de SPE produzidas em diferentes condições de 
cultivo........................................................................................................................................61 

Tabela 7 – Atividade antioxidante (%) das suspensões de SPE de E. meliloti SEMIA 135 pelo 
método do sequestro do radical DPPH•......................................................................................65 

Tabela 8 – Atividade antioxidante (%) das suspensões de SPE de E. meliloti SEMIA 135 pelo 
método do sequestro do radical ABTS•......................................................................................68 

Tabela 9 – Atividade antioxidante (%) das suspensões de SPE de E. meliloti SEMIA 135 pelo 
método do poder redutor............................................................................................................71 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTAS DE FIGURAS 

 

Figura 1 – EPS produzidos por Rhizobium leguminosarum bv. trifolii (A) e R. leguminosarum 

bv. trifolii 4S (B) .......................................................................................................................34 

Figura 2 − Reação química do radical DPPH• com um antioxidante RH.................................42 

Figura 3 − Redução do ABTS• por um antioxidante.................................................................43 

Figura 4 – Fluxograma das etapas executadas na produção das SPE.........................................49 

Figura 5 – Tubos Falcon contendo as amostras para centrifugação..........................................56 

Figura 6 – Placas de Petri contendo as SPE precipitadas do sobrenadante. ..............................56 

Figura 7 – Espectro de absorção no infravermelho para a amostra de SPE obtidas no cultivo 
controle e na presença de luz......................................................................................................61 

Figura 8 – Ensaio de atividade antioxidante das suspensões contendo SPE de E. meliloti 

SEMIA 135 baseada no sequestro do radical DPPH• .................................................................63 

Figura 9 – Ensaio de atividade antioxidante das suspensões contendo SPE de E. meliloti 

SEMIA 135 baseada no sequestro do radical ABTS•.................................................................68 

Figura 10 – Ensaio de atividade antioxidante das suspensões contendo SPE de E. meliloti 

SEMIA 135 baseada no poder redutor sobre íons ferricianeto...................................................70 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

                                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

NOMENCLATURA 

 

SÍMBOLO DEFINIÇÃO 

SPE Substâncias Poliméricas Extracelulares 

EPS Exopolissacarídeos 

BFN Bactérias Fixadoras de Nitrogênio 

FBN Fixação Biológica de Nitrogênio 

DPPH•
 2,2- difenil-1-picril-hidrazil 

ABTS•
 Ácido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfônico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

 

RESUMO ........................................................................................................................... 13 

 

ABSTRACT ....................................................................................................................... 15 

 

LISTA DE TABELAS........................................................................................................ 17 

 

LISTAS DE FIGURAS ...................................................................................................... 19 

 

NOMENCLATURA........................................................................................................... 20 

 

1. INTRODUÇÃO .............................................................................................................. 25 

 

2. OBJETIVOS .................................................................................................................. 30 

2.1 OBJETIVO GERAL ...................................................................................................... 30 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ......................................................................................... 30 

 

3 REVISÃO DA LITERATURA ....................................................................................... 32 

3.1 BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS .................................................................................. 32 

3.2 SUBSTÂNCIAS POLIMÉRICAS EXTRACELULARES (SPE) ................................... 33 

3.3 MELAÇO DE SOJA ...................................................................................................... 36 

3.4 CULTIVOS DE BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS ........................................................ 37 

3.5 RECUPERAÇÃO DE EXOPOLISSACARÍDEOS ......................................................... 39 

3.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXOPOLISSACARÍDEOS .................................. 41 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS ............................................................................................ 48 

4.1 MATERIAL ................................................................................................................... 48 

4.1.1 Micro-organismos...................................................................................................... 48 

4.1.2 Melaço de soja ........................................................................................................... 48 

 

4.2 MÉTODOS .................................................................................................................... 48 

4.2.1 Manutenção da cultura bacteriana ........................................................................... 50 

4.2.2 Preparo do inóculo .................................................................................................... 50 

4.2.3 Cultivos em frascos agitados ..................................................................................... 50 



 

 

4.2.4 Recuperação das SPE ................................................................................................ 51 

4.2.5 Caracterização Parcial das Substâncias Poliméricas Extracelulares ...................... 51 

4.2.5.1 Análise elementar de carbono, nitrogênio e hidrogênio ............................................. 52 

4.2.5.2 Espectroscopia de infravermelho (FT-IR) ................................................................. 52 

4.2.6 Atividade Antioxidante ............................................................................................. 52 

4.2.6.1 Sequestro do radical DPPH• ...................................................................................... 52 

4.2.6.2 Sequestro do radical ABTS• ...................................................................................... 53 

4.2.6.3 Poder redutor ............................................................................................................ 54 

4.2.7 Análise Estatística ..................................................................................................... 54 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO ..................................................................................... 56 

5.1 ESTUDO DA PRECIPITAÇÃO DE SUBSTÂNCIAS POLIMÉRICAS 
EXTRACELULARES ......................................................................................................... 56 

5.2 CARACTERIZAÇÃO DAS SUBSTÂNCIAS POLIMÉRICAS EXTRACELULARES . 60 

5.2.1 Análise de CHN ......................................................................................................... 60 

5.2.2 Espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR)........................................................ 61 

5.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE .................................................................................. 63 

5.3.1 Sequestro do radical DPPH•...................................................................................... 63 

5.3.2 Sequestro do radical ABTS• ...................................................................................... 67 

5.3.3 Poder redutor ............................................................................................................ 70 

 

6 CONCLUSÃO ................................................................................................................. 73 

 

7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS .......................................................... 77 

 

8 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS...............................................................................78 

 

9 APENDICES.........................................................................................................................91 

APENDICE A – Valores médios (n=3) em transmitância ao longo do tempo (min) para 
DPPH........................................................................................................................................91 

APENDICE B – Valores médios (n=3) em transmitância ao longo do tempo (min) para 
ABTS........................................................................................................................................92 

 



25 
 

1. INTRODUÇÃO 

 
As substâncias poliméricas extracelulares (SPE) secretadas por vários micro-

organismos, principalmente bactérias, são constituídas basicamente por carboidratos, proteínas, 

ácidos nucleicos, lipídios e substâncias húmicas, em diferentes concentrações e formas, sendo 

os exopolissacarídeos (EPS) os constituintes mais abundantes da matriz estrutural 

(FLEMMING, 2016). As aplicações de EPS bacterianos abrangem diversos segmentos 

industriais, como a indústria de alimentos, devido à sua capacidade de atuação como agentes 

espessantes, estabilizantes e encapsulantes (FREITAS; ALVES; REIS, 2011).  

Gelana e xantana são exemplos de EPS empregados na indústria alimentícia. A goma 

gelana é muito atrativa devido à sua alta capacidade de formação de géis em baixas 

concentrações e na presença de alguns cátions (ELLIS et al., 2017). É um biomaterial aprovado 

pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos e usado na estabilização de 

produtos de confeitaria, compotas, géis à base de água e laticínios (sorvetes, iogurtes, milk-

shakes, leite gelificado e bebidas lácteas ácidas) (DANALACHE et al., 2015). Além disso, é 

utilizada como emulsificante, estabilizante, aglutinante, gelificante, coagulante, lubrificante, 

formadora de filme e espessante (DOLAN et al., 2016). A goma xantana é utilizada na indústria 

alimentícia como agente espessante e estabilizante em suspensões e emulsões, atuando como 

substituta de clara de ovos, em molhos prontos, congelados, sucos de frutas, coquetéis e 

sobremesas instantâneas. É utilizada como estabilizante em sorvetes, adicionando corpo e 

prevenindo a aderência em géis de frutas (ADITIVOS INGREDIENTES, 2015). 

Por outro lado, alguns EPS são utilizados no âmbito farmacológico devido às suas 

propriedades biológicas, tais como levana, ácido hialurônico e celulose bacteriana, que podem 

ser utilizados como agentes ativos nas formulações de produtos, visto que possuem 

funcionalidades na proteção e regeneração da pele (SILVA, 2019). 

Logo, a seleção e o isolamento de micro-organismos produtores de EPS, bem como a 

caracterização das moléculas produzidas, representam uma importante estratégia para o 

desenvolvimento de novos ingredientes e processos de produção. De acordo com Pessôa et al. 

(2019), o interesse em recursos renováveis tem conduzido à expansão do mercado dos EPS 

microbianos, os quais vêm sendo intensamente estudados devido às suas aplicações biológicas 

e tecnológicas, associadas à sua estrutura característica e às propriedades reológicas.  

Em relação às aplicações biológicas destas macromoléculas, destaca-se a capacidade de 

apresentarem bioatividade, incluindo atividades imunomoduladoras, antitumorais, anti-
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inflamatórias, antioxidantes, antimicrobianas, anti-ulcerativas e ainda podendo atuar na redução 

dos riscos de desenvolvimento de doenças cardiovasculares e diabetes (PESSÔA et al., 2019). 

Recentemente, pesquisadores têm avaliado a capacidade antioxidante e antimicrobiana de EPS 

oriundos de diversos micro-organismos, incluindo fungos e bactérias, tais como Termitomyces 

albuminosus (ZHAO et al., 2017), Aeromonas spp. (FREIRE et al., 2018), Lactobacillus 

plantarum SP8 (ZHANG et al., 2020) e Enterococcus faecium MS79 (AYYASH et al., 2020). 

No entanto, para a produção industrial destes biopolímeros, se faz necessário o 

desenvolvimento de novos processos economicamente viáveis que tenham por objetivo a 

redução dos custos dos meios de cultura e do tempo de cultivo, buscando fontes de carbono 

alternativas e de baixo custo, tais como coprodutos e resíduos industriais. O Laboratório de 

Engenharia de Bioprocessos da Universidade Federal do Rio Grande (FURG) vêm estudando 

desde 2012 a produção e a caracterização de EPS oriundos de bactérias diazotróficas, 

explorando novos meios de cultivos a partir do emprego de substratos renováveis e de origem 

agroindustrial, como coprodutos lácteos (GONZÁLEZ, 2019), glicerol residual (OLIVEIRA, 

2017), melaço de soja (OLIVEIRA, 2021; SANTOS, 2022) e hidrolisado de casca de soja 

(ROESLER, 2021). Neste contexto, o melaço de soja é considerado um coproduto 

agroindustrial de baixo custo, gerado na obtenção de proteína concentrada de soja via extração 

alcoólica, que tem demonstrado um elevado potencial biotecnológico para o cultivo de bactérias 

diazotróficas (OLIVEIRA; MICHELON; BURKERT, 2020), possibilitando a redução de 

custos com meio de cultivo, além de contribuir de forma sustentável com o meio ambiente 

(PECIN, 2018). 

Nesta perspectiva, recente estudo no Laboratório de Engenharia de Bioprocessos da 

Universidade Federal do Rio Grande (FURG) indicou a potencialidade do cultivo empregando 

iluminação com diodos emissores de luz (LED, da sigla em inglês) na cor azul (OLIVEIRA, 

2021). No referido estudo, a aplicação do LED azul (50 μmol/m2s) nas primeiras 24 h de cultivo 

(fase exponencial) de Ensifer meliloti SEMIA 135 em meio à base de melaço de soja resultou 

em um incremento da produção de SPE de 3,17 g/L em 96 h (cultivo sem iluminação) para 4,79 

g/L em 72 h.  Segundo Bonomi et al. (2011), a presença de luz azul no meio de cultivo 

representa um importante estímulo ambiental que controla as respostas adaptativas e a 

eficiência simbiótica de R. leguminosarum, contribuindo para o crescimento do micro-

organismo e para a produção de EPS.  

Um fator importante a ser considerado é o método de recuperação destas biomoléculas 

a partir do sobrenadante, usualmente utilizando-se precipitação por solventes orgânicos. Etanol 

e isopropanol são solventes amplamente utilizados, promovendo associações intramoleculares 
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entre moléculas de biopolímeros pela redução da constante dielétrica do meio (LIU et al., 2016). 

A recuperação da xantana, um biopolímero de origem bacteriana, é realizada pela diminuição 

da solubilidade do coloide dissolvido, utilizando solventes orgânicos como etanol e isopropanol 

(GARCÍA-OCHOA et al., 2000). Diversas pesquisas utilizam etanol como agente precipitante 

de distintos EPS (DILNA et al., 2015; RAJOKA et al., 2020; WANG et al., 2015; ZAROUR et 

al., 2017). A adição de etanol modifica a constante dielétrica de forma tal que os polissacarídeos 

perdem a estabilidade e precipitam. A baixa temperatura facilita a precipitação e dificulta a 

redissolução (PIERMARIA, 2008). As condições de precipitação destas macromoléculas, tais 

como temperatura, tipo e volume de solvente, podem influenciar a eficiência de recuperação 

(GARCÍA-OCHOA et al., 2000; LIU et al., 2016). Para García-Ochoa et al. (2000), álcoois 

devem ser adicionados ao caldo fermentado não somente para diminuir a solubilidade do EPS 

no meio, mas também para a remoção de impurezas como componentes coloridos, sais e 

células. No entanto, estudos com SPE oriundas de bactérias diazotróficas visando maximizar a 

recuperação e/ou reduzir custos operacionais são escassos na literatura. 

 Por outro lado, polissacarídeos e seus complexos extraídos de diversas fontes naturais 

têm recebido atenção devido às suas atividades farmacológicas, como atividade antioxidante, 

com potenciais usos em alimentos, nutracêuticos e fármacos (WANG et al., 2016). A busca por 

antioxidantes naturais e de origem biológica tem recebido grande visibilidade nos últimos anos, 

sendo os EPS exemplos de substâncias naturais que podem substituir os antioxidantes de origem 

sintética. De acordo com a literatura, os EPS produzidos por via microbiana apresentam baixa 

citotoxicidade e baixos efeitos colaterais, tornando-os boas alternativas na aplicação da 

imunoterapia contra o câncer e como agente antioxidante natural em alimentos funcionais 

(FENG et al., 2021). 

De acordo com Wang et al. (2017), estudos in vitro evidenciam a capacidade 

antioxidante de EPS microbianos, oriunda de sua ação benéfica contra os agentes causadores 

do estresse oxidativo aliado à segurança e baixa toxicidade que geralmente apresentam, 

havendo muitos estudos relacionados a aqueles oriundos de bactérias láticas (LI et al., 2014; 

TANG et al.; 2017; BOMFIM et al., 2020), entre outras. No entanto, para EPS rizobianos, são 

inexistentes os estudos abordando a sua capacidade antioxidante. 

Desta forma, o presente estudo vem contribuir na elucidação de alguns aspectos 

envolvidos na recuperação de SPE de E. meliloti SEMIA 135, bem como na sua potencialidade 

quanto à atividade antioxidante in vitro, considerando que as novas tendências em torno de uma 

alimentação saudável despertam novas perspectivas para a aplicação de biopolímeros 
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microbianos que, além do papel tecnológico que exercem, possam atuar como ingredientes 

funcionais em alimentos. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 
Recuperar substâncias poliméricas extracelulares (SPE) produzidas por Ensifer meliloti 

SEMIA 135 e avaliar sua atividade antioxidante in vitro. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
Produzir SPE a partir da bactéria E. meliloti SEMIA 135, utilizando como fonte de 

carbono o melaço de soja, na presença e ausência de diodos emissores de luz (LED) na cor azul; 

Avaliar diferentes solventes, proporções de sobrenadante:solvente e temperatura para a 

recuperação de SPE; 

Caracterizar as SPE produzidas quanto à sua composição em termos de conteúdos de 

carbono, nitrogênio, hidrogênio e espectro de FT-IR;  

Avaliar as suspensões aquosas de SPE produzidas por E. meliloti SEMIA 135 quanto à 

atividade antioxidante. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS 

 

As bactérias diazotróficas são micro-organismos que possuem a capacidade de 

converterem nitrogênio (N2) atmosférico em íons amônio (NH4
+), que passam a ser 

utilizados pelas raízes de plantas, promovendo desta forma a obtenção de nutrientes que 

são essenciais para o crescimento e o desenvolvimento do vegetal, além de fornecer 

proteção em relação ao ambiente externo (MONTEIRO et al., 2012). 

Os micro-organismos diazotróficos podem viver de forma independente no solo 

ou em simbiose com outras plantas. De acordo com a literatura, em grande parte das 

associações simbióticas, os rizóbios se estabelecem e se multiplicam no interior de 

estruturas nodulares (leguminosas), as quais além de abrigar as bactérias disponibilizam 

um ambiente limitado de oxigênio que possibilita a fixação biológica do nitrogênio (o 

oxigênio atua inativando a enzima nitrogenase, que converte N2 em amônia). No entanto, 

em espécies que não há formação de nódulos, as bactérias diazotróficas se encontram nas 

raízes da planta (gramíneas) (SEMPREBOM, 2018). 

Neste contexto, as bactérias fixadoras de nitrogênio (BFN) são responsáveis pelo 

processo de fixação biológica de nitrogênio (FBN), consistindo uma possível alternativa 

de aumentar a disponibilidade de nitrogênio em agro ecossistemas, pois segundo estudos 

as BFN são a principal via de incorporação de nitrogênio no ecossistema, que é 

regularmente reciclado, voltando à atmosfera por intermédio da ação de outros 

organismos decompositores de matéria orgânica presente no solo (SILVESTRE, 2017). 

De acordo com dados da Embrapa (2020), estima-se que a FBN contribua para 

distintos ecossistemas em média 258 milhões de toneladas de nitrogênio no mundo ao 

ano, evidenciando a importância ambiental e econômica destes micro-organismos, tendo 

visto que a FBN mantém os ecossistemas em equilíbrio, contribuindo assim para a não 

contaminação das águas e do solo por resíduos nitrogenados oriundos de processos 

industriais de fixação de nitrogênio (SERRATO, 2008). 

No entanto, além de serem responsáveis pela FBN, alguns destes micro-

organismos têm a capacidade de promover o crescimento vegetal por intermédio da 

solubilização de fosfatos minerais e demais nutrientes do solo, atuando diretamente na 

produção ou na alteração da concentração de hormônios vegetais (ROESCH, 2003). 
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As BFN podem ser subdividas em três grupos: (i) as diazotróficas de vida livre, 

que são responsáveis pela FBN apenas para o seu uso próprio; (ii) as diazotróficas 

associativas, que auxiliam no crescimento vegetal, sem que ocorra simbiose; e (iii) as 

diazotróficas simbióticas, que estimulam a formação de estruturas diferenciadas, 

chamadas de nódulos, aos quais é fixado o nitrogênio atmosférico, enquanto as plantas 

providenciam compostos de carbono (MARIN et al., 1999).  

Os micro-organismos diazotróficos fazem parte de uma ampla gama de micro-

organismos procariotos, tais como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, possuindo 

uma vasta diversidade morfológica, fisiológica, genética e filogenética (MOREIRA; 

SIQUEIRA, 2006).  

Ensifer meliloti é uma rizobactéria Gram-negativa que fixa nitrogênio atmosférico 

e produz principalmente dois EPS diferentes, chamados de EPS I (succinoglicana) e EPS 

II (galactoglicana), que possuem diferentes funções no processo simbiótico. É 

responsável por estabelecer uma simbiose de nódulo radicular com plantas leguminosas, 

como a alfafa, mas também com outras leguminosas hospedeiras de E. meliloti, como 

Melilotus alba (PRIMO et al., 2020). 

 

3.2 SUBSTÂNCIAS POLIMÉRICAS EXTRACELULARES (SPE) 

 

As SPE são definidas como compostos orgânicos de origem microbiana, 

constituídas majoritariamente por polissacarídeos, embora possam conter outras 

biomoléculas, como proteínas, lipídios, ácidos nucleicos, fosfolipídios e diversos 

compostos orgânicos com diferentes grupos funcionais, como substâncias húmicas. As 

proteínas e os carboidratos correspondem em média a 75-90% da composição química 

das SPE (SHI et al., 2017).  

Os exopolissacarídeos (EPS) são os constituintes predominantes das SPE, sendo 

os EPS definidos como macromoléculas naturais formadas por monômeros de 

monossacarídeos que se ligam entre si por ligações glicosídicas, resultando em moléculas 

orgânicas de cadeias maiores. Dentro do setor industrial, os EPS possuem grande 

aplicação na indústria de alimentos, devido algumas propriedades desejáveis, em termos 

de textura e viscosidade que estes compostos conferem quando empregados em alimentos 

processados, além de não apresentarem toxicidade (PEREIRA et al., 2019). 
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Dentre as suas principais funções, destacam-se a utilização como agentes 

espessantes, gelificantes, estabilizantes e encapsulantes, sendo estas propriedades 

provenientes de sua alta capacidade de suspensão em meio aquoso, tornando-se muito 

difundidos não somente na formulação de produtos alimentícios, mas em outros setores, 

tais como a indústria farmacêutica e cosmética (PEREIRA et al., 2019).  

Na indústria farmacêutica, a busca por EPS tem sido de extrema importância 

devido às propriedades biológicas que estes compostos desempenham na saúde humana, 

atuando, por exemplo, com ação antimicrobiana, antioxidante, antitumoral, anti-

ulcerativa, como imunomoduladores e na redução do colesterol (KAGIMURA et al., 

2015). Já entre as suas funções biológicas destacam-se, por exemplo, o seu papel na 

formação de biofilmes microbianos, absorção de nutrientes e de metais pesados e a 

solubilização de produtos orgânicos hidrofóbicos. Possuem também outra função de 

extrema importância que é a de barreira mecânica contra a dessecação da célula 

microbiana (EKELHOF; MELKONIAN, 2017). 

Os polissacarídeos de origem microbiana possuem ainda algumas vantagens em 

relação à sua obtenção se comparados com outras gomas vegetais. Por exemplo, não 

dependem de fatores climáticos, possuem menor tempo de produção e necessitam de 

espaços físicos relativamente pequenos para a sua obtenção. De acordo com Faria (2002), 

as gomas de origem microbiana apresentam maior uniformidade no processo de 

produção, em virtude da especificidade do micro-organismo empregado, possibilitando 

um controle rígido dos parâmetros do cultivo microbiano, tais como pH, temperatura, 

taxa de aeração, velocidade de agitação, tempo de cultivo e composição do meio de 

cultura. 

Na Figura 1 são apresentadas estruturas de EPS produzidos por rizóbios de mesma 

espécie, mas de diferentes linhagens, demonstrando diferenças estruturais, tanto no 

conteúdo de açúcares como no comprimento da cadeia lateral (SKORUPSKA et al., 2006) 
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Figura 1 – EPS produzidos por Rhizobium leguminosarum bv. trifolii (A) e R. 

leguminosarum bv. trifolii 4S (B) 

 

(A) Glc: glicose; GlcA: ácido glicurônico; Gal: galactose 

(B) Glc: glicose 

Fonte: SKORUPSKA et al. (2006). 

 

Os EPS produzidos por diferentes linhagens de rizóbios podem ser classificados 

em dois tipos principais: as succinoglicanas, que são constituídas por unidades repetidas 

de glicose com resíduos de galactose na razão molar 7:1, unidos por ligações glicosídicas 

do tipo β (1→3), β (1→4) e β (1→6); e as galactoglicanas, que são polímeros formados 

por unidades dissacarídicas, unidas por ligações glicosídicas do tipo α (1→3) e β (1→3) 

(ZEVENHUIZEN, 1997). 

Segundo Schmid, Sieber e Rehm (2015), essas diferenças estruturais podem ser 

oriundas dos genes dos micro-organismos envolvidos, bem como dos complexos 

enzimáticos, que acabam acarretando diferenças tanto no metabolismo como na forma de 

interagir com os meios e substratos. Karr et al. (2000) afirmam que a composição dos 

EPS varia não somente em virtude dos diferentes gêneros, mas também em função de 

mudanças nas condições de cultivo. 

Sousa et al. (2019) avaliaram a ação da enzima xantana liase na modificação de 

polissacarídeos produzidos por três diferentes linhagens de Rhizobium spp. utilizando a 

sacarose como fonte de carbono, a fim de analisar a influência desta enzima comercial na 

estrutura destes EPS em comparação com o biopolímero nativo. Ao avaliarem a 
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composição química dos monossacarídeos presentes no polissacarídeo nativo de rizóbios, 

os pesquisadores verificaram a presença de glicose, galactose, manose, ramnose, ácido 

galacturônico e ácido glicurônico. No entanto, quando estes analisaram a composição do 

EPS modificado pela enzima xantana liase, perceberam que a enzima removeu o ácido 

glicurônico da estrutura, evidenciando que é possível produzir um heteropolissacarídeo 

modificado de rizóbio com propriedades diferentes através da ação enzimática. 

 

3.3 MELAÇO DE SOJA  

 

O melaço de soja é um subproduto do processamento da soja que apresenta textura 

viscosa, coloração marrom escura e sabor agridoce, sendo obtido durante o processo de 

obtenção do extrato proteico da soja e da proteína concentrada de soja, sendo uma fonte 

de carbono de baixo custo (LOMAN; JU, 2016). 

Em termos de composição química, o melaço de soja é um substrato complexo, 

formado por açúcares assimiláveis e não-assimiláveis, proteínas, lipídios, fibras e cinzas 

(GOMES, 2017), sendo os carboidratos presentes no melaço de soja divididos em três 

grandes grupos: oligossacarídeos de rafinose, dissacarídeos e monossacarídeos em 

diferentes concentrações (MANTOVANI, 2013). Segundo Siqueira et al. (2008), o 

melaço de soja é composto principalmente pelos seguintes carboidratos: sacarose 

(28,4%), estaquiose (18,6%) e rafinose (9,68%), além de lipídios (21,2%), proteínas 

(9,44%), fibras (5,7%) e cinzas (6,36%). 

No entanto, os oligossacarídeos de rafinose são considerados fatores anti-

nutricionais devido à sua capacidade de interferir na absorção de nutrientes na dieta de 

humanos e animais monogástricos, tendo em vista que não possuem a enzima α-

galactosidase que é capaz de hidrolisar as ligações α (1→6) presentes nestes açúcares não 

digeríveis (VIANA et al., 2007).  

Além disso, a literatura científica apresenta vários estudos que utilizam o melaço 

de soja como substrato para a produção de vários produtos, como etanol (ROMÃO et al., 

2012), lipase (MORAIS JÚNIOR et al., 2016), ácido acético (MIRANDA, 2017), ácido 

propiônico (YANG et al., 2018) e biogás (RODRIGUES, 2019), demonstrando sua 

aplicabilidade em processos biotecnológicos.  
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3.4 CULTIVOS DE BACTÉRIAS DIAZOTRÓFICAS 

A produção de SPE por rizóbios é influenciada por alguns fatores que devem ser 

levados em consideração, dentre eles a seleção da linhagem microbiana bem como as 

condições operacionais (agitação e taxa de aeração, tempo de incubação, temperatura, 

pH, volume e idade do inóculo e composição do meio de cultivo) que atuam diretamente 

na síntese, rendimento e composição química (STAUDT; WOLFE; SHROUT, 2012). A 

composição do meio de cultivo, por exemplo, é um fator essencial na síntese de SPE, pois 

diferentes fontes de carbono, nitrogênio e potássio podem ser empregadas para o 

crescimento do micro-organismo (RIBEIRO; BURKERT, 2016). 

Forte e Garcia (2018) avaliaram em seus estudos o efeito de diferentes fontes de 

carbono (manitol, glicose, galactose, lactose e glicerol) no crescimento de um isolado de 

rizóbio (Rhizobium sp. S11). O crescimento foi determinado pela medição da densidade 

óptica e pela taxa específica de crescimento. De acordo com os autores, o maior 

crescimento de Rhizobium sp. S11 ocorreu no meio contendo o manitol como fonte de 

carbono em um período de 8 a 24 h. A lactose promoveu o crescimento do micro-

organismo com menor produtividade. Glicerol e glicose também promoveram de forma 

significativa o crescimento da Rhizobium sp. S11. 

Vieira et al. (2020) avaliaram as condições de crescimento para Mesorhizobium 

loti e Bradyrhizobium japonicum em meio líquido, em diferentes condições de pH (5,5 – 

7,0) e com três fontes diferentes de carbono (sacarose, dextrose e manitol). O crescimento 

bacteriano foi avaliado pela medição da densidade óptica (DO) por espectrofotometria. O 

manitol foi a fonte de carbono mais indicada para o cultivo de M. loti e B. japonicum, no 

entanto sacarose e dextrose também podem ser empregadas e o pH do meio contendo 

manitol não interferiu na taxa de crescimento bacteriano. 

Oliveira, Amaral e Burkert (2018) caracterizaram EPS produzidos por M. loti 

SEMIA 816 em meio de cultivo contendo glicerol como fonte de carbono. A produção 

obtida foi de 4,91 g/L, contendo em sua composição 83% de açúcares totais, 11% de 

proteínas totais e 6% de cinzas.  

 Oliveira, Michelon e Burkert (2020) avaliaram o potencial biotecnológico do 

melaço de soja como fonte de carbono para a produção de SPE a partir de diferentes 

bactérias diazotróficas. De acordo com os autores, as maiores produções de SPE para 

todos os micro-organismos estudados foi no meio contendo melaço de soja, quando 

comparado ao meio tradicional contendo manitol. A produção das SPE foi de 4,47 g/L, 
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4,12 g/L e 3,76 g/L, respectivamente, para R. hautlense SEMIA 6450, E. meliloti SEMIA 

135 e Mesorhizobium sp. SEMIA 816, apresentando resultados promissores na aplicação 

do melaço de soja para a produção de biopolímeros. Em contrapartida, o meio contendo 

manitol como fonte de carbono resultou em 3,50 g/L e 1,18 g/L para E. meliloti SEMIA 

135 e Mesorhizobium sp. SEMIA 816, respectivamente, não havendo a formação de SPE 

para R. hautlense SEMIA 6450. 

Roesler (2021) avaliaram o efeito das diferentes fontes de carbono (glicose, 

arabinose e xilose) na produção de EPS de Mesorhizobium sp. SEMIA 816. Segundo os 

autores, não foram observadas diferenças significativas na produção do EPS frente às 

diferentes fontes de carbono, sendo a produção de 3,39 g/L, 3,33 g/L e 3,27 g/L para 

glicose, arabinose e xilose, respectivamente.  

Em relação à composição, os EPS produzidos por rizóbios mostram a presença de 

diferentes monossacarídeos em sua estrutura, como manose, ramnose, glicose, galactose, 

ácido glicurônico, ácido galacturônico e xilose, contendo ligações do tipo β (1→3), β 

(1→4) e β (1→6), sendo estes polímeros formados pela condensação de monossacarídeos 

e unidos quimicamente por ligações glicosídicas (DUTA et al., 2004). 

Castellane et al. (2015) investigaram a composição química de EPS produzidos 

por R. tropici SEMIA 4077 e um mutante, utilizando o glicerol como fonte de carbono. 

Os autores verificaram que os EPS produzidos pelas espécies de rizóbios são 

heteropolissacarídeos constituídos por mais de um tipo de açúcar, principalmente por 

galactose e glicose, havendo a presença de outros constituintes (ramnose, ácido 

glicurônico e ácido galacturônico) em menores proporções.  

Segundo Roesler (2021), o EPS produzido por Mesorhizobium sp. SEMIA 816 é 

um heteropolissacarídeo polianiônico, sendo a unidade formada por manose, ramnose, 

ácido glicurônico, ácido galacturônico, D-glicose e D-galactose. O biopolímero 

apresentou predominância de glicose em sua composição, com menores quantidades de 

manose e galactose. Os EPS obtidos a partir de xilose e glicose apresentaram composições 

semelhantes. No entanto, o EPS produzido com arabinose apresentou uma composição 

diferente, com teor de ramnose 1,8 vezes superior ao obtido com o cultivo tendo xilose 

como fonte de carbono. Além disso, o teor de ácido glicurônico do EPS obtido a partir de 

arabinose foi 1,8 vezes maior quando comparado com a xilose, enquanto apresentou o 

menor teor de glicose em relação aos outros EPS estudados. Portanto, a fonte de carbono 

utilizada na cultura bacteriana pode influenciar na sua composição. 
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Alguns estudos realizados com e sem iluminação avaliaram que a presença de luz 

azul influencia a simbiose de R. leguminosarum, tendo em vista que as proteínas de 

domínio de luz, oxigênio e voltagem (LOV) encontradas em algumas plantas, algas, 

fungos e bactérias possuem receptores que detectam a luz azul. Nesta perspectiva, a luz 

regula a formação de flagelos e a produção de EPS. Bonomi et al. (2012) identificaram 

que a presença de nódulos em plantas inoculadas com bactérias expostas à iluminação de 

cor azul foi maior que naquelas cultivadas em ambiente escuro, destacando que a detecção 

de luz azul por rizóbios pode ser um importante fator na simbiose de R. leguminosarum. 

Neste sentido, a luz azul pode representar um estímulo ambiental para o crescimento de 

rizóbios e produção de EPS. No estudo de Oliveira (2021), a aplicação do LED azul (50 

μmol/m2s) nas primeiras 24 h de cultivo (fase exponencial) de E. meliloti SEMIA 135 em 

meio à base de melaço de soja resultou em um incremento da produção de SPE de 3,17 

g/L em 96 h (cultivo sem iluminação) para 4,79 g/L em 72 h. 

 

3.5 RECUPERAÇÃO DE EXOPOLISSACARÍDEOS 

 

Os EPS são geralmente recuperados do meio de cultivo pelas etapas de 

centrifugação, filtração, precipitação, diálise e liofilização. Estes biopolímeros são 

preferencialmente precipitados com solventes orgânicos solúveis em água, que 

possibilitam a separação pela diminuição da solubilidade do EPS na água, ou seja, 

desidratando a molécula da SPE. O etanol é o agente precipitante mais comumente 

utilizado, embora solventes como o isopropanol e cetonas também sejam empregados 

(BARBOSA et al., 2004). Para recuperação de biopolímeros como a gelana e a xantana, 

o álcool isopropílico é o mais empregado, sendo o solvente que mais se adequou na 

precipitação de biopolímeros produzidos por Sphingomonas capsulata ATCC 14666 

(NAMPOOTHIRI et al., 2003). 

De acordo com Liu et al. (2016), etanol e isopropanol são solventes amplamente 

utilizados na precipitação de biopolímeros, promovendo associações intramoleculares 

entre moléculas de biopolímeros pela redução da constante dielétrica do meio. As 

constantes dielétricas do etanol (20) e isopropanol (25) são muito inferiores às da água 

(80) a 25 ºC. Portanto, a adição de etanol ou isopropanol pode reduzir a constante 

dielétrica da solução e induzir mudanças conformacionais no polímero, permitindo assim 

que as moléculas se agreguem e precipitem (LIU et al., 2016). Sendo assim, solventes 
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orgânicos que apresentam menor constante dielétrica que a da água diminuem a repulsão 

entre as cargas opostas, favorecendo a maior interação entre as moléculas e a diminuição 

da solubilidade. 

Quando se realiza a recuperação do biopolímero do meio de cultivo, sabe-se que 

a solução do meio contém majoritariamente água, biopolímero e impurezas, havendo a 

interação água/biopolímero e biopolímero/biopolímero. Nesse caso, pode-se afirmar que 

o primeiro tipo de interação prevalecerá sobre o segundo porque a água possui grande 

capacidade de separação das partículas do soluto, ou seja, constante dielétrica elevada. 

No entanto, quando se adiciona solventes orgânicos a interação biopolímero/biopolímero 

prevalece sobre o poder de solvatação da água, precipitando o EPS do meio pela 

diminuição de sua solubilidade em água (PIERMARIA, 2008). 

Azeredo e Oliveira (1996) compararam distintos métodos de precipitação de EPS 

com um método proposto pelos autores que utilizava 3,5,6-trifenil-2,3,5,6-

tetraazabiciclo-1-hexeno (nitron) como agente de precipitação. Desta forma, foram 

testados diferentes volumes e tipos de solventes - etanol, acetona, propanol, isopropanol 

e brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) - para a precipitação do um EPS bacteriano 

(Alcaligenes denitrificans), sendo que para cada solvente foram realizados dois ensaios 

de precipitação utilizando proporções 1:1, 1:2 e 1:3 (relação sobrenadante:solvente). Para 

a precipitação com nitron, os autores utilizaram 0,1 volumes de uma solução de nitron a 

10%, pois os autores perceberam que apenas 0,1 volumes de nitron precipitou a máxima 

quantidade de EPS, sendo uma vantagem a utilização de pequenas quantidades de 

solvente. A segunda maior precipitação foi oriunda dos três volumes de propanol seguida 

dos dois volumes de etanol utilizados ao longo do processo.  

Hall et al. (2015) avaliaram em seus estudos a produção de EPS produzidos pela 

bactéria Escherichia coli em meio de cultivo contendo diferentes substratos como fonte 

de carbono (glicose, sacarose e melaço). A recuperação do biopolímero foi realizada em 

condições de temperatura e agitação controladas e com diferentes solventes e proporções 

sobrenadante:solvente (acetona 1:2 e isopropanol 1:3). A acetona foi o solvente que 

apresentou maior rendimento em meio contendo a glicose como fonte de carbono, 

evidenciando que o tipo de solvente utilizado na precipitação do biopolímero influencia 

no rendimento da extração.  
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3.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXOPOLISSACARÍDEOS 

 

Estudos recentes têm demonstrado a eficiência das propriedades antioxidantes, 

antitumorais e antimicrobianas de EPS de origem microbiana, evidenciando que suas 

propriedades biológicas contribuem para as mais diversas aplicações tecnológicas 

(MOHAMED et al., 2018). As atividades fisiológicas das gomas naturais diferem 

significativamente daquelas dos polímeros sintéticos, sendo mais propensos à 

biodegradação e menos prejudiciais à saúde, visto que os antioxidantes sintéticos são 

responsáveis por uma série de danos ao consumidor que ocasionam problemas no fígado 

e carcinogênese (CASTELLANE et al., 2015). 

A adição de antioxidantes naturais contribui tanto para a preservação do alimento 

como para fornecer benefícios à saúde do consumidor (PAN; MEI, 2010), visto que os 

radicais livres são extremamente prejudiciais aos seres vivos. Nesta perspectiva, a 

aplicação de antioxidantes em alimentos se faz necessária a fim de prevenir a ação de 

espécies reativas, que quando em excesso ocasionam danos às células sadias, 

contribuindo para o surgimento de doenças como envelhecimento, câncer, diabetes, 

doenças cardiovasculares e distúrbios neurodegenerativos, quando não desencadeia a 

morte celular (MORETTO et al., 2015). 

Os polissacarídeos são moléculas que possuem alto grau de hidratação, sendo que 

seus grupos hidroxilas podem atuar tanto como doadores e aceptores de hidrogênio, 

agindo no sequestro de radicais pela doação de átomos de hidrogênio. No entanto, 

algumas características essenciais (massa molar, arranjo estrutural, presença de 

grupamentos sulfato, carboxílico ou metílico) devem ser levadas em conta a fim de se 

estabelecer se alguns polissacarídeos possuam maior atividade antioxidante que outros 

(ANDREW; JAYARAMAN, 2020). 

As moléculas de alguns carboidratos possuem a capacidade de doar elétrons 

devido à presença de grupos redutores, que consistem em um grupo aldeído ou cetona. 

Grupos funcionais nos EPS podem atuar como aceptores ou doadores de elétrons, sendo 

considerados sítios ativos para a interação dos radicais livres por intermédio de vários 

mecanismos. Em função do seu efeito eletrônico, os grupos funcionais permitem que as 

moléculas orgânicas aumentem sua carga negativa e solubilidade em água por meio da 

troca de prótons e elétrons (CHEN et al., 2009). 



42 
 

Dentre os EPS microbianos, as β-glicanas merecem destaque por apresentarem 

uma ampla gama de funções fisiológicas, devido à sua presença no grupo de moléculas 

fisiologicamente ativas, atuando como modificadores de respostas biológicas que 

ocasionam propriedades benéficas à saúde humana (THEIS et al., 2017). De acordo com 

Theis et al. (2017), dentre as principais atividades biológicas das β-glicanas destacam-se 

a sua aplicação na composição de medicamentos que garantem o tratamento de doenças 

como o câncer, a AIDS (da sigla em inglês para Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida), dislipidemias e diabetes, além de atuarem na absorção de açúcares e nos 

níveis de lipídios no sangue, modulação do sistema imunológico e atividade 

antimicrobiana. 

Desta forma, a literatura apresenta diversos métodos que avaliam a atividade 

antioxidante destes compostos, sendo os métodos DPPH• e ABTS• os mais empregados. 

O método de DPPH• se baseia na captura do radical DPPH• (2,2- difenil-1-picril-hidrazil), 

na presença de um átomo doador de elétrons de hidrogênio, produzindo um decréscimo 

da absorbância em 515/517 nm. Neste processo ocorre uma reação de oxirredução, no 

qual o radical DPPH•, que possui coloração violeta, é reduzido para DPPH-H (estável), 

sendo caracterizado por apresentar uma coloração amarela, conforme é descrito na Figura 

2 (ALVES et al., 2010). 

 

Figura 2 − Reação química do radical DPPH• com um antioxidante RH 

 

 

O método ABTS• consiste na avaliação da capacidade dos oxidantes em 

capturarem o cátion ABTS•, sendo este um grupo cromóforo produzido a partir de um 

precursor, o ácido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfônico (ABTS•), conforme a 
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Figura 3 (BORGES et al., 2011). O radical ABTS• é gerado a partir de sua oxidação com 

o persulfato de potássio, que se reduz na presença de antioxidantes doadores de 

hidrogênio, ocorrendo a perda da coloração do meio reacional, que pode ser analisada a 

partir do decréscimo da absorbância. O desaparecimento da coloração e a redução da 

absorbância são analisados a 734 nm (NIKI, 2010). 

 
Figura 3 − Redução do ABTS• por um antioxidante 

 

 

Em um estudo recente, com um EPS produzido por Bacillus amyloliquefaciens 

GSBA-1, com uma massa molar de 54 kDa contendo glicose como principal 

monossacarídeo, os autores observaram que o biopolímero apresentava respostas 

satisfatórias frente à eliminação do radical superóxido e atividade quelante dos íons 

metálicos, concluindo que a configuração do tipo α, a baixa massa molar e a natureza 

ácida do EPS influenciaram em sua habilidade antioxidante (ZHAO et al., 2018). Os 

autores afirmam que os EPS de baixa massa molar pode penetrar mais facilmente nas 

células do que os EPS de alta massa molar, agindo contra os radicais livres, bem como o 

aumento de grupos terminais polares. 

De acordo com Shang et al. (2018), a predominância dos grupamentos hidroxilas 

nos polissacarídeos também facilita a atividade antioxidante dos EPS, pois a característica 

hidrofílica destes compostos aumenta a sua solubilidade em água, que consequentemente 

facilita o seu contato com os radicais livres, tendo em vista que a presença de grupos 

capturadores de elétrons em um EPS tende a promover uma reação mais rápida com os 

radicais livres devido ao aumento da densidade dos elétrons, levando-os à estabilização 

(XU et al., 2012). 

Bomfim et al. (2020) avaliaram a produção de EPS por três linhagens de 

Lactobacillus, verificando que a maior produção foi no meio contendo fruto-
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oligossacarídeos (FOS) com a linhagem L. plantarum CNPC003. Os EPS eram 

compostos principalmente por manose e glicose com pequenas quantidades de galactose, 

evidenciando ser da classe dos heteropolissacarídeos. Posteriormente, os autores 

avaliaram a capacidade antioxidante por meio dos testes in vitro DPPH• e ABTS•, sendo 

que apresentou atividade de sequestro do radical ABTS• de 90,88 ± 0,80% em uma 

concentração de 8 mg/L, demonstrando sua possível aplicação como antioxidante natural 

na indústria alimentícia.  

Wang et al. (2017) avaliaram a capacidade antioxidante de um novo EPS 

produzido pela bactéria L. plantarum KX041 pelos métodos de sequestro dos radicais 

DPPH•, ABTS•, hidroxila e superóxido. No estudo, os autores constataram que moléculas 

de baixa massa molar e com maior quantidade de grupos hidroxilas influenciaram 

diretamente na eliminação de DPPH•, ABTS• e na ligação dos EPS aos radicais peróxidos 

por intermédio da troca de elétrons e átomos de hidrogênio, tendo em vista que 

apresentam uma maior quantidade de grupos terminais polares. A máxima atividade 

antioxidante foi de 82% na concentração de 6 mg/mL segundo a metodologia do DPPH•. 

Os autores ainda caracterizaram o EPS, sendo composto principalmente por arabinose, 

manose, glicose e galactose, com massa molar de 38,67 kDa. 

Na Tabela 1 são apresentados vários micro-organismos produtores de EPS que 

mostraram respostas satisfatórias para atividades antioxidantes. 
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Tabela 1 − Componentes estruturais de EPS e suas atividades antioxidantes 

Micro-
organismo 

Monossacarídeos 
e grupos 

funcionais 
principais 

Métodos de 
atividade 

antioxidante 
aplicados 

Percentual de 
inibição  

Referências 

L. helveticus Glicose, manose e 
galactose. 

 
 

 

DPPH•, sequestro 
do radical 
hidroxila, 

sequestro do 
radical 

superóxido e 
atividade quelante 

dos íons 
metálicos. 

37%, 39%, 41% e 
43% nas 

concentrações de 1, 
2, 3 e 4 mg/mL 

(DPPH). 

Li et al. (2014) 

Pseudomonas 

sp. RD2SR3 

Glicose, manose, 
galactose, ácido 

glicurônico, 
grupos hidroxila e 

grupos sulfato. 

DPPH• e enzimas 
antioxidantes. 

39%, 47%, 63% e 
82% nas 

concentrações de 50, 
100, 150 e 200 

µg/mL (DPPH). 
 

MAHMOUD et al. 
(2016) 

L. delbrueckii 

ssp. 

bulgaricus 

SRFM-1 

Glicose e 
galactose. 

DPPH•, sequestro 
da radical 
hidroxila, 

sequestro do 
radical 

superóxido e 
atividade quelante 

dos íons 
metálicos. 

47,52%, 51,12%, 
53,31%, 59.94% e 

53.31% nas 
concentrações de 1, 

2, 3 e 4 mg/mL 
(DPPH). 

TANG et al. (2017) 

B. velezensis 

MHM3 

Glicose, frutose, 
ramnose e ácido 

glicurônico. 

DPPH•, sequestro 
do radical 
hidroxila, 

sequestro do 
radical 

superóxido e 
poder redutor. 

50,25%, 62,14%, 
74,15%, 82,12% e 

85,4% nas 
concentrações de 

100, 200, 300, 400 e 
500 µg/mL. 

MAHGOUB et al. 
(2018) 

Bacillus sp. 
S-1 

Galactose, 
glicose, manose e 
grupos hidroxilas. 

DPPH•, sequestro 
do radical 
hidroxila, 

sequestro do 
radical 

superóxido. 

50%, 62%, 80% e 
88% nas 

concentrações de 1, 
3, 5 e 7 mg/mL. 

HU et al. (2019) 

L. plantarum 
CNPC003 

Glicose, manose e 
galactose. 

DPPH•, ABTS• e 
FRAP. 

40,72% e 51,52% 
nas concentrações de 

4 e 8 mg/mL 
(DPPH); 

76,11% e 90,88% 
nas concentrações de 

4 e 8 mg/mL 
(ABTS). 

BOMFIM et al. 
(2020) 
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Com isto, estudos que busquem a identificação de novos antioxidantes naturais 

são necessários, tendo em vista que a população tem buscado cada vez mais adquirir um 

estilo de vida baseado na inserção de alimentos saudáveis na dieta, fazendo-se essencial 

o entendimento dos mecanismos antioxidantes dos EPS a fim de compreender sua atuação 

nos níveis celular e molecular. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

As atividades experimentais do presente estudo foram realizadas no Laboratório 

de Engenharia de Bioprocessos da Escola de Química de Alimentos (EQA) da 

Universidade Federal do Rio Grande (FURG), bem como em outras unidades da 

Universidade. 

 

4.1. MATERIAL 

4.1.1 Micro-organismos 

 

A bactéria Ensifer meliloti SEMIA 135 utilizada foi fornecida pelo Departamento 

de Diagnóstico e Pesquisa Agropecuária - DDPA da Secretaria de Agricultura, Pecuária 

e Irrigação - SEAP (Porto Alegre, RS, Brasil). 

 

4.1.2 Melaço de soja 

 

O melaço de soja disponível no laboratório foi cedido por CJ Selecta (Araguari, 

MG, Brasil). O melaço de soja foi mantido armazenado sob refrigeração e foi previamente 

caracterizado (carboidratos 65%, lipídios 13%, proteínas 8% e cinzas 14%), de acordo 

com Oliveira, Michelon e Burkert (2020). 

 

4.2 MÉTODOS 

 

O fluxograma abaixo apresenta as etapas de obtenção das SPE, desde a 

manutenção da cultura microbiana até a secagem do bioproduto. 
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Figura 4 – Fluxograma das etapas executadas na produção das SPE 
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4.2.1 Manutenção da cultura bacteriana 

 
A partir da cultura mantida refrigerada a 8 ºC, foram realizados repiques 

sucessivos, sendo utilizado o meio YMA (Yeast Manitol), com a seguinte composição 

(g/L): 10 manitol; 0,5 K2HPO4; 0,2 MgSO4.7H2O; 0,1 NaCl; 0,4 extrato de levedura; 15 

ágar. A bactéria foi incubada em estufa bacteriológica (Quimis QE316M2, Brasil) a 30 

°C por 48 h. A linhagem foi mantida refrigerada (8ºC), sendo realizados repiques 

trimestrais. 

  

4.2.2 Preparo do inóculo 

 

O preparo do inóculo foi realizado de acordo com o método descrito por Staudt, 

Wolfe e Shrout (2012). Um tubo contendo a cultura microbiana reativada em ágar YMA 

(30 ºC por 48 h) foi raspado com 10 mL de água peptonada 0,1% (m/v) a fim de resultar 

em uma suspensão de células. Posteriormente, a suspensão foi transferida para um frasco 

Erlenmeyer de 500 mL contendo 90 mL de caldo YMA com a seguinte composição (g/L): 

10 manitol; 0,1 K2HPO4; 0,4 KH2PO4; 0,2 MgSO4⋅7H2O; 0,1 NaCl; 0,4 extrato de 

levedura. Por fim, o frasco foi disposto em uma incubadora com agitação orbital (Tecnal 

TE - 420, Brasil) a 30 ºC e 200 rpm até atingir uma densidade ótica (DO) de 0,8 a 600 

nm. 

 

4.2.3 Cultivos em frascos agitados 

 

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 90 mL 

do meio com a seguinte composição (g/L): 10 melaço de soja; 0,1 K2HPO4; 0,4 KH2PO4; 

0,2 MgSO4⋅7H2O; 0,1 NaCl; 0,4 extrato de levedura; 0,12 MnCl2⋅7H2O; 0,15 

CaCl2⋅2H2O; pH ajustado em 7,0. Os frascos foram dispostos em incubadora com 

agitação orbital a 30 ºC, 200 rpm por 96 h, com a adição de 10% (v/v) de inóculo 

(OLIVEIRA; MICHELON; BURKERT, 2020). 

Os cultivos foram conduzidos sem e com iluminação. No caso dos cultivos com 

iluminação, utilizou-se lâmpadas de diodos emissores de luz (LED) de cor azul, a uma 

distância de aproximadamente 50 cm dos frascos Erlenmeyer, durante as primeiras 24 h 

de cultivo (intensidade de 50 μmol/m2s), seguido por um período de 72 h sem incidência 
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de qualquer tipo de iluminação (OLIVEIRA, 2021). O cultivo controle foi realizado sem 

a incidência de qualquer tipo de iluminação. 

 

4.2.4 Recuperação das SPE 

 

A recuperação das SPE obtidas no final do cultivo foi realizada por centrifugação 

(Eppendorf 5804-R, Alemanha) a 13.000 x g por 30 min a 4 ºC a fim de separar a 

biomassa microbiana do sobrenadante, segundo Ribeiro (2015) com modificações. 

Posteriormente, foi realizado o estudo da precipitação das SPE a partir do sobrenadante 

livre de células pela adição de solventes orgânicos distintos em diferentes proporções 

sobrenadante:solvente (v:v): etanol 96 ºGL (1:1, 1:3 e 1:5) e isopropanol (1:1, 1:3 e 1:5) 

em banho termostatizado sob temperatura de refrigeração (10 ºC) ou temperatura 

ambiente (25 ºC). Posteriormente, as amostras ficaram em repouso por 24 h na respectiva 

temperatura. Por fim, a concentração da SPE foi determinada por gravimetria, sendo o 

precipitado recuperado e seco em estufa a vácuo a 30 °C até massa constante. Os ensaios 

foram realizados em triplicata. O percentual de recuperação de SPE foi expresso 

conforme a Equação 1. 

 

 

(1) 

 

Sendo Rec (%), o percentual de recuperação de SPE; mprec, a massa de SPE 

recuperada na condição testada de precipitação; e mref é a massa média recuperada na 

condição de referência de precipitação (etanol 1:3 a 10 °C). 

 

4.2.5 Caracterização Parcial das Substâncias Poliméricas Extracelulares 

 

A caracterização das SPE produzidas por E. meliloti SEMIA 135 foi realizada na 

amostra obtida com o cultivo controle (sem iluminação) e na amostra obtida com o cultivo 

com iluminação na cor azul, sendo utilizado o método de precipitação estabelecido na 

etapa anterior. Nestas amostras, foram avaliadas a composição elementar (CHN), a 
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presença de grupos funcionais por espectroscopia de infravermelho e a atividade 

antioxidante. 

 

4.2.5.1 Análise elementar de carbono, nitrogênio e hidrogênio 

 

As amostras de SPE foram analisadas em analisador elementar (Perkin Elmer 

2400 series II, EUA), através da combustão das amostras em atmosfera de oxigênio puro, 

sendo os gases de saída quantificados em detector TCD (detector de condutividade 

térmica). 

 

4.2.5.2 Espectroscopia de infravermelho (FT-IR) 

 

Os grupos funcionais presentes nas SPE foram identificados por um 

espectrofotômetro de infravermelho (Shimadzu IR Prestige-21, Japão). As amostras 

foram analisadas sob a forma de pastilhas de KBr (200 mg de KBr e 2 mg de SPE). Os 

espectros foram obtidos com 70 scans e resolução de 2,0 cm-1 na faixa de 145-4000 cm-

1. 

 

4.2.6 Atividade antioxidante 

 

Na determinação da atividade antioxidante pelos diferentes métodos propostos, as 

amostras de SPE analisadas foram preparadas de acordo com as normas recomendadas, 

sendo previamente rotuladas e acondicionadas em frascos âmbar na ausência de luz. 

 

4.2.6.1 Sequestro do radical DPPH• 

 

Para a determinação da atividade antioxidante utilizou-se o método DPPH•, 

descrito por Yang, Zheng e Cao (2009), sendo inicialmente adicionados 5 mL da solução 

etanólica de DPPH• (120 µg/L) em um tubo de ensaio contendo 1 mL da SPE de E.  

meliloti SEMIA 135 em diferentes concentrações de SPE (1, 2, 3 e 4 mg/mL). A 

absorbância das amostras foi determinada em espectrofotômetro a 517 nm e expressa a 

porcentagem de sequestro do radical DPPH•, com base na Equação 2. Foram testados os 

tempos 0, 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 e 120 min até a estabilização da leitura, sendo o 
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tempo de 90 min escolhido para a análise estatística dos dados. Os experimentos foram 

feitos em triplicata. 

 

 

(2) 

Onde: 

A sistema é a absorbância inicial da solução etanólica de DPPH• na ausência da 

amostra; 

A mistura reacional é a absorbância da mistura reacional contendo o radical DPPH• e as 

SPE de E. meliloti SEMIA 135. 

 

4.2.6.2 Sequestro do radical ABTS• 

 

A atividade antioxidante foi determinada pelo método do radical ABTS•, segundo 

o método descrito por Re et al. (1999). Em um tubo de ensaio foram adicionados 5 mL 

de uma solução 7 mM de ABTS• e 88 µL de uma solução 2,45 mM de persulfato de 

potássio (K2S2O8). A mistura permaneceu em repouso, em temperatura ambiente e sem a 

presença de luz durante 16 h, a fim de gerar o radical cromóforo ABTS•. Posteriormente, 

1 mL desta mistura foi diluído em etanol até se obter uma solução com absorbância de 

1,00 ± 0,05, a 734 nm. Em um ambiente escuro foram transferidas várias concentrações 

de suspensão das SPE de E. meliloti SEMIA 135 (1, 2, 3 e 4 mg/mL) em tubos de ensaio 

contendo 50 µL do radical ABTS•. Por fim, a leitura da absorbância foi determinada após 

6 min de reação em espectrofotômetro a 734 nm, utilizando a Equação 3 para o cálculo 

da atividade antioxidante, expressa como porcentagem de sequestro do radical ABTS•. 

As leituras foram feitas até 6 min, sendo os dados obtidos neste tempo utilizados para a 

análise estatística. Os experimentos foram realizados em triplicata.  

 

 

(3) 
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             Onde: 

A sistema é a absorbância inicial da solução etanólica de ABTS• na ausência da 

amostra;  

A mistura reacional é a absorbância da mistura reacional contendo o radical ABTS• e as 

SPE de E. meliloti SEMIA 135. 

 

4.3.6.3 Poder redutor 

 

A atividade antioxidante foi avaliada a partir do método do poder redutor descrito 

por Yen e Chen (1995), baseado na redução do ferricianeto (Fe3+) a ferrocianeto (Fe2+). 

Alíquotas de 1 mL da amostra em diferentes concentrações de SPE (1, 2, 3 e 4 mg/mL) 

foram misturadas a 2,5 mL de tampão fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 2,5 mL de K3[Fe(CN)6] a 

1% (m/v). Posteriormente, a mistura foi incubada a 50 ºC durante 20 min e logo após 

resfriamento foram adicionados 2,5 mL de ácido tricloroacético a 10% (m/v), com 

posterior agitação. Na sequência, alíquotas de 2,5 mL da mistura foram transferidas para 

um tubo de ensaio, ao qual foram adicionados 2,5 mL de água destilada e 0,5 mL de FeCl3 

a 0,1% (m/v). Por fim, a leitura da absorbância foi realizada a 700 nm. Os experimentos 

foram feitos em triplicata. O resultado obtido foi expresso como percentual de poder 

redutor em relação ao determinado para o ácido ascórbico. 

 

4.2.7 Análise Estatística 

 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata (n = 3), utilizando análise 

de variância (ANOVA) seguida de teste de Tukey para verificar diferenças significativas 

a um nível de confiança de 95 % (p≤0,05). Para avaliar a significância estatística entre 

dois tratamentos, foi aplicado o teste t (p≤0,05). O software utilizado para as análises 

estatísticas foi R 3.4.4 (R Foundation for Statistical Computing, Áustria). 
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Na Tabela 2 são apresentados os rendimentos obtidos na recuperação das SPE (%) 

de E. meliloti SEMIA 135 utilizando o solvente etanol, para diferentes proporções 

sobrenadante:solvente e temperaturas. 

Tabela 2 – Recuperação de SPE (%)* produzidas no cultivo controle utilizando etanol 

como solvente em diferentes condições 

Proporção 

sobrenadante:solvente 

10 oC 25 oC 

1:5 127,73±14,35a,A 108,57±5,78a,A 

1:3 100,00±2,00b,B 109,91±5,31a,A 

1:1 7,92±0,14c,B 33,57±3,18b,A 

Valores médios ± desvio padrão (n=3).  
Letras maiúsculas iguais na mesma linha representam que não há diferença significativa entre temperaturas 
a 95% de confiança (Teste t); letras minúsculas iguais na mesma coluna representam que não há diferença 
significativa entre proporções de sobrenadante:solvente a 95% de confiança (teste Tukey). 
* 100% de recuperação corresponde ao método de precipitação de referência (etanol 1:3 a 10 °C). 
 

De acordo com a Tabela 2, pode-se perceber que as SPE recuperadas na proporção 

1:5 não apresentaram diferença significativa (p>0,05) entre as duas temperaturas 

estudadas, sendo 127,73% e 108,57% para as temperaturas 10 °C e 25 °C, 

respectivamente. Por outro lado, para a proporção 1:3 houve um aumento significativo 

(p<0,05) na recuperação a 25ºC (109,21%) quando comparado à condição controle a 10 

°C. Na proporção 1:1 observou-se também que houve diferença significativa (p<0,05), 

sendo os valores de recuperação significativamente menores quando comparados às 

demais condições testadas, indicando não ser possível reduzir o volume de solvente para 

reduzir custos. Por outro lado, nas proporções de 1:3 e 1:5, foi possível atingir uma 

recuperação de EPS igual ou superior utilizando uma temperatura superior, próxima à 

temperatura ambiente, evitando gastos com sistemas de refrigeração. 

Quando é avaliada a recuperação de SPE na temperatura de 10 °C, observa-se que 

as diferentes proporções de sobrenadante:solvente testadas diferiram significativamente 

entre si (p<0,05), com os melhores resultados para a proporção de 1:5, ou seja, indicando 

que um aumento do volume de solvente aumentou a recuperação das SPE. Por outro lado, 

para a temperatura de 25 °C, as proporções 1:5 e 1:3 não diferiram significativamente 

(p>0,05), mas estas foram significativamente diferentes da proporção 1:1 (p<0,05). 

A Tabela 3 apresenta os dados relativos à recuperação de SPE utilizando 

isopropanol como solvente, em diferentes proporções sobrenadante:solvente e 

temperatura. 
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Tabela 3 – Recuperação de SPE (%)* produzidas no cultivo controle utilizando 

isopropanol como solvente 

Proporção 

sobrenadante:solvente 

10 oC 25 oC 

1:5 92,92±1,44a,B 122,06±0,85a,A 

1:3 95,48±0,81a,B 126,23±10,37a,A 

1:1 24,45±2,23b,B 32,83±0,73b,A 

Valores médios ± desvio padrão (n=3).  
Letras maiúsculas iguais na mesma linha representam que não há diferença significativa entre temperaturas 
a 95% de confiança (Teste t); letras minúsculas iguais na mesma coluna representam que não há diferença 
significativa entre proporções de sobrenadante:solvente a 95% de confiança (Teste Tukey). 
* 100% de recuperação corresponde ao método de precipitação de referência (etanol 1:3 a 10oC). 

 

De acordo com a Tabela 3, na proporção de 1:5 houve diferença significativa 

(p<0,05) entre as temperaturas de 10 °C e 25 °C, sendo este mesmo comportamento 

observado nas proporções 1:3 e 1:1, indicando que a temperatura de 25 oC resultou em 

maior recuperação das SPE, o que pode ser uma vantagem operacional, conciliando um 

aumento da recuperação com menor gasto energético. O resultado é similar ao observado 

quando se utilizou etanol (Tabela 2). Em relação à recuperação das SPE a 10 °C, 

observou-se que as proporções de 1:5 e 1:3 não diferiram significativamente entre si 

(p>0,05), havendo uma recuperação de 92,92% e 95,48%, respectivamente, ou seja, não 

houve impacto na recuperação com o aumento do volume de solvente. Por outro lado, 

houve diferença significativa (p<0,05) a 10 °C na proporção 1:1, indicando que essa 

redução no volume de solvente afeta negativamente a recuperação, fato também 

observado quando o etanol foi usado como solvente. Na temperatura de 25 °C, não houve 

diferença significativa entre as proporções 1:5 e 1:3 (p>0,05), porém estas diferiram 

significativamente (p<0,05) da proporção 1:1, mesmo comportamento observado na 

temperatura de 10 oC.  

Liu et al (2016) avaliaram a utilização de diferentes solventes na recuperação de 

EPS oriundos das sementes de Gleditsia sinensis e Gleditsia microphylla, difundidas na 

China. Segundo os autores, a recuperação da goma de G. sinensis (GSG) e G. microphylla 

(GMG) em etanol foi de 81,7% e 82,5%, respectivamente, enquanto em isopropanol foi 

de 81,3% e 82,9%. Conforme o estudo de precipitação da goma, a quantidade de 

isopropanol deve ser menor que a do etanol devido à menor constante dielétrica do 

isopropanol, resultando em um precipitado mais compacto do que o encontrado no etanol. 
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(20 vs. 25 para o etanol). A constante dielétrica de um solvente está intimamente 

relacionada à sua capacidade de aumentar as forças atrativas entre as moléculas do soluto 

que eventualmente provocam a precipitação (GONZALES et al., 1990). 

Analisando as Tabelas 2 e 3, observa-se que alguns ensaios se destacaram em 

termos de recuperação de SPE em relação ao método de precipitação de referência, 

resultando em incremento na recuperação (valores superiores a 100%). Desta forma, estes 

foram selecionados para fins de comparação, conforme mostrado na Tabela 4.  

 

Tabela 4 – Recuperação de SPE (%)* produzidas no cultivo controle utilizando 

isopropanol ou etanol como solvente 

Solvente Proporção 

sobrenadante:solvente 

Temperatura  

(oC) 

Recuperação  

(%) 

Etanol 1:5 10 127,73±14,35a 

Etanol 1:5 25 108,57±5,78a,b 

Etanol 1:3 10 100,00±2,00b 

Etanol 1:3 25 109,91±5,31a,b 

Isopropanol 1:5 25 122,06±0,85a 

Isopropanol 1:3 25 126,23±10,37a 

Valores médios ± desvio padrão (n=3).  
Letras minúsculas iguais na mesma coluna representam que não há diferença significativa entre os ensaios 
a 95% de confiança (teste Tukey).  
* 100% de recuperação corresponde ao método de precipitação de referência (etanol 1:3 a 10 oC). 
 

Na Tabela 4, é importante notar que todas as condições testadas diferentes da 

condição de referência (etanol 1:3 a 10 ºC), não diferiram significativamente entre si 

(p>0,05). Desta forma, as condições selecionadas para serem testadas na recuperação de 

SPE obtidas no cultivo com LED na cor azul foram etanol e isopropanol na proporção de 

1:3 (sobrenadante:solvente) a 25 °C, considerando que a redução da temperatura e o 

aumento do volume de solvente adicionado não incrementaram a recuperação, condições 

estas que também representam um menor custo por não ser necessária a refrigeração e 

um volume adicional de solvente. A Tabela 5 mostra os resultados obtidos na recuperação 

de SPE obtidas no cultivo com LED azul. 
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Tabela 5 – Recuperação de SPE (%)* produzidas em cultivo com iluminação (LED 

azul) a 25°C na proporção sobrenadante:solvente: 1:3 

Solvente Recuperação (%) 

Etanol 163,50±0,80B 

Isopropanol 170±0,64A 

Temperatura: 25 °C; proporção sobrenadante:solvente: 1:3. 
Valores médios ± desvio padrão (n=3).  
Letras maiúsculas iguais na mesma coluna representam que não há diferença significativa entre os solventes 
a 95% de confiança (teste t). 
* 100% de recuperação corresponde ao método de precipitação de referência (etanol 1:3 sob refrigeração) 
no cultivo controle.  

 

De acordo com a Tabela 5, houve diferença significativa (p<0,05) entre os 

solventes na recuperação das SPE obtidas no cultivo com LED, mantendo a mesma 

temperatura (25 oC) e proporção sobrenadante solvente (1:3). O solvente isopropanol foi 

o que resultou em uma maior recuperação frente ao controle (etanol 1:3 sob refrigeração). 

No entanto, por questões econômicas o etanol é mais viável, considerando que o 

incremento com a mudança de solvente não foi muito elevado. Desta forma, adotou-se na 

continuidade do estudo, a recuperação das SPE utilizando a precipitação por adição de 

etanol na proporção sobrenadante:solvente de 1:3 e temperatura de 25 oC. 

 

5.2 CARACTERIZAÇÃO DAS SUBSTÂNCIAS POLIMÉRICAS 

EXTRACELULARES 

5.2.1 Análise de CHN 

 

 A Tabela 6 mostra a composição elementar, em termos de teores de carbono, 

nitrogênio e hidrogênio, das amostras de SPE recuperadas nas condições estabelecidas na 

etapa anterior, tanto para o cultivo sem iluminação quanto para o cultivo com iluminação 

(LED azul nas primeiras 24 h de cultivo). 
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Tabela 6 - Teores de C, N e H nas amostras de SPE produzidas em diferentes condições 

de cultivo 

Cultivo C (% m/m) N (% m/m) H (% m/m) 

Sem iluminação 24,77±0,11a 0,80±0,01a 4,10±0,04b 

Com iluminação* 24,25±0,18b 0,64±0,03b 4,52±0,01a 

Valores médios (n=2). 
* Iluminação com LED azul nas primeiras 24 h de cultivo (intensidade de 50 μmol/m2s). 
 

Observa-se na Tabela 6 que as variações observadas foram pequenas comparando-

se os dois modos de cultivo, mas houve diferença significativa frente aos teores de C, N 

e H (p<0,05). A composição em nitrogênio pode estar relacionada à presença de proteínas, 

pois também podem ser precipitadas por solventes orgânicos. A presença de grupos 

característicos de proteínas pode ser observada na análise de espectroscopia no 

infravermelho, em que se observou picos em cerca de 3365 cm-1 e formatos de banda 

característicos de proteínas (OSIRO; FRANCO; COLNAGO, 2011). 

Santos (2022) obtiveram uma composição de C, N e H de 37,36%, 1,81% e 6,81%, 

respectivamente, para um EPS produzido com melaço de soja (30 g/L) como fonte de 

carbono em biorreator de bancada. Estes resultados mostraram teores superiores ao 

encontrado no presente estudo, uma vez que as condições de produção e recuperação do 

SPE foram distintas.  

Silva (2020) avaliou a composição de CHN de celulose bacteriana produzida a 

partir do melaço da cana-de-açúcar, sintetizada pela bactéria Zoogloea sp. A análise 

elementar foi realizada em duplicata (S1 e S2) e indicou que este biomaterial possui 

carbono (S1 42,94%; S2 43,43%), hidrogênio (S1 6,73%; S2 6,76%) e nitrogênio (S1 

0,28%; S2 0,23%). 

 

5.2.2 Espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR) 

 

Os espectros de absorção do FTIR-ATR das amostras de SPE produzidas no 

cultivo sem iluminação e para a amostra cultivada sob a influência de luz azul são 

apresentados na Figura 7. Pela análise dos espectros é possível verificar a similaridade 

entre ambas SPE produzidas, sendo observada a presença de grupos funcionais 

característicos de EPS de rizóbios nas duas amostras. 
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Figura 7 – Espectro de absorção no infravermelho para as amostras de SPE obtidas nos 

cultivos sem e com iluminação  
 

 
 

Conforme a Figura 7, as bandas detectadas entre 3417-3422 cm-1 (1) estão 

associadas a grupos hidroxila (OH) e a absorção de água, apresentando uma banda 

alongada, ampla e intensa (ANDHARE et al., 2017; CARRIÓN; DELGADO; 

MERCADE, 2015; OLIVEIRA; AMARAL; BURKERT, 2018). 

O pico em 3365 cm-1 (1) e o formato da banda em 3390 cm-1, com a presença de 

dois picos finos nesta região, indica a sobreposição dos alongamentos de O-H e N-H, 

onde a última pode ser referente à possível presença de proteínas (OSIRO; FRANCO; 

COLNAGO, 2011). 

A banda 2 apresentada perto de 2925 cm-1 pode estar relacionada a vibrações de 

estiramento C−H dos grupos CH2 e CH3 (ANDHARE et al., 2017; CARRIÓN; 

DELGADO; MERCADE, 2015). A faixa de absorção entre 2500 e 2000 cm-1 (banda 3) 

está relacionada as ligações C−H (ROESLER., 2021). 
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Já a vibração reportada perto de 1735 cm-1 (4) pode estar relacionada à vibração 

de estiramento C=O de ésteres relacionados a grupos acetil (ANDHARE et al., 2017), 

piruvato ou acetato (CASTELLANE et al., 2015). A banda em 1650 cm-1 (5) corresponde 

à presença de ácidos carboxílicos (CASTELLANE et al., 2015; ROESLER, 2021). 

O pico de adsorção entre 1420-1653 cm-1 (6) é característico de estiramentos de 

carboxilatos (−COO-) presentes em resíduos ácidos como succinato e acetato 

(ANDHARE et al., 2017; CASTELLANE et al., 2017; OLIVEIRA; AMARAL; 

BURKERT, 2018). O pico em 1350 cm-1 (7) está ligado à presença de íons carboxilato. 

Sinais entre 1251-1255 cm-1 (8) podem corresponder a grupos acetil (PRIYANKA et al., 

2015). 

Os picos detectados entre 1035-1153 cm-1 (9) podem estar associados à presença 

de vibrações de estiramento C−O a grupos CH3−C=O, bem como C−O e C−C de 

carboidratos (ANDHARE et al., 2017; CARRIÓN; DELGADO; MERCADE, 2015), 

assim como indicam a presença de ácidos urônicos (DEEPIKA et al., 2016). 

Os espectros de FT-IR para ambas as amostras demonstram numerosas bandas 

dentro das faixas de 4000-800 cm-1. O espectro das SPE produzidas pela bactéria E. 

meliloti SEMIA 135 apresenta picos nas regiões de 897-931 cm-1, indicando a 

predominância de configurações do tipo β nas ligações glicosídicas (10) (OLIVEIRA; 

AMARAL; BURKERT, 2018; PRIYANKA et al., 2015). 

 

5.2.3 Atividade antioxidante 

5.2.3.1 Sequestro do radical DPPH•  

 

O sequestro do radical DPPH• é um método colorimétrico que se baseia na 

mudança da coloração roxa do radical oxidante para cor amarela, quando a substância 

avaliada reduz a capacidade oxidante do radical.  A mudança da coloração é devida ao 

fato do radical DPPH• possuir um único elétron que absorve a 515 nm, ou seja, quando 

este elétron se torna pareado na presença de moléculas sequestradoras de radicais livres, 

a coloração desaparece, sendo esta descoloração resultado da quantidade de elétrons 

pareado na reação (CHOI et al., 2002). 

A Figura 8 mostra no tubo à esquerda a coloração roxa do radical DPPH• com o 

seu elétron desemparelhado, seguido dos demais tubos ao qual a reação já havia 

acontecido na presença das suspensões testadas contendo SPE de E. meliloti SEMIA 135. 
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Figura 8 – Imagem ilustrativa referente ao ensaio de atividade antioxidante das 

suspensões de SPE de E. meliloti SEMIA 135 baseada no sequestro do radical DPPH• 
 

 
(A)Tubo a esquerda apresenta coloração roxa do radical DPPH• com o seu elétron desemparelhado; 

demais tubos (B, C e D) apresentam a coloração obtida com suspensões de SPE de E. meliloti SEMIA 

135. 

 

A Tabela 7 apresenta os dados obtidos na avaliação da atividade antioxidante das 

suspensões de SPE frente ao radical DPPH•. De acordo com os resultados, os valores de 

atividade antioxidante foram significativamente diferentes (p<0,05) entre todas as 

concentrações testadas, tanto no cultivo sem LED quanto no cultivo com LED, indicando 

que o aumento da concentração de SPE incrementa a atividade antioxidante, 

comportamento este observado por diversos autores que estudaram EPS microbianos 

(TRABELSI et al., 2017; NEHALA et al., 2019; BOMFIM et al., 2020). No entanto, este 

comportamento não foi observado para o ácido ascórbico usado como padrão, não 

havendo diferenças significativas (p>0,05) entre as concentrações estudadas. 

Por outro lado, ao comparar-se as SPE obtidas em diferentes modos de cultivo, 

em todas as concentrações testadas houve diferenças significativas (p<0,05), com as SPE 

obtidas no cultivo com LED apresentando maiores valores de atividade antioxidante em 

relação ao cultivo sem iluminação. Além disso, ambas SPE diferiram significativamente 

(p<0,05) do ácido ascórbico, apresentando valores inferiores. Entretanto, na concentração 

de 4 mg/mL, as diferenças caíram para 6,29% (com LED) e 6,14% (sem LED) em 
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comparação ao ácido ascórbico, indicando a potencialidade do uso das SPE como 

biomoléculas com atividade antioxidante, com valores de, respectivamente, 80,32% e 

80,47%. 

 

Tabela 7 – Atividade antioxidante (%) das suspensões de SPE de E. meliloti SEMIA 

135 pelo método do sequestro do radical DPPH•  

Concentração  Atividade Antioxidante (%) Padrão ácido 

ascórbico 

   Cultivo sem LED      Cultivo com LED  

1 mg/mL 56,82dC ±0,12 65,79dB±0,01 86,69aA±0,00 

2 mg/mL 63,32cC±0,09 68,92cB±0,02 86,29bA±0,01 

3 mg/mL 74,18bC±0,02 76,36bB±0,00 86,29aA±0,00 

4 mg/mL 80,47aB±0,02 80,32aB±0,03 86,61aA±0,01 

Valores médios ± desvio padrão (n=3).  
Letras minúsculas iguais na mesma coluna representam que não há diferença significativa nas atividades 
antioxidantes em diferentes concentrações de SPE a 95% de confiança (teste Tukey); letras maiúsculas 
iguais na mesma linha representam que não há diferença significativa entre as suspensões e o padrão ácido 
ascórbico a 95% de confiança (teste Tukey). 

 

Segundo a literatura, a atividade antioxidante de polissacarídeos pode-se dar 

devida à presença de grupos hidroxilas e grupos funcionais, que podem doar elétrons 

reduzindo os radicais livres a uma forma mais estável (MOHAMED et al., 2018). A ação 

antioxidante de polissacarídeos pode também estar relacionada à massa molar, teor de 

sulfato e posição de grupos sulfatos e resíduos de glicoproteínas de polissacarídeos 

(WANG et al., 2018). 

A alta atividade antioxidante observada no presente estudo também pode estar 

relacionada à presença de ácidos urônicos conforme indicado pela FTIR-ATR. Segundo 

Xu et al. (2012), a presença de ácidos urônicos contribui com a elevação de cargas 

negativas no polissacarídeo, bem como na efetivação da ação sequestrante de radicais 

livres pela ativação de átomos de hidrogênio, sendo um importante indicador da atividade 

antioxidante de EPS. Supõe-se que a presença de grupos eletrofílicos como ceto ou 

aldeído em polissacarídeos ácidos facilita a liberação de hidrogênio da ligação OH. 

Grupos acetil e hidroxilas também influenciam a atividade antioxidante de EPS, atuando 

na eliminação do radical DPPH• através da ativação do hidrogênio do carbono anomérico 

do açúcar.  
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Outro fator que influencia a atividade antioxidante dos biopolímeros de origem 

natural é a presença de polissacarídeos conjugados, visto que possuem em sua 

composição outros componentes, como aminoácidos, proteínas, lipídios e resíduos de 

ácidos nucléicos (CHEN et al., 2008). Vários estudos evidenciaram que a proteína ou 

fração peptídica no polissacarídeo é responsável por parte do efeito de eliminação de 

radicais (CHEN et al., 2008). 

Estudos demonstram que os extratos brutos de exopolissacarídeos exibiram 

atividade antioxidante superior frente aos exopolissacarídeos purificados, que 

demonstram atividade antioxidante baixa ou moderada (WU et al., 2014). Sendo assim, 

substâncias antioxidantes contidas no extrato bruto de polissacarídeo, como pigmentos, 

flavonas, peptídeos, proteínas e polifenóis, podem contribuir para a atividade 

antioxidante. 

Wei et al. (2010) purificaram um polissacarídeo ácido de Prunella vulgaris Linn., 

cuja capacidade de eliminação contra DPPH e radical hidroxila foi significativamente 

menor do que o polissacarídeo bruto, possivelmente atribuído a outros antioxidantes, 

como flavonas e pigmentos contidos nos extratos brutos de polissacarídeos. 

Maalej et al. (2014) relataram que o EPS produzido por Pseudomonas stutzeri 

AS22 465 demonstrou atividade antioxidante in vitro, pois segundo os autores a ação 

sequestrante do radical DPPH• é devido à presença de glicose e manose como 

componentes do EPS. Santos (2022) avaliou em seus estudos a atividade antioxidante de 

EPS produzidos a partir de Enterococcus sp. isolado de queijo coalho artesanal, nas 

concentrações de 0,2 mg/mL e 2 mg/mL. O EPS utilizado apresentou 16% de atividade 

antioxidante na concentração mínima e 27% na concentração máxima. O padrão ácido 

ascórbico exibiu atividade antioxidante acima de 85% nas concentrações estudadas (0,2 

e 2 mg/mL), resultado semelhante ao obtido no presente estudo frente ao padrão (ácido 

ascórbico), que foi de 89,14% (2 mg/mL). 

Trabelsi et al. (2017) avaliaram a atividade antioxidante de um EPS obtido a partir 

de uma cepa de Lactobacillus sp. Segundo os autores, o EPS obtido apresentou atividade 

antioxidante a partir da aplicação de quatro diferentes métodos: sequestro de DPPH•, 

poder redutor, branqueamento do β-caroteno e atividade de quelação de metais Para o 

ensaio do DPPH•, a capacidade antioxidante do EPS variou de 14% para uma 

concentração de 500 µg/mL, havendo um aumento para 95,76% a uma concentração de 

10 mg/mL, sendo o resultado dependente da concentração da amostra. Nehala et al. 

(2019), ao avaliarem a atividade antioxidante de um EPS produzido por Lactococcus 
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lactis F-mou LT898177.1, constataram que todas as concentrações testadas apresentaram 

atividade antioxidante. As atividades antioxidantes foram de 83%, 88%, 93% e 98% para 

as respectivas concentrações 1 mg/mL, 2 mg/mL, 3 mg/mL e 4 mg/mL. Bomfim et al. 

(2020) realizaram em seus estudos a avaliação da atividade antioxidante de EPS 

produzidos por L. plantarum CNPC003. Para os autores, a capacidade de eliminação dos 

radicais DPPH• e ABTS• aumentou com o incremento da concentração do EPS na faixa 

de 0 a 8 mg/mL.  

 

5.2.3.2 Sequestro do radical ABTS• 

 

A determinação da capacidade sequestrante do radical ABTS• baseia-se na 

habilidade dos antioxidantes em capturar este radical, causando o decréscimo de sua 

absorbância. O radical é obtido a partir de um precursor, o ácido 2,2’-azino-bis-

-3etilbenzotiazolina-6-sulfônico, composto cromóforo estável e solúvel em meios 

orgânicos e aquosos (TORRES et al., 2017). Desta forma, a atividade antioxidante das 

suspensões de SPE foi observada mediante a descoloração da solução de ABTS•, que 

passa de azul esverdeado para incolor, conforme ilustrado na Figura 9. 

De acordo com a Tabela 8, comparando as diferentes concentrações de SPE 

testadas, os valores de atividade antioxidante (radical ABTS•) foram significativamente 

diferentes (p <0,05), tanto no cultivo sem LED quanto no cultivo com LED, indicando 

que o aumento da concentração de SPE incrementa a atividade antioxidante, sendo este o 

mesmo comportamento observado nos ensaios baseados no sequestro do radical DPPH• 

(Tabela 7). Também da mesma forma que ocorreu com o radical DPPH•, este 

comportamento não foi observado para o ácido ascórbico usado como padrão nos ensaios 

com o radical ABTS•, não havendo diferenças significativas (p>0,05) entre as 

concentrações estudadas. 
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Figura 9 – Imagem ilustrativa referente ao ensaio de atividade antioxidante das 

suspensões de SPE de E. meliloti SEMIA 135 baseada no sequestro do radical ABTS•  

 

Tubo a esquerda apresenta coloração azul esverdeada do radical ABTS• com o seu elétron desemparelhado 
(A); demais tubos (B e C) apresentam a coloração obtida com suspensões de SPE de E. meliloti SEMIA 
135. 
 
 

Tabela 8 – Atividade antioxidante (%) das suspensões de SPE de E. meliloti SEMIA 

135 pelo método do sequestro do radical ABTS• 

 

Concentração  Atividade Antioxidante (%) 

 

Padrão ácido 

ascórbico 

   Cultivo sem LED        Cultivo com LED 

1 mg/mL 25,72dB ±0,00 13,99dC ±0,20 93,21aA ±0,01 

2 mg/mL 39,32cB ±0,04 25,72cC ± 0,17 93,28A±0,00 

3 mg/mL 50,05bB ±0,01 35,41bC ±0,14 93,21aA±0,02 

4 mg/mL 57,49aB ±0,20 54,21aC ±0,00 93,14aA±0,03 

Valores médios ± desvio padrão (n=3).  
Letras minúsculas iguais na mesma coluna representam que não há diferença significativa nas atividades 
antioxidantes em diferentes concentrações de SPE a 95% de confiança (teste Tukey); letras maiúsculas 
iguais na mesma linha representam que não há diferença significativa entre as suspensões e o padrão ácido 
ascórbico a 95% de confiança (teste Tukey). 
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Além disso, ao comparar-se as SPE obtidas em diferentes modos de cultivo, em 

todas as concentrações testadas houve diferenças significativas (p<0,05) em termos de 

atividade antioxidante sobre o radical ABTS•. Entretanto, diferente dos ensaios com o 

radical DPPH•, as SPE obtidas no cultivo sem iluminação apresentaram maiores valores 

de atividade antioxidante em relação ao cultivo com LED. Ambas SPE diferiram 

significativamente (p <0,05) do ácido ascórbico, apresentando valores inferiores ao 

padrão. E diferente dos ensaios com DPPH•, estes valores de atividade antioxidante sobre 

ABTS• foram bem inferiores aos observados com o ácido ascórbico, mesmo na maior 

concentração testada (4 mg/mL), com valores de 57,49% (cultivo sem LED) e 54,21% 

(cultivo com LED). Logo, as atividades de eliminação dos radicais ABTS• foram 

inferiores às dos radicais DPPH 

Considerando os espectros DE FTIR-ATR, é possível que a eliminação de radicais 

ABTS• com as SPE do presente estudo se dá devido à existência de grupos carbonila e 

ácidos urônicos e do átomo de hidrogênio no grupo hidroxila. Segundo a literatura, a 

capacidade de eliminação de radicais livres está relacionada à presença de grupos 

funcionais como C=O, –COOH, –O– e –OH em sua estrutura (SUN et al., 2015). 

Wang et al. (2018) estudaram a atividade antioxidante de EPS oriundos de 

Astragalus spp. com diferentes massas molares. O polissacarídeo de Astragalus spp. 

(APS0) original apresentou massa molar de 11,03 kDa, enquanto os demais 

polissacarídeos possuíam massas molares de 8,38 (APS1), 4,72 (APS2) e 2,60 kDa 

(APS3), respectivamente. Os quatro tipos de EPS apresentaram diferentes efeitos de 

eliminação do radical ABTS•, demonstrando uma relação dose-dependente frente à massa 

molar dos EPS. Na concentração de 2,5 mg/mL, as taxas de eliminação de APS0, APS1, 

APS2 e APS3 foram 88,8%, 93,5%, 95% e 83,2%, respectivamente, o que indicou que 

APS2 com massa molar intermediária teve a maior atividade antioxidante. 

De acordo com a literatura, massa molar, volume molecular, viscosidade e 

solubilidade afetam a atividade biológica dos EPS. Os EPS de elevada massa molar 

apresentam estrutura química mais compacta com ligações de hidrogênio mais fortes, o 

que resulta em uma menor exposição de grupamentos ativos (WANG et al., 2016). Zhu 

et al. (2022) avaliaram a capacidade antioxidante de um EPS produzido por L. curvatus 

SJTUF 62116 do peixe Gymnocypris przewalskii. Segundo os autores, a atividade 

antioxidante do EPS na concentração de 5,0 mg/mL contra DPPH• e ABTS• foi de 84,50% 

e 92,53%, respectivamente.  
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Xing et al. (2005) relataram em seus estudos que o efeito de eliminação contra o 

radical superóxido de quitosana de baixa massa molar (9 kDa) foi mais potente do que a 

de baixa massa molar (760 kDa). Tal resultado pode estar relacionado às características 

da estrutura da quitosana, que possui dois grupos hidrogênio e um grupo amino em cada 

unidade monomérica. Segundo os autores, a quitosana de alta massa molar tem uma 

estrutura mais compacta, resultando em ligação de hidrogênio intramolecular mais forte, 

tornando os grupos de hidrogênio e amino restritos. 

 

5.2.3.3 Poder redutor 

 
O ensaio do poder redutor baseia-se na capacidade da amostra em estudo em doar 

elétrons para o íon ferricianeto, reduzindo-o a ferrocianeto que, na presença do íon férrico, 

forma o azul da Prússia (LUNA, 2016), conforme a Figura 10. 

 

Figura 10 – Imagem ilustrativa referente ao ensaio de atividade antioxidante de 

suspensões contendo SPE de E. meliloti SEMIA 135 baseada no poder redutor sobre 

íons ferricianeto 

 

 
(A) Íon ferricianeto na sua forma instável; (B) no tubo à esquerda, redução a ferrocianeto na presença de 
ácido ascórbico; demais tubos apresentam a coloração obtida com suspensões de SPE de E. meliloti SEMIA 
135. 
 

Grupos funcionais como sulfato, acetil, carboxila, hidroxila, carbonila, sulfidrila 

e tioéter presentes em moléculas de EPS podem atuar facilitando o processo de ligação 
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ao metal, por intermédio da formação de complexos de transferência de carga com 

aceptores de elétrons; inativando as moléculas altamente reativas através do mecanismo 

de transferência de um único elétron (CIRILLO; IEMMA, 2012). Desta forma, certos 

EPS microbianos doadores de elétrons conseguem converter a forma oxidada de ferro 

(Fe+3), cloreto férrico, em ferroso (Fe+2) devido suas características estruturais que atuam 

na conversão dos radicais livres em produtos estáveis, cessando a ação destas moléculas 

no meio celular (CRILLO; IEMMA, 2012). 

A Tabela 9 mostra os dados obtidos relativos à atividade antioxidante das 

suspensões de SPE de E. meliloti SEMIA 135 em termos de poder redutor. É possível 

observar que houve diferenças significativas (p<0,05) entre as SPE obtidas no cultivo sem 

iluminação e no cultivo com iluminação, sendo que para todas as concentrações testadas 

os valores obtidos foram superiores para as SPE do cultivo sem iluminação.  

Por outro lado, ambas diferiram do padrão (ácido ascórbico), com resultados bem 

inferiores a este. Já com o aumento da concentração das SPE, para ambos os cultivos 

houve aumento nos valores de atividade antioxidante, com diferenças significativas 

(p<0,05) entre as concentrações testadas, com incremento de 13,88% (1 mg/mL) para 

33,55% (4 mg/mL) para SPE obtidas no cultivo sem iluminação; e de 12,07% (1 mg/mL) 

para 28,33% (4 mg/mL) para SPE oriundas do cultivo com iluminação. Entretanto, 

mesmo na concentração de 4 mg/mL em que os melhores resultados foram encontrados, 

a atividade antioxidante foi inferior à reportada para o ácido ascórbico.  

 

Tabela 9 – Atividade antioxidante (%) das suspensões de SPE de Ensifer meliloti 

SEMIA 135 pelo método do poder redutor 

Concentração  Atividade Antioxidante (%) 

 

Padrão ácido 

ascórbico 

   Cultivo sem LED       Cultivo com LED 

1 mg/mL 13,88dA±0,08 12,07dB±0,02 100% 

2 mg/mL 17,60cA±0,06 15,55cB±0,10 100% 

3 mg/mL 26,02bA±0,18 23,86bB±0,35 100% 

4 mg/mL 33,55aA±0,19 28,33aB±0,25 100% 

Valores médios ± desvio padrão (n=3).  
Letras minúsculas iguais na mesma coluna representam que não há diferença significativa nas atividades 
antioxidantes em diferentes concentrações de SPE a 95% de confiança (teste Tukey); letras maiúsculas 
iguais na mesma linha representam que não há diferença significativa entre as suspensões e o padrão ácido 
ascórbico a 95% de confiança (teste Tukey). 
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Gonçalves (2014) avaliou a atividade antioxidante de EPS bacteriano extraído de 

Gluconacetobacter diazotrophicus pelo método do poder redutor. Os dados obtidos foram 

expressos tendo como padrão o percentual de atividade antioxidante para o ácido 

ascórbico na concentração de 0,2 mg/mL. A maior atividade antioxidante foi de 21% para 

uma concentração 200 mg/mL de EPS. Prathyusha et al. (2018) avaliaram a atividade 

antioxidante de um EPS extraído de fungos filamentosos de mangue (Fusarium 

equiseti ANP2) pelo método do poder redutor em diferentes concentrações. Como padrão 

também utilizaram ácido ascórbico nas concentrações de 0,5 a 3 mg/mL. O extrato na 

concentração de 3 mg/mL apresentou atividade antioxidante de 45%, valor próximo ao 

encontrado no presente estudo (30,06% na concentração 4 mg/mL na suspensão de SPE 

obtida no cultivo sem iluminação). 
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6 CONCLUSÃO 

 
Neste estudo, SPE produzidas por E. meliloti SEMIA 135 em cultivo sem 

iluminação foram recuperadas por precipitação, testando-se diferentes agentes de 

precipitação (etanol e isopropanol), proporções de sobrenadante:solvente (1:1, 1:3 e 1:5) 

e temperatura (10 ºC e 25 ºC). A redução da temperatura e o aumento do volume de 

solvente adicionado não incrementaram a recuperação, condições estas que também 

representam um maior custo por ser necessária a refrigeração e um volume adicional de 

solvente. Desta forma, etanol e isopropanol se mostraram igualmente promissores, na 

proporção de 1:3 a 25 ºC, não apresentando diferenças significativas entre si (p>0,05). Já 

no cultivo com iluminação, em que ambas ascondições foram testadas, o isopropanol 

mostrou diferença significativa em relação ao etanol (ambos 1:3 a 25 oC). No entanto o 

etanol, pelo menor custo, foi selecionado com solvente para a precipitação de SPE obtidas 

tanto nos cultivos com iluminação LED azul nas primeiras 24 h de cultivo quanto nos 

cultivos sem iluminação. 

A caracterização das SPE evidenciou a presença de grupos funcionais 

característicos encontrados em polissacarídeos rizobianos, incluindo a presença de ácidos 

urônicos e conformação nas ligações glicosídicas. A comparação entre os espectros de 

FTIR-ATR mostrou semelhança entre os biopolímeros obtidos nos cultivos com e sem 

iluminação, entretanto diferenças significativas (p<0,05) foram observadas em termos de 

composição em carbono, hidrogênio e nitrogênio, sendo a presença deste último um 

indicativo da precipitação conjunta de uma fração proteica.  

A atividade antioxidante das suspensões de SPE foram dose-dependente para 

ambas as amostras. O método do DPPH• apresentou um valor máximo de atividade 

antioxidante de 80,47% e 80,82%, respectivamente, para SPE do cultivo na ausência de 

luz e presença de luz (LED azul), na concentração de 4 mg/mL, sem diferenças 

significativas entre si (p>0,05) e próximo ao valor encontrado para o ácido ascórbico 

(86,61%); comportamento similar (dose-dependente) foi observado para ABTS e poder 

redutor, entretanto os valores obtidos foram bem inferiores em relação ao ácido 

ascórbico., havendo também diferenças significativas entre as SPE (p<0,05). 

Portanto, ambas as SPE produzidas por E. meliloti SEMIA 135 exibiram atividade 

antioxidante frente aos radicais DPPH• e ABTS• e poder redutor, indicando potencial de 

exploração desta propriedade, sobretudo nos setores alimentício, cosmético e 
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farmacêutico. Desta forma, estudos futuros podem explorar sua possível aplicação como 

aditivo e ingrediente funcional em alimentos.  
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7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

- Caracterizar as SPE em função dos monômeros (monossacarídeos) que a constituem. 

- Determinar a massa molar de ambas SPE e relacionar com seu potencial antioxidante. 

- Avaliar sua atividade antioxidante frente a diferentes métodos in vitro e in vivo. 

-  Avaliar possíveis aplicações para as SPE na indústria alimentícia. 
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9 APENDICES 
 
 

APÊNDICE A – Valores médios (n=3) em transmitância ao longo do tempo (min) para 
DPPH  

 
 

Ácido Ascórbico 

SPE T(0) T(5) T(15) T(30) T(45) T(60) T(75) T(90) T(105) T(120) 

1 mg/mL 83,20 83,00 83,00 82,50 82,50 81,90 81,90 81,60 81,60 81,60 

2 mg/mL 83,40 84,50 83,00 83,20 83,20 82,00 81,60 81,10 81,20 81,30 

3 mg/mL 84,20 82,90 81,90 81,40 81,20 81,10 81,10 81,10 81,10 81,10 

4 mg/mL 83,20 83,70 83,00 82,00 82,20 81,80 81,50 81,50 81,50 81,10 

 

Cultivo sem LED 

SPE T(0) T(5) T(15) T(30) T(45) T(60) T(75) T(90) T(105) T(120) 

1 mg/mL 53,50 56,50 56,30 51,20 51,80 51,60 51,80 51,70 51,80 51,70 

2 mg/mL 55,00 55,10 55,40 56,00 56,50 57,00 57,20 57,10 57,20 57,10 

3 mg/mL 64,10 64,00 64,60 64,40 64,10 64,00 64,60 67,40 67,50 67,50 

4 mg/mL 70,10 70,20 71,60 72,40 73,00 74,50 74,60 74,20 74,20 74,10 

 

Cultivo com LED 

SPE T(0) T(5) T(15) T(30) T(45) T(60) T(75) T(90) T(105) T(190) 

1 mg/mL 56,60 52,30 56,20 58,50 55,10 57,70 59,40 59,30 59,30 59,10 

2 mg/mL 59,10 59,30 59,50 59,10 59,70 59,20 60,40 62,20 62,10 62,40 

3 mg/mL 70,20 70,50 71,70 71,70 70,10 70,10 70,20 69,90 69,40 69,20 

4 mg/mL 73,90 75,80 76,30 75,90 74,80 74,40 74,30 74,60 74,20 74,30 

T: transmitância (%). 
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APÊNDICE B – Valores médios (n=3) em transmitância ao longo do tempo (min) para 
ABTS 

 
 

Ácido Ascórbico 

SPE T(1) T(2) T(3) T(4) T(5) T(6) 

1 mg/mL 90,30 89,40 89,70 89,6 89,50 89,60 

2 mg/mL 83,20 89,80 89,70 89,60 89,70 89,70 

3 mg/mL 90,10 89,90 89,50 89,50 89,50 89,60 

4 mg/mL 89,90 89,90 89,50 89,50 89,50 89,50 

 
 

ABTS Cultivo sem LED 

SPE T(1) T(2) T(3) T(4) T(5) T(6) 

1 mg/mL 30,11 29,90 30,10 30,10 30,20 30,10 

2 mg/mL 37,50 37,40 37,40 37,40 37,40 37,50 

3 mg/mL 44,70 44,20 44,60 44,60 44,50 44,60 

4 mg/mL 49,80 50,10 50,20 50,20 50,20 50,30 

 
 

ABTS Cultivo com LED 

SPE T(1) T(2) T(3) T(4) T(5) T(6) 

1 mg/mL 24,50 24,90 24,90 24,80 24,80 24,90 

2 mg/mL 29,10 30,50 30,40 30,20 30,20 30,10 

3 mg/mL 34,20 35,10 35,20 35,40 35,40 35,20 

4 mg/mL 47,50 47,80 47,90 47,90 47,90 47,70 

T: transmitância (%). 
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